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I. INTRODUCCION




INTRODUCCION

Los reinos vegetal y animal han representado desde siempre
los recursos naturaies decisivos para 1a supervivencia del ser humano,
principalmente con fines alimenticios y terapéuticos. El1 aprovecha-
miento de estos recursos naturales se encuentra enmarcado por el ende-
mismo, 1a disponibilidad practica de 1os mismos y la filosofia de las
diferentes culturas en el mundo, tas cuales han generado conocimientos

para tal objetivo.

En particular ciertas plantas o productos obtenidos de -ellas
han sido usadas por miles de aifios y su estudio, cultivo y recolteccidn
ha sido una prdctica comin en diversas civilizaciones. Muchos de es-
tos productos naturales son aln usados en nuestros dias y generalmente
para propdsitos similares. Como ejemplos se puede mencionar a la efe-
drina (1), constituyente de Ephedna sp. que se utiliza para aliviar
padecimientos respiratorios, la ricinina (2) es el principio activo
del aceite de ricino, el cual se usa como purgante. La salicina (g) es
el producto natural andlogo a la aspirina y se encuentra principalmente

en la corteza de 1os sauces.

La morfina (4), 1a cocaina (§) y el tetrahidrocanabinol (§)
son los principios activos de plantas qﬁe se han usado a través de 10s

tiempos en rituales como narcéticos y alucindgenos.!

Por otro lado, también existen substancias naturales que po-
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seen alta toxicidad para el ser humano, o bien son venenos, como son
1a coniina (7) (cicuta, constituyente de ciertos abetos) y el forbol
(Q) y sus derivados, que son metabolitos secundarios comunes en cier-

tas especies de plantas de la familia Euphorbiaceae.?

Aiin recientemente, es notable lalcontribucidn de las substan-
cias naturales de origen vegetal a 1a obtencidn de fdrmacos modernos.
Basta mencionar a la diosgenina (9), que se obtiene del tubérculo de
especies de Dioscorea (1a cual era relativamente abundante en nuestro
pafs), y es materia prima para la obtencidén de substancias esteroida-
les.® Este hallazgo permitié el florecimiento de la industria de los
esteroides y es indudable el impacto de tales productos farmacéuticos

en la sociedad moderna.

Asi, las substancias naturales de origen vegetal, siguen re-
presentando en la actualidad una fuente de agentes terapéuticos de uti-

lidad priactica, por 1o que se requiere su investigacitn.

En particular, México cuenta con una amplia tradicion en el

uso de plantas medicinales, y este conocimiento empirico constituye un



nunto de partida idoneo para la bisqueda de nuevas substancias con ac-
tividad farmacolégica, ya que este grupo de plantas ha sido poco estu-
diado en nuestro pais tanto desde los puntos de vista biolGgico y far-
macoldgico, como fitoquimico.*»%

E1 objetivo del presente trabajo es contribuir al conocimien-
to de los constituyentes quimicos de la flora medicinal de nuestro
pais, mediante 1a extraccidn, el aislamiento y la elucidacidon de la es-
tructura molecular de los metabolitos secundarios de la raiz de Ligus-
Licum porteni C. & R. (nombres comunes: wasia, chuchupaste), la cual
es usada por los tarahumaras para la preparacion de infusiones y un-
glientos para los padecimientos gastrointestinales, dolores de cabeza,

fiebres y para aliviar los dolores asociados al reumatismo.®s7
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ANTECEDENTES

La planta que es objeto del presente estudio, Ligusticum pon-
teni pertenece a la familia Umbelliferae, de la que se conocen aproxi-
madamente tres mil especies, agrupadas en cerca de 300 géneros. Este
grupo de plantas se divide en tres subfamilias: Hydrocotyloideae, Sa-
nicuboideae y Apioideae, las cuales comprenden dos, dos y ocho tribus

respectivamente,® como se indica en el esquema 1.

FAMILIA SUBFAMILIA TRIBU

Hydrocotyloideae Hydrocotyleae
Mulineae
Sandiculoideae Saniculeae

Umbelliferae Lagoecieae

Apioideae Echinophonreae.
' Scandiceae

Corndandreae
Smyanieae
Apieae [(Armmieae)
Peucedaneae
Lasenpitieae
Dauceae

ESQUEMA 1

En esta familia se han encontrado como metabolitos secunda-

rios un gran nimero de cumarinas, flavonoides y compuestos acetilénicos,



y en menor nimero lactonas sesquiterpénicas y ftalidos.®»%,2¢

Debido a que en L. ponteni se encontraron ftalidos como cons-
tituyentes principales, se describiran a continuacién las caracteristi-
cas brincipales de este tipo de substancias y su distribucidén en la na-
turaleza. Tarmbién se menciona la biogénesis y la actividad farmacolé-

gica de 1os mismos.

Los ftalidos tienen la estructura general indicada en la fi~-
gura 1, en la cual el anillo A puede estar parcial o totalmente satu-
rado, y con la presencia de sustituyentes. En el anillo lacténico se
pueden presentar dos posibi1idédes; una en la que R,=H y Ry=alquilo y

otra en la que R; y R, representen un grupo alquilideno.

Figura 1. Férmula estructural de un ftalido

La mayorfa de 1os ftalidos se oxidan rapidamente por la in-
fluencia del aire y tienden ficilmente a formar polimeros, ademds como
estas substancias tienen diferencias estructurales muy pequefias resulta

dificil separar una mezcla de 1as mismas.'?



Todas las especies de 1a familia Umbelliferae, de las cuales

se han encontrado ftalidos hasta ahora, pertenecen a las tribus Ammieae

0 Peucedaneae de la subfamilia Apioideae (ver esquema 1) y a siete gé-

neros principalmente, indicados en el esquema 2.11»12

FAMILIA SUBFAMILIA TRIBU SUBTRIBU
. Carinae
Ammieae Seselinae
Umbelliferae - Api&ideae ) Angetidihaé'
S tee e peucedaneae R
ESQUEMA 2

GENERO

 Apium

Cnidium
Ligusiticuwm
Meum

Angelica

‘Conloselinum

Levisticum

Existe en la literatura una revisidn sobre la distribucidn de

los ftalidos en 1a familia Umbelliferae la cual fue publicada en 1979.11

En esta revisidon se describe 1a composicidn quimica de quince especies

de este grupo de plantas de las cuales se aislaron 22 ftalidos diferen-

tes. A continuacidn se resefian estos resultados y l1os que se han pu-

blicado posteriormente a esta revisidn.

En 1a tabla 1 se indican los ftalidos reportados hasta ahora

en las especies de l1a familia Umbelliferae.?-%} Sus nombres y fér-

mulas estructurales se encuentran en la tabla 2 y en el esquema 3, res-

pectivamente.



ESPECIE

Angelica acutiloba?7?

Angelica acutiloba var. sugigamae?7%36 :

Angelica anomake Laliement 11
Angelica anomala var. chinensisll
Angelica glauca Edgew. 13

Angelica sdinensis Dielsil

Angelica ternata Regel et Schmalh. 1l
Apium graveolens L. 11,12

cnidium officinale Makinol1l,18,39
Conioselinum kamtachatioum Ruprll
Levisticum officinale Koch11»17,19

Ligustiocum acutilobum Sieb. et Zuccll,36

Ligusticun acutiloba var. sugiyamae
Hikino 11

Ligustioum sinense !l
Ligusticun wallichii Franchl1,15,16,20

Meum athamanticum 11:14,21

f,Tébla 1

10

FTALIDO

12

11,12,23

11

23,43
11,22,23
23,30,31

10,12,13,16,

25,26,27 ,28

11,12,14,15,

11,23

11,12,13,23,
11,12,22,23,

11,23
14,23

11,12,17,23,

41,42

- 11,12,17,23,
45

17,18,19,20,21,24,

17,23,24,27,32-40

28,42,43,44
29

24,29,32,38,39,

32,33,35,38,39,42,



FTALIDO

10
11
12
13
14
15
16
17

i8
19
20

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
33
35
36
37

n-propil

~isopropil
isopropil

© .isobutil’

21

isobutil

: n;bf¢pi1‘

n-butil
n-valeril

9-hidroxi Tigustilido

NOMBRE (S)

3-butilhexahidroftalido3®
3-butilidenftalido=ligusticum lactonal2,19
3-butilftalidol? SR
3-butiltetrahidroftalido!?
cnidilido=cnidium lactona*!2,33

cnidium lactona* 11

sedanolido* !

3-butil-4,5-dihjdroftal ido=sedanenol ido=
senkyunolidol?s1%,13,38

L]
3-isobutiliden-3;,4-dihidroftalido!!
3-isobutilidenftalido!!
3-isovaliden-3,,4-dihidroftalido!?!
3-isovalidenftalido!?
dcido ligusticum=dcido n-va]erofenon4q-car-

boxilico
ligustilidol»12,13,17,19,36,40

neocnidilidol2,32 ’ ~.
11

sedanol ido*=isocnidium lactona
11

38

dcido sedandlico
dcido sedanénico
anhfdrido sedanénico* 1!
anhidrido sedanénico* !
ternino!?
ternitino?
7-hidroxi-3-butilidenftalidol®s2052!
5-hidroxi-3-butilidenftalido?®»??
3-hidroxi-3-butil-8-oxo-4,5-dihidroftalido’®

9-hidroxi-3-butilidenftalido’®
18,21

b3

3-hidroxi-3-butil-4,5-dihidroftalide®®,2°

Tabla 2

11



FTALIDO

38
39

40
41
42

43
44
45

Vesdh

12

Tabla 2 (continuacion)

NOMBRE (S)

cis-6,7-dihidroxiligustilido20,21

trans-6,7-dihidroxiligustilido=ligustilidiol=
(Z)-re] (65,75)-6,7-dihidroxiligustilidols,16,21

trans-6,7-dihidroxi-3-butil-4,5-dihidroftalidols8

wallichilido20

(Z,2')-rel-(65,75)-6. 6‘ .7.3a'-diligustilido=
Levistolido All, 15,

angeolidol3,17
Levistdlido B17
4-hidroxi-3-butilidenftalido2l

*=mismo nombre utilizado para diferentes
compuestos.

s 2, A’ © B o
,H‘ll
w ° 1’ R R o :

ESQUEMA 3
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También se han encontrado compuestos derivados del esqueleto
del ftalido en otras familias como Cumpositae, Gramineae, Leguminosae
y OLeaceae. En ciertos hongos también se encuentran este tipo de meta-
bolitos. En estas familias el anillo A es siempre aromdtico y en todos
Tos casos se encuentra unido a este anillo; por 1o menos, un grupo que

contiene oxfgeno.2273%
Como ejemplos se pueden citar los siguientes:

En Peltogyne pubescens y Peltogyne venosa (Legumdinosae}se ha
encontrado el 5,6-dihidroxiftalido (46), en la familia Olaceae se en-

;ontré el 3-etil-7-hidroxiftalido (QZ).

En hongos y liquenes se han encontrado varios ftalidos como
productos metabdlicos, 1os cuales tienen como sustituyentes hidroxilos

metoxilos o cloruros; a continuacién se mencionan algunos ejemplos:



ESPECIE

Buellia caneécenéze,

Alternania hkikuchiana 2°

Aspenrgiblus tenreus o0

Seferotinia Libentiana !

16

FTALIDO

buellolido (Qg) y canesolido (Qg)
dcido iso-ochracinico (59)
6-metil-4,5,7-trihidroxiftalido (51)
sclerolido (52)

Aspergillus dLavus 32 5,7-dihidroxi-4-metilftalido (53)
Alectonia nignicanéas, 5,7-dihidroxi-6-metilftalido (2&)
COOH
i
CH30 o
o
. (1] OH 0
! - - o o 59
. OCH3 cl OCh3z
ct ci Hsco CH3 HO
Q
OCH3 ct
R cHa
48 o
Qv OH
CH;n ) CH3
CH
3 38 P HO o
[¢} (-]
CH3 Hal o
[+ [s 3
OH OH OH °
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En cuanto a la biogénesis de los ftalidos, hasta ahora sélo

se ha estudiado la del ligustilido (23)

En base a 1os estudios hechos con Levisticum officinale (Koch)
se concluye que una de las posibles rutas biogenéticas del Tigustilido
es a través de la unidn cabeza-cola de unidades de acetato,3° la cual

se muestra en la figura 2.

) 14,
L. officinale + CH3zI*COOH — - 0

Figura 2. Posible biosintesis del ligustilido

Otros autoresl™s»2l sugieren que otros ftalidos encontrados en
Umbelliferae se forman a partir del z-ligustilido, el ftalido mds acu-

mulado en esta familia de plantas.

Muchas umbeliferas que contienen ftalidos se han utilizado en
1a medicina popular como antiespasmddicos, sedantes, diuréticos y anti-

11 Sin embargo todavia no estd completamente claro que

rreumaticos.
tanto los ftalidos son responsables de 1a actividad farmacoldgica atri-
bufda a 1as plantas que los contienen, aunque se ha encontrado que

algunos ftalidos tienen actividad anticolinérgica y sedante.!?»3%
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DISCUSION DE RESULTADOS

Del extracto cloroférmico de 1a rafz de Ligusticum porteri
(Coult & Rose) se aislaron cinco sustancias: isovainillina, dcido 4-
hidroxi-3-metoxicindmico y tres ftalidos, dos de ellos de naturaleza
dimérica.

Las estructuras de estas sustancias se establecieron por mé-
todos espectroscépicos, espectrométricos, quimicos y por comparacidn
con los datos reportados en la literatura. La determinacidn de estas

estructuras se discute a continuacidn.

ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ISOVAIMNILLINA

De 1as fracciones més polares se ais1o un sdélido con olor ca-
racteristico de peso molecular 152, de acuerdo a 1a espectrometria de
masas. Su espectro en el infrarrojo indica la presencia de un hidroxi-
1o (3526 cm '), de un carboniloaldehidico (2849, 2826, 2735 y 1689 cm '),
y la intensidad y el nimero de bandas en la regidn de 1600 a 1450 cm *
sugieren la presencia de un ndcleo aromdtico. Por otro lado., el drea
bajo la curva del espectro de RMN H, indica la presencia de ocho pro-
tones, tres de los cuales corresponden a un grupo metoxilo (s 3.95, 3H,
s), por lo que se deduce la existencia de tres oxigenos en la mo1écu1a
y por lo tanto, integrando estos datos, se establece la férmula molecu-
Tar CgHgO;. Esta formula sugigre la presencia de un anillo bencenoide

que en conjuncidn con la funcionalidad descrita {aldehido, oxhidrilo y
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metoxilo), indica que €ste se encuentra trisustitufdo. E! patrén de
sustitucidén se deduce por el an&lisis de los desplazamientos quimicos
y la mul tiplicidad de los protones bencénicos en RMN 'H, como se des-

cribe a continuacidn.

La presencia de una sustitucion asimétrica es e(n'dente por el
reconocimiento de un sistema ABM. La parte M se observa como un do-
blete en § 7.01 (JAM = 9 Hz) y la parte AB se manifiesta como un doble-
te de doblete centrado en & 7.42 (JAM =9 Hz, J,p = 1.5 Hz) y como un
doblete en. 7.40 ppm (JAB = 1.5 Hz), como se indica en la figura 3.

R
HA "l
HM R
R
Figura 3

Existen seis posibilidades de ubicacidén de los sustituyentes
consistentes con esta patrﬁn de sustituciﬁn. Sin embargo 1la ausencia
de 'Ia. banda correspondiente a un hidroxilo quelatado en el espectro de
IR (banda ancha en 2500-3000 cm™!) indica 1a no vecindad det mismo con
el aldehfdo, y consideraciones biogenéticas hacen presuponer que el
grupo aldehido se encuentra aislado. Por lo tanto, quedan dos posibi-
lidades isoméricas que corresponden a 1a vainillipa (§,§) y 2 1a isovai-

nillina (56). (Figura 4).



CH=0 CH=O

OCH3 oN
OH ' OCHy
vainillina isovainillina
Figura 4

Estas posibilidades isoméricas se discriminan por comparacign
con los datos fisicos y espectroscépicos encontrados en la literatura y

se concluye que el compuesto es 1a isovainillina (56).

DETERMINACION ESTRUCTURAL DEL ACIDO 4-HIDROXI-3-METOXICINAMICO

Se ais16 otra substancia de las fracciones mas polares cuyo
espectro de IR muestra la presencia de un hidroxilo (3533 cm '), de un
dcido carboxilico (2962, 2929 y 2855 cm * y 1685 cm * para el carboni-
1o0) y las bandas en la regidén de 1631 a 1465 cm ® sugieren la presencia
de un ndcleo aromdtico. E1 espectro de masas indica que el peso mole-
cular es de 194, E1 andlisis del espectro de RMN H confirma la pre-
sencia de protones aromaticos por su desplazamiento alrededor de 7 ppm;
en el mismo se ve un sistema AB que indica la presencia de dos protones
vinflicaos en posicién trans (J = 16 Hz) y que por su desplazamiento
(7.67 y 6.25 ppm) a campo bajo y por su multiplicidad se deduce que es-

tdn vecinos al grupo acido. En 3.92 ppm se observa un singulete que



integra para tres protones. Esto sugiere la presencia de un metoxilo.
Por otra parte, el trazo bajo la curva de este espectro indica la pre-
sencia de ocho protones, ademds de los protones del acido y del hidro-
xilo fenélico (que no se observan en este espectro) con 1o cual se ob-
tiene un total de diez protones. En base a los datos anteriores se
puede establecer un férmula molecular C,.H,,0, que es congruente con
el peso molecular de.194. Esta Gltima, los grupos funcionales indica-
dos en el espectro de IR y el andlisis del espectro de RMNIH permiten
establecer una estructura correspondiente a un dcido cindmico con un

sustituyente metoxilo y un hidroxilo fendlico.

‘ La multiplicidad de los protones bencénicos no estda bien re-
suelta; sin embargo se observa cierta similitud con 1a de la isovaini-
11ina, ésto en conjuncidn con razones biogenéticas permite establecer
un patron de sustitucion el cual nos conduce a dos posibles estructu-

ras (Figura 5).

CHa0 "o
on ' OCH3

Figura 5

Estas estructuras {57 y 58) se discriminan por comparacidn

con los datos fisicos y espectroscdpicos encontrados en la 1iteratura

22
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y se concluye que el compuesto aislado es el dcido 4-hidroxi-3-metoxi-

cindmico (58).

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA MOLECULAR DEL LIGUSTILIDO

En las fracciones menos polares se encontrd una substancia
aceitosa que al revelarse con Tuz ultravioleta presenta fluorescencia

azul.

El espectro de masas de este compuesto indica que tiene un
peso mo1ecﬁ1ar de 190 y su espectro de infrarrojo muestra la presencia
de un carbonilo de v-lactona (1758 cm™*), de dobles enlaces (1400 cm'l),-
de metilos y de metilenos (2873, 2934 y 2963 cm *), de lo cual se deduce
que Ta molécula posee al menos dos oxigenos. En el espectro de RMNH
se observa un triplete en 0.96 ppm que integra para tres protones, esto
»indica que se trata de un metilo unido a un metileno (figura 6); tam-
bién se observa en 5.5.20 un triplete que integra para un protén, que
por su desplazamiento se deduce que se trata de un protdn vinilico y

por su multiplicidad que estd unido a un metileno {figura 7).

H
CHy= CH, —m :jc = c,(-cuz-- )
Figura 6 Figura 7

En 5.97 y 6.28 ppm se observan cuatro tripletes (dos dt) con
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J=9,3.5Hzy J=9, 1 Hz, respectivamente, que integran para un pro-
tén cada sefial, 1o cual sugiere la presencia de un sistema ABX, ya que

estas sefiales corresponderian a la parte AB del mismo.

Los fragmentos deducidos son consistentes con la estructura
general de un ftalido y esto estd de acuerdﬁ con el area total bajo la
curva del espectro de RMN!H que indica la presencia de catorce proto-
nes, que en conjuncién con los dos oxigenos antes asignados, permite
deducir que el compuesto tiene como fﬁrmu]a molecular C,,H,,0, (PM=190)
1a cual indica seis grados de insaturacidn, tres de los cuales corres-
ponden a la estructura general del ftalido vy tres corresponden a tres
dobles enlaces. Con el espectro de RMN'H (nicamente se explican dos
dobles enlaces, y debido a 1a ausencia de protones vinilicos adiciona-
les, se concluye que el tercer doble enlace se encuentra tetrasustitui-
do. Esto se apoya con la presencia de una banda en 1669 cm ! del es-
pectro de IR la cual corresponde a dobles enlaces tri- y tetra-sustitui-

dos.

Hasta este punto se pueden establecer dos posibles estructu-
ras que se indican en la figura 8 (omitiendo la estereoquimica del do-

ble enlace de la cadena lateral).

Figura 8



Como en el espectro de RMN'H las sefiales correspondientes a
los protones vinilicos del anillo A se localizan en 6.28 y 5.97 ppm se
infiere que éstos se encuentran cerca de un grupo electronegativo ya
que estdn desplazados a campos mas bajos respecto a protones vinilicos
que no tienen vecinos a grupos electroatrayentes, por lo ianto, se des-
carta la estructura II (figura 8), asignindose para el compuesto aisla-
do lz estructura I. Esta estructura es consistente con los principales
iones observados en el espectro de masas y cuya fragmentacidn se mues-
tra en el esquema 4. la pérdida del radical etilo del ion molecular
produce el fragmento m/z 161 el cual se puede aromatizar por pérdida de
dos radicales hidrdgeno para producir el ion m/z 159. El1 ion m/z 161
puede sufrir dos transposiciones [1,3] de hidrégeno con una subsecuente
pérdida de propenona (-55 uma) para formar el ion m/z 106, el cual se
aromatiza mediante pérdida de radical hidrégeno para formar el ion m/z
105. Por otro lado, a bartir del ion molecular, mediante la transfe-
rencia [1,5] de hidrdgeno y subsecuente pérdida de propeno se forma el

ion radical m/z 148.

La estructura 1 mostrada en la figura 8 corresponde al Ligus~
tilido (23) el cual existe en sus dos formas isoméricas en la naturale-
za. Lz discriminacidn entre ambas estd basada en el desplazamiento
quimico del protSn oleffnico de la cadena lateral: en el isdmero E se
encuentra desprotegido por la vecindad con el oxfgeno etéreo de la lac-
tona (: 5.73) mientras que en el isémero Z este protdn resuena a mayor
campo (s 5.23). E1 desplazamiento quimico observado para el Ligustili-

do de L. porteri es & 5.20 1o cual establece la configuracion Z.
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ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE (Z,Z')-rel-(6R,7R)-6,6',7.3a' DILIGUSTILIDO

Esta substancia se aislé como un sdlido cristalino cuyo espec-
tro de infrarrojo indica la presencia de metilos y metilenos (2960 y
2872 cm 1), de dobles enlaces (3015 cm ) y de carbonilo de y-lactona

(1767 em™2).

Su espectro de RMN!3C con desacoplamiento total muestra la
presencia de 24 atomos de carbono. La naturaleza funcional y el grado
de hidrogepacifn de estos &tomos se establece por su desplazamiento
quimico y por su multiplicidad mostrada en el espectro de desacopla-
miento parcial. De lo anterior se establece la presencia de dos car-
bonilos, cuatro dobles enlaces: uno tetrasustituido y tres trisusti-
tuidos, un carbono cuaternario, tres metinos, ocho metilenos y dos me-
tilos. Por 1o tanto, 1a molécula posee 24 dtomos de carbono, 28 de
hidrégeno y 2 oxfgenos carbonilicos, que considerando la presencia de
la y-lactona que es manifiesta por IR, se establece 1a naturaleza lac-

tdnica de un grupo carbonilo.

Esta substancia muestra en EM un ion molecular de 380 y la in-
tegracién de esta dato con los pardmetros analizados de IR y RMH'3C es-
tablece la férmula molecular C:u4H:80, y, por lo tanto, la molécula po-

see once grados de insaturacion.

Es notable que la formula molecular deducida sea precisamente
el doble de la correspondiente a un ftalido con seis grados de insatu-

racion (C..H,.02), ¥ sugiere la naturaleza dimérica del producto.natu-
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ral. Esta observacion es apoyada por el andlisis del espectro de ma-
sas el cual no presenta fragmentacidén significativa entre m/z 380 y
m/z 192, y el pico base se encuentra precisamente en mn/z 190 que pre-

sumiblemente es el ion molecular del mondmero.

La comparacion de los fragmentos mds abundantes de este com-
puesto coinciden con los del ligustilido previamente descrito en este
trabajo (Esquema 4), 1o que sugiere que esta substancia es la unidad

del producto natural.

El espectro de RMNIH presenta dos tripletes (J=8 Hz) en 4.97
y 5.05 ppm similares a los del protdn (vinilico de la cadena lateral)
H-8 del ligustilido, y corresponde cada sefial a un protén olefinico.
E1 otro carbdn del doble enlace es cuaternario, esto se apoya con las
sefiales en el espectro de RMN!3C de los carbonos vinilicos que portan
el hidrégeno (108.41 d y 111.70 d) y de los carbonos cuaternarios
(148.22 s y 150.71 s). La multiplicidad de las sefiales en el espectro

de RMNH permite deducir la vecindad del protdn vinilico a un metileno.

Por otro lado también se.observa otro triplete en § 0.9 (7 Hz), que
integra para seis protones, similar al triplete del metilo de la cade-
na lateral del ligustflido, esto sugiere que se trata de dos metilos

cada uno unido a un metileno.

Si se integran los datos de RMNH y RMN!3C hasta ahara anali-

zados se puede escribir la férrwla parcial III.
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A

Esta estructura corresponderia a las dos cadenas laterales
del ftalido.

Tomando en consideracifn que 1os espectros de IR y RMN1 3¢
indican la presencia de una y-]actonaAu.B—insaturada ¥ un segundo gru-
po carbonilo (1767 cm 1, 168.30 s y 164.69 s), y debido a la ausencia
de funciones hidroxilo o eter, el cuarto oxigeno debe formar parte de
un segundo grupo lactdnico «,B-insaturado, por lo que se infieren las
dos férmulas parciales posibles IV y V, tomando en consideracién el des
plazamiento a campo alto de H-8 en RMNIH (8 4.97 y 5.05), de acuerdo a

los argumentos indicados para el ligustilido.

CsHy CzHy

v : ‘ v
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Existen tres posibilidades de combinar estas estructuras par-
ciales en la molécula del dimero, &stas son: 1) que el producto natural
contenga dos unidades de IV, 2) que contenga dos unidades de Vv y 3) que
contenga una unidad de IV y una de V. La estructura parcial IV se com-
prueba con las sefiales en RMN13C para los carbonos del doble enlace te-
trasustituido (154.98 s para Cq y 134.32 s para C,) cuyas asignaciones
se establecen por comparacién con moléculas andalogas. La férmula par-
cial V se confirma por un lado, por las sefiales de los carbonos a y B8
en el espectro de RMN3C (126.67 s y 141.96 d, respectivamente), también
asignadas por comparacidn, y por otro lado con 1a sefial del protén g
en el espectro de RMNH (7.31 ppm, d, 6.5 Hz). Estas asignaciones se

Muestran en la figura 9.

Figura 9

Por 1o tanto, se concluye que tanto la estructura IV como la
V estdn presentes en la molécula del dimero.
Continuando el andlisis del espectrb de RMNIH se observan

cuatro metinos (5§ 7.31, d, 6.5 Hz; & 3.25,d, 9 Hz; § 2.52, m y § 2.98,



dddd, 6.5, 2.5, 2.5 y 2.5 Hz). De la multiplicidad y desplazamiento
quimico mostrados por las sefiales en este espectro, se deduce que dos
de ellos estdn unidos a un carbono cuaternario y a un metino, ya que
se manifiestan como dobletes y en particular uno de éstos es de natu-
raleza olefinica y es precisamente el prot&n 8 al carbonilo lacténico.
Experimentos de doble resonancia realizados en los espectros simplifi-
cados con diferentes concentraciones de reactivo de desplazamiento (fi-
gura 10) permiten establecer estas asignaciones. Estos experimentos a
doble resonancia se describirdn a continuacidn transcritos al espectro
original.

1) Al irradiar el doblete centrado en 7.31 ppm (6.5 Hz, pro-
tén 8), el gggg (6.5, 2.5, 2.5 y 2.5 Hz) centrado en 2.98 ppm se sim-
plifica a un ddd (J = 2.5, 2.5 y 2.5 Hz). Por lo que se concluye que

estos protones son vecinos.

2) Al irradiar la sefial centrada en 2.52 ppm m, se simplifi-
can las sefiales que se encuentran en & 3.25 d, 9 Hz y en § 2,98. EI
doblete en § 3.25 se simplifica a singulete y Ta sehal centrada en
2.98 ppm se simplifica a ddd (2.5, 2.5 y 2.5 Hz). Con estos resultados
se deduce gue el protén en & 3.25 es vecino a dos carbonos cuaternarios
y al metino cuya sefial se centra en 2.52 ppm. A su vez, éste Gltimo es
vecino al protén centrado en 2.98 ppn.

Con la integracidn de la informacién proporcionada por estos
experimentos, el espectro de RMN?C y el de infrarrojo se puede esta-

blecer la formula parcial VI.
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Ce=carbono cuaternario
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Como el producto natural es un dimero del ligustilido en el
cual desaparecen las sefiales correspondientes a los protones vinflicos
en las posiciones 6 y 7, se deduce que la dimerizacidn afecta estas
posiciones. Reuniendo toda la informacidn _proporcionada por el andli-
sis espectral hecho hasta ahora, se tienen las estructuras parciales

VII y VIII.

CaHy

Si se unen estas estructuras parciales se obtiene un compues -
to dimérico del tipo 4+2 en donde la regioquimica se deduce de los ex-
perimentos de doble resonancia descritos anteriormente. Por 1o tanto se
establece 1a formula estructural IX.

{

[}

IX
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Existen dos posibilidades estereoquimicas para esta molécula
las cuales se denominan con el descriptor endo y exo y corresponden a

las estructuras 59 v 60 respectivamente.

Con el conocimiento previo de que Ja reaccién de Diels-Alder
procede {n vitro mediante un estado de transicidn con estereoquimica
endo, el cual se muestra en 1a figura 11, se podrfa presuponer que la
estereoquimica mostrada en 53 corresponde al producto natural. Sin em-
bargo este argumento no es vdtido ya que 1os productos naturales se

forman 4n vivo mediante catdlisis enzimdtica.

Figura 11

34



Para distinguir entre los diastereoisOmeros gg y 80 se 1levé
a cabo un experimento con reactivo de desplazamiento, empleando Eu(fod)g
Y Se analizaron los cambios en el desplazamiento quimico de ciertos pro-
tones, inducidos por este reactivo, los cuales se muestran en la figura
10. La similitud en los cambios de desplazahiento quimico observados pa-
ra H-6 y H-7 indica que estos protones se encuentran orientados hacia
el mismo Tado, de acuerdo con los modelos exo (figura 12) y endo (figu-
ra 13). Por otro lado, se observa un notable desplazamiento del protén
vinilico Hf7;10 cual sugiere un complejamiento del metal con el carbo-

nilo de la y-lactona fusionada con el biciclo [2.2.2] (figura 13).

Figura 12 Figura 13

Debido a que H-7? sufre mayor desproteccion que H-6 y H-7 al
adicionar reactivo de desplazamiento, se puede suponer que el primer
proton estd opuesto a los dos Gltimos, y sugiere que el modelo endo es
el que corresponde a 1a molécula.Sin embargo, la argumentacion descrita

no puede considerarse como definitiva para establecer la estereoquimica
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de 1a molécula, ya que el ané]isis de los modelos Dreiding indica que
el metal puede complejarse con el sustrato en varias direcciones. Por
lo anterior, y para establecer inambiguamente la estereoquimica de la
molécula, se procedid a realizar un estudio cristalogrifico por rayos
X, de un s61ido especialmente preparado para tal fin. Los .detalles del
estudio cristalografico se describen en 1a parte experimental y la fi
gura Qg representa el dibujo computarizado del modelo final.

Se hace asi evidente 1la estructura de un aducto de Diels-
Alder del Z-ligustilido con estereoquimica endo (formula 53), el cual
se debe formar por el estado de transicidon mostrado en la figura 11.

La hidrogenacidn catalitica de este producto natural produ-
ce una mezcla de dos substancias las cuales fueron separadas por méto
dos cromatogrificos. Estas corresponden al 3,8,-dihidro- (§1) y 3,8,7,
7'a-tetrahidroderivados (§2) de acuerdo a los iones moleculares obser-
vados en 382 y 384 respectivamente, y a 1as evidencias que se descri -
ben a continuacidn.

E1 espectro de RMNH de §]1 sGlo muestra el triplete del pro-
© tén vinf]ico H-8" el cual resuena en & 4.96. Por otro lado, se observa
una sefial compleja centrada en § 4.54 que corresponde al protdn gemi--

nal de 1a y-lactona a,8-insaturada. Se establece que se hidrogena el

doble enlace 3,8 preferentemente al 3',8' por las siguientes evidencias:

a) La desaparicion de 1a sefial del protén olefinico a campo
bajo que corresponde a H-8 el cual se encuentra en posicidn & en el

sistema de dienona conjugada.
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. DIBUJO COMPUTARIZADO DE
(2,2')-rel-(6R,7R)-6.6"',7.3'a-di 1igustilido

{representacidn enantiomérica)
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b) La desaparicidn en UV de la absorcidn caracteristica del
sistema carbonilico a,8,y,8-insaturado (Am§x= 273 nm).

c) ET1 notable congestionamiento estérico del! doble enTace 3!
8' impide la saturacion del mismo, de acuerdo al andlisis con los mode
los Dreiding.

E1 mismo analisis con estereomodelos permite establecer la
configuracion R en el centro quiral formado (C-3} ya que la cara si en

' €-3 es la accesible al agente reductor.

Por otro lado, l1a estructura g del tatrahidroderivado se ba
sa, ademds de los argumentos indicados para 1, en la desaparicidn del
protdn vinilico 8 al carbonilo lactonico de 1a materia prima,en 1a per
manencia de la sefial del protdn vinilico H-8' (6 4.68) y en Tas dos ab
sorciones intensas en el IR en 1792 y 1753 cm'1 correspondientes a vy-
lactona con oxigeno etéreo endlico y y-lactona «,B-insaturada, respec-
tivamente. )

Las configuraciones R en C-3 y S en C-7'a se establecen de
acuerdo al descongestionamiento de las caras C-3 s y C-7"a ne de la

materia prima que producen la estereoseleccidn observada.



Existen reportados en la literatura tres aductos de Diels-
Alder del ligustilido, reportados como constituyentes de Levisaticum
officinael?, 1os cuales son el angeolido ,Q,%, levistolido B 43 vy le-
vistolido A 42, éste 1timo aislado casi simultaneamente por Kaouadji
y colaboradores, de Ligusticum wallichii 'y a]‘ cual denominaron 2,2'-
diligustilido. Esta estructura coincide en todos sus datos espectroscd
picos con la molécula aislada de L., porteri, a pesar de la diferencia
en los estados fisicos, ya que los autores la reportan como aceite y
en este caso se obtuvo como sG1ido. La comparacidn directa de ambas
muestras realizada amablemente por el profesor Kaouadji confirmd la
identidad de las mismas. Sin embargo Kaouadji réporta esta substancia
como Z,Z'rel-(6S,75)-6.6',7.3'a diligustilido que corresponderia pre-
cisamente a la estructura exo (£Q) lo cual es incorrecto; ya que el and
Tisis por rayos X confifmé que se trata del estereoisomero endo.

Por 1o tanto, 1a estructura propuesta para el producto natu-
ral de L.igusticum wal@ichiils y Levisticum officinale (levistolido A,
42)17 debe corregirse a (Z,Z')-rel-(6R,7R)-6.6',7.3'a diligustilido (39)
el cual también es constituyente de Ligusticum porteri.

Por otro lado, es importante sefialar que 1a estructura §] se
ha reportado como producto natural de Ligusticum wallichii por Fukuyama
y colaboradores2?, Es probable que esta molécula sea un artefacto, ya
que se formaria precisamente por la apertura con metanol de 1a y-lactona
fusionada con el biciclo 2.2.2. de (Z,Z)-(6R,7R)-6.6',7.3'a diligusti-

lido (53), como se muestra en el esquema 5 .Esta posibilidad estd basada,
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ESQUEMA 5



a1

ademds de las analogias estructurales, en que se empled metanol ( en
1a cromatografia de 1iquidos de alta presidn), en el proceso de aisla-

miento de 41.

Se realizaron algunos ensayos experimentales de metandlisis
de 59. La materia prima se modifica, sin embargo, de 1a mezcla de reac
cion no se obtuvo el producto 41.Es necesario reproducir las condicio
nes de la cromatografia de 1iquidos de alta presion para concluir si

en realidad en esas condiciones se produce 1a metandlisis de Qg.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA MOLECULAR DE Z-8.6',3.7'-DILIGUSTILIDO

Esta substancia se aislé como un producto cristalino cuyos
parametros espectroscopicos mostraron notable similitud con los del
(Z,2')-rel-(6R,7R)-6.6"',7.3'a diligustilido 53 analizados previamente.
Estas semejanzas se enlistan a continuacidn:

a) La presencia de un ion mo]eculqr en m/z 380 y la ausencia de frag-
mentos significativos entre m/z 380 y m/z 192.

b) La presencia de y-lactona a,B-insaturada, manifiesta por la absor-
cidn en 1755 y 1676 cm 1.

c) La existencia de dos cromoforos es manifiesta por las absorciones

en A 213 y 283 nm. Esta G1tima atribuible a una enona a,8,v,5-insa-

max
turada y la primera corresponde a la enona conjugada.
d) E1 espectro de RMN13C desacoplado totalmente indica 1a presencia

de 24 atomos de carbono cuyos desplazamientos quimicos muestran, en
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términos generales, cierta similitud con los de 59. E1 grado de hidro-
genacion de los dtomos de carbono, establecido por la multiplicidad de
las sefiales en el espectro de RMN!3C parcialmente desacoplado, es igual
al de 59. )

e) E1 espectro de RMNIH indica la presencia de un doble énlace disus-
tituido vecinalmente siendo uno de los sustituyentes un metileno y el
otro un carbdn tetrasustituido (s 6.15, 1H, dt, J= 9 y 3 Hz; y &5 5.88,
14, dt, J= 9 y 4 Hz). Y un protdn vinilico de un enlace trisustituido,
el cual estd vecino a un metileno (6 5.19, t, 8 Hz) y por su desplaza-
miento quimico corresponde a la estereoquimica Z de la cadena lateral
del ftalido como se describid anteriormente.

Las similitudes enumeradas hacen evidente que esta substancia
es un dimero de un ftalido y presumiblemente el mondmero sea el ligus-
tilido debido a la coincidencia de los fragmentos principales que se
sefialan en el esquema 4.

Por 1o que se concluye que esta substancia es un estereoisdmero
de 59.

Las evidencias descritas permiten establecer 1las févrmulas
parciales mostradag en las figuras 14 y 15, donde se indican las asig-
naciones de RMN13C (figura 14), de RMN!H y UV (figura 15).

Faltan por acomodar en estas estructuras parciales un n-pro-
pilo, dos metilenos vecinales y dos metinos que se indican en 1a figu-

ra 16, que son manifiestos por los argumentos sefialados.



Figura 14. Asignaciones de RMN!3C

H e1s

Anax283nm sy H CaH7
s
Figura 15. Asignaciones de RMNIH y UV
‘ _ Y 32.43d.
14.08 ¢ CH - CHp - CH, -20.66 t S 2 - 35084

22.64 t

- CHp - CHp =
21.09 t y 20.81 t

Figura 16
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lLa expansidn de las férmulas mostradas en las figuras 14 A y
15 A se establece por la presencia del singulete en 91.97 ppm que indi
ca 1a naturaleza cuaternaria del carbono unido al oxfgeno. La integra-
cion a egte fragmento del radical n-propilo , para completar el esque-
leto del ftalido, requiere la incorporacién de un metino, por 1o que se
definen los fragmentos mostrados en la figura 17; es decir, para unir
los fragmentos principales de 1a figura 17 A y 17 B se requiere ahora
1a integracién de un metino y de dos metilenos vecinales.

[o

Figura 17

E1 metino se podria colocar en las posiciones 4 o 6 corres -
pondiendo el fragmento -CH,-CH>- a los carbonos 5,6 y 4,5 respectiva -

mente, como se muestra en la figura 18.

Figura 18
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E1 protﬁn unido al carbono 7 se manifiesta como un doblete (Q
3.45;'9§, 8 Hz), 1o cual solo es consistente con la férmula parcial de
la figura 18 B y permmite eliminar la férmula parcial indicada en 18 A,
ya que en ésta Gltima este protdn se manifestarfa como ‘una sefial comple
ja. . ’

Tomando en consideracion que esta substancia es un aducto 2+2
del Z-ligustilido, 1a regio y estereo diferenciacién en su formacién, y
omitiendo las posibilidades enantioméricas, existen cuatro formas posi-
bles de combinar las férmulas parciales 17 A y 18 B. Estas formulas se
muestran en la figura 19, en la que se muestran los estados de transi -
¢ién de la dimerizacidn del Z-ligustilido.

Los experimentos con reactivo de desplazamiento permiten es-
tablecer la regioquimica de esta cicloadicién 2+2, como se describe a
continuacidn. Al analizar los cambios experimentados en el desplazamien
to quimice de ciertos protones del producto natural, al adicionar reac-
tivo de desplazamiento (mostrados en la figura 20), se observa que los
protones H-7, H-7' y H-8' tienen comportamiento similar frente a este
reactivo, 10 cual es indicativo de que estos protones se encuentran
orientados hacia el mismo lado y esto permite concluir qu ef C-3 se une
al C-7' y el C-8 a1 C-6' con lo cual se descartan las estructuras mole-
culares B y D mostradas en la figura 19, ya que en é&stas los protones
H-7 y H-~7' se encuentran de lados opuestos y por lo tanto su comporta-

miento frente al reactivo de desplazamiento serfa diferente y no simi-

lar como es el caso,
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Figura 19
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Figura 20

La hidrogenaciﬁn catalitica del producto natural permitid la
obtencidn de dos substancias, las cuales se describir&n posteriormente,
ya que los cambios observados en la espectroscopfa de los productos de
hidrogenacidn no permitié la discriminacidn entre las estructuras Ay C
de 1a figura 19. Afortunadamente el sélido obtenido por recristalizacio-
nes sucesivas presentd las caracteristicas apropiadas para un anélisis
cristalografico de rayos X. Los detalles de este andlisis se describen
en la parte experimental y la figura 64 es el dibujo generado por Ta com

putadora de la estructﬁra final. Este andlisis establece claramente ta
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estructura §4 del producto natural el cual corresponde a un dfmero 242
del 1ligustflido con la negio y esterec quimica mostradas en el estado de
transicién para la figura 19 A.

Por otro lado, las dos substancias que produce 1a reduccién
catalitica del dimero 2+2 (gg) fueron resué]tas por cromatografia en ca-
pa fina. E1 producto de menor polaridad corresponde al 6,7,3',8'-tetra-~
hidroderivado 63 que posee 4 uma adicionales con respecto a 1a materia
prima y en cuyo espectro de RMNIH no se observan sefiales correspondientes
a protones vinilicos y hay una mayor complejidad en las sefiales compren-
didas entre 1.30 y 2.10 ppm. En este mismo espectro se observa una senal
compleja en § 4.85 correspondiente al metino base de 1a lactona y el do-
blete amb]io centrado en 3.33 ppm correspondiente a H-7'. La configura -
cién del centro quiral generado en C-3' se establece en base a 1a acce-
sibilidad de 1a cara s{ en este centro en la materia prima, por lo tanto

el producto posee 1a configuracidn 3'R indicada en la férmula £5-
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E1 producto de hidrogenacién de mayor polaridad tiene un peso
molecular idéntico al de 1a materia prima (380); sin embargo las propie
dades ffisicas y espectrosc6picas indican una diferencia estructural en-
tre ambas. En particular el espectro de RMN!H no muestra la presencia
de protones vinilicos, sino que se observaﬁ sefiales complejas en la re~
gidn comprendida de 7.35 a 7.85 ppm que indican la presencia de protones
aromaticos. Por otro lado se observa una senal compleja centrada en 4.83
ppm que corresponde al prot6n geminal al oxigeno etéreo de la lactona.
Por 1o tanto este andlisis espectroscépico permite concluir que la mate-
ria prima sufrid un proceso de hidrogenacidon y deshidrogenacidén simulta-
nea para producir 1a molécula £6 en la cual se hidrogend.la.posicién 3',
8' y se aromatizd el ciclohexadieno conjugado de 1a materia prima. La
configuracion R del centro quiral generado C-3' se establece mediante
tos argumentos empleados para determinar la estereoquimica del tetrahi-

droderivado.
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La ausencia de actividad dptica en los dos dimeros %9 y g4 me~
rece un comentario adicional, ya que esto indica su presencia como pro -
ductos racémicos. Esta caracteristica podrfa hacer suponer que se trata
de artefactos formados a partir del ligustilido, y en particular esta
suposicibn ha sido propuesta para la existencia de algunas mezclas racé
micas de substancias similares al ligustflido.18

Sin embargo, existen evidencias que indican que estos compues
tos son formados por sistemas enzimdticos, las cuales se mencionan a
continuacibn: ,

5) Existe una estereo- y reglo-diferenciacidn excepcional en
la formacidn de 10s aductos a partir del monSmero, 10 cual solo es con-
sistente en términos generales por biosintesis.

b) E1 mondmero (Z-1igustilido 23) bajo las condiciones en las
cuales se mantuvo el extracto o se rea1i26 1a separacidén no produce can
tidades detectables de aductos.

c) Algunos ensayos experimentales de obtencidn del aducto en
condiciones térmicas han sido infructuosos.

d) Existen reportadas en la literatura mezclas racémicas de
productos naturales; es decir, el sistema enzimitico forma los dos enan

tidmeros.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

De los extractos organicos de la raiz de L. porteni {washia,
chuchupaste) Ta cual tiene uso medicinal entre los tarahumaras, se ob-
tuvieron mediante métodos cromatogrificos cinco metabo]ités secundarios
cuyas estructuras fueron determinadas por mé@odos quimicos, espectroscd
picos, espectrométricos y crista1ogr§ficos. Tales substancias son: iso-
vainillina (%Q), acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico (gg), 2-Tigustilido
(23), (Z,Z')-rel- (6R,7R)-6.6",7.3'a diligustilido (59) y 2-8.6',3.7'-

diligustilido (g4).

La substancia 59 ha sido aislada previamente de otros rizo -
mas de umbeliferas. Sin embargo, el estudio estructural de esta substan
cia permitié la correcidn de la estereoquimica propuesta previamente
{(de exc a endo). Por otro lado, se plantea 1a posibilidad de que el wa-
114ichilido (formula 41) reportado como preducto natural20, sea en reali-
dad un artefacto, ya que esta substancia es el producto de apertura de
la y-Tactona fusionada con el biciclo [2.2.2] de 23 con metanol.

Algunas substancias de esta rafz mostraron extrema labilidad
por 1o que se requirid una extrema manipulacidn experimental de las mis-
mas. Sin embargo se detectd la presencia de substancias adicionales mi -
noritarias que no fueron caracterizadas en esta ocasi@n, por 10 que una
reinvestigacidn quimica de esta especie deberd tomar en consideracidn
la alta labilidad de l1as substancias presentes.

Este es el primer estudio de Ligusticum porteni y constituye



una contribucién al conocimiento de los metabolitos secundarios de la

flora medicinal de nuestro pais.

“~
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PARTE EXPERIMENTAL

Se recolectd la rafz de Ligusticum ponteni C & R (Umbellife-
rae) en la sierra de Chihdahua y se dejo secar a temperatﬁra ambiente.
La muestra boténica se encuentra depositada en el Herbario Nacional,

Instituto de Biologfa de la U.N.A.M., Robert Bye & E. Linares 14148.

2.6 kg de raiz seca y fragmentada de L. porteri se maceraron
durante 14 dias, a temperatura ambiente, con hexano. Repetida la ope-

racién se evapora el disolvente obteniéndose 256.58 g de extracto.

La planta libre de hé;ano se deja macerar nuevamente bajo las
mismas condiciones, utilizando como disolvente cloroformo. E1 peso del
extracto cloroférmico, después de evaporar el disolvente, fue de 127.35
g.

Se prepara el extracto etandélico en la misma forma que los dos

anteriores, obteniéndose 126.38 g de residuo. Los extractos obtenidos

se mantienen a 0°C, protegidos de la luz y en atmosfera inerte.

Los tres extractos se compararon por cromatografia analitica,
utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo 7:3 y
como reveladores luz ultravioleta y sulfato cérico amoniacal. Se ob=-
serva que las manchas mds homog@&neas se encuentran en el extracto clo-
rofﬁrmico, por 1o cual se decidi6é iniciar el estudio fitoquimico por

la separacion de los constituyentes de este residuo.
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Con el objeto de conocer el tipo de compuestos presentes, se
efectud un andlisis preliminar. En este estudio se fraccionaron
10.9291 g del extracto cloroférmico en una columna de vidrio empacada
con 300 g de silica gel, utilizando como eluyente inicial una mezcla
de hexano-acetato de etilo (95:5), aumentdndose gradualmente la polari-

dad del mismo hasta acetato de etilo 100%.

De esta separacidn cromatogrdafica inicial se lograron aislar
dos substancias, que de acuerdo a su andlisis espectroscipico y espec-
trométrice, corresponden a los ftalidos ligustflido gg yala mo]écula
dimérica 89.

Los datos fisicos, espectroscépicos, espectrométricos y el
rendimiento total de estas substancias y de los demds productos aisla-

dos y de reaccign, se describen mds adelante.

En este andlisis preliminar, se observé la alta Tabilidad de
las moléculas minoritarias, ya que la mayor parte de &stas se transfor-
man al contacto con el aire y presumiblemente en presencia de luz y
calor. Tomando en consideracidn estas observaciones se procedié a una
manipulacidn experimental extremadamente cuidadosa, protegiendo las
fracciones orgdnicas de la luz y manteniéndolas en atmdsfera de argﬁn.
La eliminacidn del disolvente se llevé a cabo a presidn reducida y los

espectros fueron corridos recien aislados los productos.

Con el objeto de aislar y caracterizar los constituyentes mino-

ritarios de este extracto, se procedié a fraccionar una mayor cantidad

del mismo.
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Se fraccionaron 80.76 g del extracto cloroférmico en una co-
lumna de vidrio empacada con 2430 g de silica gel empleando como elu-
yente inicial hexano, colectdndose fracciones de 500 ml, los cuales se
concentran con rotaevaporador. Se aumentd gradualmente la polaridad
del eluyente hasta acetato de etilo 100%, y posteriormenté ta columna
se lavd por elucidén con acetona. Las fracciones eluidas se compararon
por cromatografia analitica utilizando como reveladores luz ultraviole-
ta y sulfato cérico amoniacal. Se reunieron las fracciones eluidas

tomando como criterios el Rf, el color y 1a homogeneidad de las manchas.

Las fracciones 1-31 fueron reunidas y s6lo mostraban una seiial
en RMN!H en 5 1.25, por To que se desecharon, ya que carecen de interés

en cuanto a metabolitos secundarios caracteristicos se refiere.

Las fracciones 32 a 35, eluidas con hexano-acetato de etilo
(9:1), fueron reunidas, obteniéndose 23.0599 g de residuo. Este se ad-
sorbié en_silica gel y se aplicé a una columna cromatografica empacada

con 700 g de silice, suspendida en hexano.

Las fracciones iniciales eluidas de esta cromatograffa estaban
constituidas por varias substancias, de entre las cuales se observa 1la
presencia constante de una substancia que muestra fluorescencia azul
muy intensa al exponer la cromatoplaca analitica a la luz ultravioleta.
Tomando en consideracidn este criterio de deteccién, se reunieron algu-
nas fracciones (eluidas con hexano-acetato de etilo 8:2), obteniéndose
9.4996 g de residuo. Este residuo fue analizado exhaustivamente por

cromatograffa en capa fina utilizando varios eluyentes, con el objeto
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de lograr una separacién dptima de la substancia que absorbe en el ul-

travioleta, encontrdndose que una mezcla de hexano-acetona (4:1), per-

mite una mejor resolucion de la mezcla. Se aplicaron 200 mg de residuo
a una cromatoplaca preparativa, utilizando este eluyente, obteniéndose

53.4 mg de un aceite amarillo, que fue identificado como Z-ligustilido

(gé). Los datos espectroscbpicos, caracteristicas fisicas y rendimien-
to con respecto a la planta seca, asi como los pardmetros de los demds

compuestos aislados se indican al concluir la descripcion del aisla-

miento de los productos naturales, como se indicé anteriormente.

De 1as fracciones sucesivas de esta recromatografia, las cua-
Tes se eluyeron con hexano-acetato de etilo 9:1, se obtuvieron 8 mg de
un aceite amarillo, el cual presumiblemente es un isdmero de cnidilido
(%g). Sin embargo, la extrema labilidad de esta substancia no permitié
su caracterizacién compieta. 'Las fracciones de mayor polaridad de es-
ta recromatografia fueron reunidas obteniéndose 6.072 g de residuo. Es-
te se aplicd a una columna de cromatografia empacada con silica (180 g)
suspendida en hexano, y utilizando un gradiente de hexano-acetato de
etilo como fase movil. Sin embargo, 1os eluatos obtenidos estaban cons-
tituidos por mezcias complejas de substancias de acuerdo a su andlisis
por cromatografia analitica. Se intent§ la resolucién de algunas de
estas mezclas mediante cromatoplacas preparativas, a pesar de esto no
" se logr§ la purificacién de alguna substancia, debido presumiblemente
a su extrema labilidad. Es necesario considerar estas abservaciones

en futuros andlisis de este especimen.
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tas fracciones 71 a 81 de la cromatograffa inicial, eluidas
con hexano:acetato de etilo (9:1) fueron reunidas y almacenadas a baja
temperatura (0-5°C), protegidas de la luz y en atmdsfera inerte como
se mencioné previamente, y se continué con la cromatograffa inicial.

Al cabo de aproximadamente tres semanas en estas condiciones se observé
un s6lido en el seno del residuo el cual fue separado por filtracién.
Recristalizaciones sucesivas de metanol de este material permitieron la
obtencidn de la muestra analitica del (Z)-rel-(8S5,6'R,7'S)-8.6"',3.7"-
diligustilido (64).

La cristalizacion fraccionada de las aguas madres reunidas
permitié la obtencién del (Z,Z'}-rel-(6R,7R)-6.6',7.3'a-diligustilido
(Qg). La mayor proporcidon de esta substancia se obtuvo de las fraccio-
nes 82 a 86, elufdas con hexano:AcOEt (9:1), como se describe a conti-
nuacidn. Al dejar almacenadas estas fracciones bajo las condiciones
utilizadas en los residuos orgdnicos de este analisis, se formé un s6-~
1ido cristalino el cual fue separado por fi1traci§n. Recristalizacio-

nes sucesivas de metanol permitieron la purificacidn de %9 -

Las fracciones 167-205, de mayor polaridad de la cromatografia
inicial, eluidas en acetato de etilo 100% fueron reunidas obteniéndose
9.68 g de residuo. Este se adsorbi§ en 10 g de silice y se ap1ic§ a
una columna de cromatografia empacada con 300 g de sflice suspendida en
hexano-acetato de etilo (9:1). Se colectan fracciones de 100 ml. Al-
gunas fracciones menos polares de esta recromatografia fueron reunidas

(0.55 g) y se recromatografiaron en silica gel utilizando hexano:aceta-



to de etilo (9:1) como eluyente constante. Con este procedimiento se
obtuvieron 40 mg de un sélido de olor caracter?stico cuyas constantes
fisicas y espectroscépicas corresponden a la isovainillina (ég). De
Tos eluatos de mayor poalaridad de la recromatografia de Tas fracciones
167-205 de 1a cromatografia inicial, se Togré la obtenci@n de 32 mg de

un s6lido identificado como dcido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (§§).

REDUCCION CATALITICA DE (Z)-rel-(85,6'R,7'5)-8.6',3.7'~diligustilido.

Se agregaron 183 mg de (gﬁ) repartido en dos lotes. En cada
lote se suspenden aproximadamente 10 mg de catalizador (Pd/C) en 5 ml
de acetato de etilo y se mantienen bajo atmdésfera de hidrégeno a tem-
peratura ambiente y con agitacidn contfnua durante una hcra. Transcu-
rrido ese tiempo se adicionan aproximadamente 90 mg de 64 disueltos en
5 ml de acetato de etilo. Se dejé reaccionar con agitacidn continua
en atmésfera de hidrdgeno y a temperatura ambiente, durante 3 horas, al
final de las cuales se observé por cromatografia en capa fina que habfa

dos productos.

Estos productos se separaron por cromatografja en capa fina
utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetona 7:3, desarrollan-
do dos veces la placa. E1 producto de mayor movilidad en este sistema
corresponde al (3'R)-rel-6,7,3',8'-tetrahidro-Z-8.6',3.7'-diligustilido
(Qé) y se obtienen 60 mg. E1 producto de menor movilidad corresponde a
(3'R)-4,5-dehidro-3',8'~-dihidro-2-8.6"',3.7 '~diTigustilido (66). Se ob-

tuvieron 25 mg de este ultimo.
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REDUCCION CATALITICA DE (Z,Z')-rel-(6R,7R)-6.6',7.3"a-DILIGUSTILIDO (Qg).

Se efectu§ Ta hidrogenacién catalitica de 91 mg de 59 disuelto
en 10 m! de acetato de etilo y se hace reaccionar con atmésfera de hi-
drSgeno, en presencia de Pd/C como catalizador (previamente hidrogenado).
Se deja la reaccidon durante 24 horas al final de las cuales se filtra
sobre celita y se concentra. En esta reaccidn se obtuvieron dos pro-
ductos. Uno de ellos logr§ cristalizarse de etanol y corresponde a
(Z,Z')-rel-(3R,6R,7R,7'a5)-3,8,7'-7'a-tetrahidro-6.6"',7.3'a-diligusti-
1ido (gg),'obteniéndose 22 mg del mismo.

Como el producto mds polar de esta reduccidn no se 1ogr6 puri-
ficar en esta ocasidn, se procedié a la reduccidn de un nuevo lote de
59 bajo las mismas condiciones. La mezclia de productos se logrd sepa-
rar por cromatografia en capa fina desarrollando 1a placa en tres oca-
siones, con mezcla de hexano-acetona 7:3, 7:3 y 8:2, respectivamente.
Mediante este procedimiento se lograron obtener 7 mg de (Z,Z')-rel-

(3R,6R,7R)-3,8-dihidro-6.6',7.3'a-diligustiiido 6.

ANALISIS CRISTALOGRAFICO DE (Z)-rel-(8S,6'R,7'S)-8.6',3.7'-DILIGUSTILI-
DO (64).

Los cristales de §4 los cuales tienen la forma apropiada para
su anilisis de rayos-X, se lograron obtener por recristalizacidn lenta

de etanol.

Para este analisis se usd un cristal de dimensiones aproxima-

das 0.28 x 0.22 x 0.44 mm. Los cristales de gﬁ son monoclinicos con
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grupo espacial P2 1/c con a=6.097 X (3), b=12.753 3 (7) y c=27.285 X
=

(12), u=0.75 cm™!, F(000)=815.91, Z=4 (C,y,H2g04).

Los datos fueron obtenidos en un difractometro Nicolet R3m
(radiacién monocromada CuKa). Un total de 3725 reflecciones independien
tes fueron medidas para un &ngulo de 3<20<50 de las cuales se conside-
raron observadas 2001. U=0.051 A2.

La estructura se resolvidé por métodos directos?? En el refina
miento final fueron usados parametros térmicos anisotrdpicos para 1o0s
stomos diferentes de hidrégeno y un factor térmico isotrdpico fijo para
los dtomos de hidrégeno. Los indices de discrepancia finales son R=
0.0882 y Rw=0.0988 para las 2001 reflecciones observadas. La red crista

Tina es centrosimétrica, debido a la presencia de 1os dos enantidmeros.

ANALISIS CRISTALOGRAFICO DE (Z,Z')-rel-{6R,7R)~6.6"',7.3"'a-DILIGUSTILIDO
(59).

Los cristales usados para el andlisis cristalogrdafico de %)
fueron obtenidos por cristalizaci6n lenta de etanol. Los cristales fue-
ron monoclTnicos, del grupo espacial P2 1/n y las dimensiones del cris-
tal fueron 0.4 x 0.4 x 0.4 nm, u=0.77 cm~1, con a=9.308 (4)3. b=8.356
(2)A, c=26.378 (13)A, p4;.. 1.23 gem™3 para 2=4 (CouHz80,). Los datos
fueron medidos en un difractémetro Nicolet R3m (radiaci6n Ka, monocroma
da Cu, scan W, discriminacion pulso altura). Fueron tomadas un total de
3592 reflecciones 1independientes para 3<20<50, para las cuales 2257 se
consideraron observadas |F|>3c|F{. La estructura fue resuelta por méto-

dos directos y refinada por el método de minimos cuadrados.En el refina
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miento final, los parametros té&rmicos anisotrdpicos fueron usados para
los dtomos diferentes de hidrdgeno y los factores de temperatura isotrd
picos fueron usados para los dtomos de hidrégeno. Los dtomos de hidrbge
no fueron incluidos en 1os cdlculos del factor estructural.

Los indices de Ja discrepancia final son R=0.0886 y Rw=0.0998
para las reflecciones observadas. La red cristalina es centrosimétrica,

1o cual indica Ja presencia de los dos enantidmeros.
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CARACTERISTICAS FI1SICAS, ESPECTROSCOPICAS Y ESPECTROMETRICAS DE LOS
COMPUESTOS AISLADOS Y DERIVADOS OBTENIDOS.

ISOVAINILLINA (§/€)

pf. 69-74 °C . | G
IR (CHCT3) cm™: 3526, 1689, 1596, 1510, 1465, 1435, 1402, 1381, 1201,
1268, 1178, 1151, 1121, 1032, 870, 820. ' o
RMN *H (80 MHz, CDC1,): 9.78 ppm (H-1, 1H, s), 7.42 ppm (H-7, 1H, gg{~
| 9, 1.5 Hz), 7.40 ppm (H-3, 1H, d, 1.5 Hz), 7.01
7 ppm (H-6, 1H, d, 9 Hz), 3.95 ppm (OCH,, 3H, s).

Rendimiento (A partir del peso seco de la raiz): 0.0024%).

ACTDO 4-HIDROXI - 3-METOXT -TRANS-CINAMICO (;\i{%)

pf. 154-158 °C
IR (CHC1,) cm™: 3533, 2962, 2929, 2855, 1685, 1514, 1268.

RMN H (80 MHz, CDCl;): 7.67 ppm (ﬂC¥CHCO, 1H, d, 16 Hz), 6.25 ppm
(HC=CHCO, 1H, d, 16 Hz), 3.92 ppm (OCH:, 3H,s).

EMIE (70 eV) m/z (%rel.): 194(M',100), 179(21.2), 133(22.2), 51(14.4).

Rendimiento (A partir del peso seco de la rafz): 0.0022%.
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LIGUSTILIDO (gé)

IR (chlg) cm-l, Lo DI
(Espectro 1): 2963, 2934, 2873, 1758, 1669, 1461, 1305, 1274,

1056, 1013, 965.

RMN 1H (80 MHz, CDC1;) L
(Espectro 4): 6.28 ppm (H-7, 1H, dt, 9, 1 Hz), 5.97 ppmf(H-ﬁ,i

1H, dt, 9, 3.5 Hz), 5.20 ppm (H-8, 1H, t, 8 Hz),
' 0.96 ppm (H-11, 3H. t, 7 Hz). ’,: S
EMIE (70 eV) m/z (2rel): 190(M*,27.9), 161(46.3), 159(31), 148(36),
106(36), 105(58.2), 78(40), 77(51.6), 55 (100},  ‘
51(44), 50(30), 39(39). ‘ S *i;”
LV (Metanol): Amax 322 nm (e 14678), A .. 273 nm (8'15358>P'

Anax 209 nm (e 20995).

Rendimiento (A partir del peso seco de la raiz): 0,3b76%{?. .

(2,2')-nel-(6R, 7R)=6.6",7.3a’ DILIGUSTILIDO (52)
pf. 123 °C

IR {CHC13) em™ %, - = ‘ ‘
(Espectro 2): 3015, 2960, 2872, 1767, 1710, 1667.

RMN 'H (80 MHz, CDC13)
(Espectro 5): 7.31 ppm (H-7', 1H, d, 6.5 Hz), 5.05 ppm (H-8

1H, t, 8 Hz), 4.97 ppm (H-8', 1H, t, 8 Hz),
3.25 ppm (H-7, 1H, d, 9 Hz), 2.98 ppm (H-6',
1H, dddd, 6.5, 2.5, 2.5, 2.5 Hz), 0.90 ppm (M~



EMIE (70 eV} m/z (%rel.

UV (Etanol):

RMN13C (20 MHz, cnc1,)' o , B :
168.30 ppm (§; c-1), 164.69 ppm (s, .C-1')

(Espectro 11):

‘.'111.70 ppm

11 H 11', 6H cEy 7 Hz), 2. 52 ppm (H 6y lH, m)

): 380(M ,22)"5
148(97), 55(30

273 nm (e 24208), A

'148. 22 ppm

47.69
41.69
31.13
28.03
25.87

- 22.30

13.77

19

154.98 ppm (s, C-3a), 150.71 ppm (s, ¢-31),
(s, C-3), 141.96 ppm (d; C-7' ),,v'
134.22 ppm (s, C-7'a), 126.67 ppm (s, C- 7a)"L
(d, C-8), 108.41 ppm (g,—c-ef)
ppm (s, C-3'a), 41.69 ppm-(d, C-7),"

ppm (d, C-6'
ppm (t, C-4'

ppm (t, C-9)%,

ppm (t, C-5'

1(95), 190(100) 161(37)..,

sx 228 nm (e 12252). .

}s 38.45 ppm (g,ic_s)?_
) 28.95 ppm (&, C-5),
27.54 ppm (iJ'CfQ})f';;”A'

)» 22.34 ppm (t, C-10)*,

ppm (t, C-10')*, 13.92 ppm (c, C-11)*,.

ppm (c; C-11').*
* ‘Estas_asigna;iones pueden cambiar.

Rendimiento (Aﬁpartir de] peso seco de la raiz): 0.0366%.

(Z,2')-nel-(3R,6R, 7R, 7a'S] -3,8, 7

’

7! a-TETRAHIDRO-é 6',7. 3’a—DZLIGUSTI-

L100 (62)

pf. 110-113 °C

IR (CHC1,) em 1:

2957,

12932, 2872,

1792, 1753, 1712, 1666, 1463,
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1174, 1061, 1022, 1000, 980.

RMN H (80 MHz, CDC1;) '
{(Espectro g): 4,68 ppm (H-8, 1H, t, 8 Hz), 2.86 ppm (H-7, 1H,

d, 10 Hz).
EMIE (70 eV) m/z (%re1.):‘ 384(M+, 100), 356(37), 327(38), 189(32),
‘ 187(31), 163(81.4), 107(47), 105(32), 91(61),
- 83(42). 79(66), 77(46), 55(79.7), 41(42).

(2,2')-nel- (3R, 6R, 7R} -3, 6-DIHIDRO-6.6!7.3' aDILIGUSTILIDO (E1)

pf. 108-106 °C
IR (CHCl,) em®: . 2959, 2933, 2872, 1754, 1710, 1666.

RMi 'H (80 MHz, CDC1j) - ,
(Espectro 7): 7.29 ppm (H-7', 1H, d, 7 Hz), 4.96 ppm {H-8',

1M, t, 8 Hz), 4.54 ppm (H-3, 1H, Wi 12 Hz),
3.18 ppm (H-7, 1H, d, 9 Hz), 2.96 ppm (H-6',
1H, ddd, 6.5, 2.5, 2.5 Hz).

EMIE (70 eV) m/z (%rel.): 382(M+, 2.9), 193 (51.1), 190 (100), 161
(45), 148 (53.9), 107 (25), 105 {(28), 91 (25)
79 (24), 77 (20), 55 (51.1), 41 (28).

2-8.6',3.7'-DILIGUSTILIDO (64)

pf. 138-141°C
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IR (CHC13 ) cm!
(Espectro 3): 2962, 2933, 2873, 1755, 1676, 1461, 1303, 1064,

940.

RMNIH (80 MHz,CDC1 )
(Espectro 8): 6.15 ppm (H-7, 1H, dt, 9,3 Hz), 5.88 ppm (H-6,

H, dt, 9,4 Hz), 5.19 ppm (H-8', 1H, t, 8 Hz),
3.45 ppm (H-7', 1H, bd, 8 Hz), 0.96 ppm (H-11,
H-11', 6H, t, 8 Hz).

EMIE (70 eV) m/z (%rel.): 380 (M%, 2.9), 191 (54), 190 (96.8), 161
(70), 148 (100), 106 (32), 105 (60), 91 (33),
78 (50), 77 (50), 55 (86).

UV (etanol): Mngx 283 nm (e 20328), A 213 nm (c 8861).

max

RMN13C (20 MHz, CDC13)
(Espectro 12): 170.23 ppm (s, C-1), 168.44 ppm (s, C-1'),

160.42 ppm (s, C~3a), 154.62 ppm (s,C-3'a),
149.33 ppm (s, C-3'), 128.78 ppm (d, C-6),
123.44 ppm (s, C-7a)*, 122.51 ppm (s, C-7'a)*,
117.00 ppm {d, C-8'), 111.82 ppm (d, C-7),
91.97 ppm (s, C-3), 44.01 ppm (d, C-7'),
35.08 ppm (d, C-8)*, 32.43 ppm (d, C-6,)*,
28.01 ppm (t, C-9'), 26.34 ppm (t, C-5'),
22.64 ppm (t, C-10), 22.40 ppm (t, C-10'),
21,09 ppm (t, C-4), 20.81 ppm (t, C-5),
20.66 ppm (t, C-9), 20.09 ppm (t, C-4'),
14,08 ppm (c, C-11)*, 13.81 ppm (c, C-11')*.
* Estas asignaciones pueden cambiar.

Rendimiento (A partir del peso seco de la rafz): 0.0303%.
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(Z)-nef-(8S,6'R,7'S)-6,7,3", 8 ' ~TETRAHIDRO-8.6',3.7'-DILIGUSTILIDO (65).

IR (CHCls) cm *: 3028, 3014, 2959, 2935, 2868, 1746, 1673, 1072,
1039, 940. - e

RMH H (80 MHz, COCl,), IR
(Espectro 9): 4.85 ppm (H-8, 1H, m), 3.33 ppm:(H-7

6 Hz), 2.84 ppm (H-3', 1H;;g.l7'H})
EMIE (70 eV) m/z (Zrel.): 384 (M*, 0.6), 193 (79. 7).'“
(18). 150 (15.5).

(_Z_)—4,5—DEHIDRC’-S',8'-UIH10R0-8.6’,3.7’—DILIGUST1LIUOr({)‘f\i‘)f o

IR (CHCl3) cm™ *: 3031, 3016, 2960, 2933, 2873, 1757, 1085, 953.

RMN H (80 MHz, CDCls)s
(Espectro 10): 7.85 a 7.35 ppm (seifial compleja, protones aro-

miticos), 4.83 ppm (H-3*', lH, sefal compleja),
3.56 ppm (H-7*, 1H, d, 9 Hz).

EMIE (70 eV) m/z (%rel.): 380 (M+,17). 193 (100), 188 (35.3), 159

(42.5), 146 (24.2).
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