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RESUMEN

En el presente trabajo se realizd el aislamiento y caracterizacion de los constituyentes
quimicos del extracto metandlico de la raiz de la planta medicinal Ligusticum porteri, con el
objetivo de contribuir al conocimiento quimico de esta especie por medio de la utilizacion de
diversos métodos cromatogrificos y técnicas espectroscGpicas, espectrométricas y en
algunos casos por medio de Ia formacién de derivados. Este andlisis permiti6 [a obtencion y
caracterizacion de los siguientes compuestos: un derivado de glicerol (9), toquindlido B
(10), diligustilido (13), &cido 4-hidroxi-3-metoxi-cindmico (15), senkyunélido I (22), una
mezcla de acil-glucosil-esteroles (27+28), p-D-glucopirandsido de B-sitosterilo (25), y B-D-
fructopirandsido de a-D-glucopiranosilo (31).

Adicionalmente se realizaron bioensayos preliminares a los compuestos obtenidos
para evaluar su posible actividad bioldgica, en particular, ensayos de toxicidad frente a
Artemia salina, de fitotoxicidad, (empleando el bioensayo de gota en hojas de Tageres
erecta) y de actividad antimicrobiana. De estos ensayos se encontré que toquindlido B (10)
es toxico para Arfemia salina. Las demis sustancias son inocuas en los biocnsayos

empleados.



INTRODUCCION

En México como en diferentes lugares del mundo se utilizan un gran nimero de
especies vegetales con fines diversos. Este hecho ha mativado que numerosos grupos de
investigacion realicen estudios sobre In flora fitil, con el fin de generar conocimientos
tendientes al aprovechamiento racional de este recurso natural renovable, que es la
vegetacion. El uso de ciertas plantas en s medicina tradicional de nuestro pais se sustenta en
el conocimiento acumulado de las culturas antiguas de México, y sugiere que estas
contienen substancias bioactivas, por lo que es necesario el estudio quimico de este grupo de
plantas,

En particulas, 1a planta Ligusticum porteri Coult & Rose (nombre Tarahumara:
wasia, nombre comin: chuchupate) perteneciente a la familia de Umbelliferse (subfamilia
Apiceae), es apreciada en México por su uso medicinal no sélo por los Tarahumaras, sino
por diversos grupos étnicos de nuesiro pais y del sur de Estados Unidos.’ Es notable que
numerosas especies del mismo género son usadas con fines medicinales en paises como
China y Jap6n, Los usos de extas plantas son amplios y diversos.?

Ligusticum porteri se utiliza en la preparacion de una infusion de la raiz, que se
administra para el tratamiento de dolores de cabeza, y problemas gastrointestinales. En
forma de ungilentos s¢ aplica en las- articulaciones para aliviar dolores asociados a
reumatismo, Adicionalmente, se ha observado que algunos osos de norteaniérica mastican la
raiz de este vegetal y ¢l emplaste que se forma lo aplican en la piel, presumiblemente con
fines antisépticos.’

Estos datos indican la positilidad de que esta especie vegetal biosintetice metabolitos
secundarios bioactivos, lo que se hace necesario sy estudio quimico minucioso, Previan{enle

% ¢ en e presente

se han analizado los extractos hexanics y clorofommico de las raices,
trabajo se realizard el estudio del extracto metandlico de este vegetal con el fin de contribuir

al conacimiento quimico de la flora medicinal de nuestro pais,



OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar estudios tendientes a generar conocimiento quimico sobre 1a flora medicinal

de nuestro pais, con el fin de coadyuvar 8 su uso racional.

Objetivos particulares:

(2) Realizar el aislamiento y la caracterizacion quimica de los metabolitos presentes
en ¢} extracto metandlico de la ralz de Ligusticum porteri, mediante la utilizacion de
diversos métodos cromatogrificos, espectroscopicos y quimicos.

(b) Realizar algunos bioensayos preliminares que permitan la evaluacion del

potencial biologico de las substancias caracterizadas.



ANTECEDENTES.

Ligusticum porteri es una planta distribuida en el norte de México y sur de Estados
Unidos, donde es altamente apreciada y comercializada como planta medicinal. Esta especie
ha sido objeto de estudios previos en nuestro grupo de investigacion con el fin de obtener
aquellos metabolitos responsables de sus multiples usos en la medicina tradicional de nuestro
pais y contribuir al conocimiento de a flora Gtil.* ¢

Los estudios previos se enfocaron especificamente a la obtencion de los metabolitos
secundarios presentes en los extractos hexdnico y clorofdrmico de las raices de este material,
encontrandose como metabolitos principales ftalidos en el extracto cloroférmico* y
monoterpenos en e} hexnico.*

~ Los fidlidos se caracterizan por presentar la estructura general que se indica en la
figura 1, en la cual el anillo A puede estar total o parcialmente saturado, y poseer o no
sustituyentes. En el anillo lacténico se pueden presentar dos posibilidades: una en la que

Ri=H y Ry=alquilo y otra en que se presente una cadena insaturada como sustituyente.

Ry
R,

0

Figura 1. Estructura General de un Ftalido

La revision de la literatura quimica sobre la distribucion de los fdlidos en la
naturaleza indica que estos son metabolitos comunes para la familia Umbelliferae vy,
especificamente, para las plantas que pertenecen a las tribus Ammieae o Peucedanieae de la

subfamilia Apioideae. Una recopilacion bibliografica publicada incluye alrededor de medio



centenar de ftélidos en la naturaleza.! Recientemente se han informado los constituyentes de
Ligusticum chuangxiong que son el ftilido monomérico senkyunélido N (1) y dos de
naturaleza dimérica los cuales fucron nombrados como senkyundlido O (2) y (3R)-3', 8'-
dihidro-diligust{lido (senkyundlido P).
'
0
HO
OH 0o
(1) senkyundiido N

(o] 0
(0] 0
0”0 o’ O
(2) Senkyundlido O (3) Senkyundélido P

En el estudio previo realizado al extracto cloroférmico de Ligusticum porseri
se caracterizaron los metabolitos secundarios que se describen a continuacion: vainillina
(4), acido fertlico (5), Z-ligustilido (6), diligustlido (7) y riligustilido (8). Los compuestos
7 y 8 son derivados diméricos de Z-ligustilido, por lo que se ha propuesto que su biosintesis
presumiblemente involucra una reaccién de cicloadicidn entre dos moléculas de este

compuesto.



H=0 0

OH

CHa Hy

Los compuestos diméricos aislados de L .porferi se presentan como mezclas racémicas, y en

general, todas los metabolitos diméricos de ligustilido para esta familia presentan la mismia

caracteristica. La posibilidad de que estas substancias diméricas racémicas sean artefactos ha

“sido minimizada debido a que estudios recientes sobre la reactividad de Z ligustilido (6) y
algunos dimeros han demostrado la dificultad de llevar a cabo las reacciones de

cicloadicion.?

e



algunos dimeros han demostrado la dificultad de llevar a cabo las reacciones de
cicloadicion.?

Es importante mencionar que se han realizado algunos estudios sobre la actividad
farmacologica de los extractos de algunas especies pertenccientes a este grupo de plantas.
Por ejemplo: extractos de Ligusticum aculilobum poseen accion sedativa y producen
estupor ¢n ¢l sistema nerviosc en ratones. Se observa asimismo relajacion por la subsecuente
inyeccion de extractos de este material vegetal en perros. La inyeccion intravenosa
promueve la hipnosis ¢ irritacion.’

De los metabolitos aislados hasta ¢l momento se ha logrado determinar que el Z-
ligustilido (6) posee propiedades hipnéticas, los compuestos trans- y cis-E-3-butyliden-4, 5,
6, 7T-tetrahidro-6, 7-dihidroxi-1(3H)-isobenzofuranona aislados de Polygonum multiflorum
son inhibidores de Ca®* A'TPasa' y que el 6-hidroxi-7-metoxi-dihroligustilido, un derivado
de los metabolitos del Apium graveolens (apio), ha sido patentado recientemente para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.'™”*

La resefia descrita pone en relieve la importancia bioldgica y potencial de desarrollo
farmacoldgico de los falidos, con lo cual se justifica el estudio detallado de las fuentes
naturales de estas substancias, Por otro lado, debido al amplio uso de las raices de
Ligusticum porteri en preparaciones medicinales y condimentos, los cuales son ingeridos por
quienes emplean la planta, es deseable la adquisicion del mayor conocimiento posible sobre
los constituyentes quimicos presentes en este material vegetal. El presente estudio

contribuye a tal objetivo.



RESULTADOS Y DISCUSION .

Del extracto metandlico de la raiz de Ligusticum porteri se aislaron ocho sustancias:
un derivado del glicerol (9), un dcido cindmico (16), tres Rilidos (11, 14, 23), una mezcla de
acil-glucosil-esteroles  (27+28), p-D-glucopirandside de p-sitosterilo (28) y p-D-
fructopirandsido de a-D-glucopiranosilo (31). La discusion de la determinacion estructural
de los constituyentes aislados se levark acabo en orden de elucién de las substancias de la

columna cromatogrifica en Ia que se aplicd el residuo metandlico.

Elucidacion estructural del derivado del glicerol (9).

De las fracciones de menor polaridad se aislo un aceite amarillo cromatogrificamente
homogéneo. Los datos que se deducen de su espectro de IR (CHCL, espectro 1) indican la

presencia de carbonilo (1746 cm™) ¢ insaturaciones (3009 ¢m).

En el espectro de RMN'H (CDCh, 300 MHz, espectro 2) se observa una sefial
miltiple (8 5.35) asignable a hidrogenos vinilicos, que integra para doce hidrogenos, lo que
indica que ¢ conipucato presenta enlaces carbono-carbono mono, di- o tri-substituidos. En &
280 se observa una sefial multiple que integra para seis hidrdgenos, que por su
desplazamiento quimico corresponde a protones doblemente alilicos, y otro multiplete (5
3.30) que integra para doce hidrégeﬁns, correspondiente a hidrogenos alilicos. Los datos
desctitos anteriormente permiten deducir la presencia de un trieno homo conjugado, un dieno
homo conjugado y una doble ligadura aislada, por lo que los dobles enlaces estan
disubstituidos. Adicionalmente se observa un triplete dobleteado (5 2.31) que integra para
seis hidrogenos, que por su desplazamiento quimico corresponde a protones metilénicos
unidos a un grupo electroatractor, que de acuerdo al espectro de IR (CHCI;, espectro 1)
debe ser un grupo carbonilo de ester. Este fragmento estructural se confirma con las sefales
encontradas en el espectro de RMN'H en 8 4.11 a 4.30, que indican la presencia de



hidrogenos geminales a oxigeno, y que representan la parte donde el oxigeno se une a la
cadens casbonada.

Las propiedades espectroscipicas descritas anteriormente permiten establecer que
esta substancia es un derivado esterificado del glicerol. El niimero de dtomos de carbono
saturadoy de los residuos acidos se deducen por la integracion de la sefial 8 1.20 8 1.40 ¢n el
espectro de RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 2), que indica la presencia de
aproximadamente 60 hidrégenos. El ntmero de hidrogenos y el tipo de insaturaciones
permiten suponer Ja presencia de residuos del écido linolénico, linoléico y oléico. Se propone
Ia estructura promedio (9), para este compuesto dada la frecuencia de estos dcidos en la
naturaleza. Es importante mencionar que la ubicacion de las cadenas lipidicas en el glicerol no
pueden ser determinada con los datos obtenidos, y sunque solo se observa una mancha
homogénea por medio de CCF para este compuesto, muy probablemente se tenga una mezcla
de ésteres, ya que en el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCly, espectro 2) las integraciones
fio son exactas. Las fracciones ctomatogriﬁcai subsecuentes, a pesas de mostrar una mancha
homogénea por cromatografia analitica, estdn constituidas por glicéridos con diferentes
grados de insaturacion, de acuerdo al andlisis por RMN'H. Los espectros muestran
practicamente las mismas seffales, pero con diferentes integraciones. No se realizd la
separacion y caracterizacion de cada sustituyente de estas mezclas debido a que estas
substancias son cdmunes en Ia flora. Es importante mencionar que a mayor niimero de dobles

enltaces, aumenta la labilidad de Ja substancis, presumiblemente por oxidaciones esponténeas.

o] = o
o
w nolénico

Elucidacion estructural de toquinolido B (10).



Elucidacion estructurat de toquindlido B (10)

E! siguiente compuesto aislado es un solido cristalino, el cual presenta en su espectro
de IR (CHCl,, espectro 3) sefiales correspondientes a metitos y metilenos (2935 y 2962 em™),
en 1755 cm una absorcion correspondiente a carbonilo, y en 1662 em absorcion atribuible
a dobles ligaduras. Estos datos son caracteristicos de y-lactona-u,3 insaturada y son analogos
a las propiedades espectroscapicas del Z-ligustilido (6) que es un producto natural presente
en el extracto cloroférmico de las raices de Ligusticum porteri.*® Para fines comparativos, en

la figura 2 se muestran cietos datos espectroscopicos relevantes del Z-figustilido (6)

informados en la literatura.*

UV (metanal) A max 322 (¢ 14678) 273 (¢ 15238).
IR (CHCl3) v max cm~1 2963, 2934, 2873,1669 1758.

RMN1H (CDCly, 200 MHz): 5, asignacion: 6.28

{dt, J 9.0, 1.0 Hz, H-7), 6.00 (dt, 4 9.7, 4.2 Hz, H-6),
5.29 (t, 8,0 Hz, H-8), 2.65-2.45 (4H, m, H4), 2.28
(2H,dd, J 15.4, 7.7, Hz, H9), 1.52 (2H, ¢, J 7.0 Hz,

110)0.96 (3H, 1, 4 7.2 Hz, H-11),.

(6) EMIE (70 eV) m/z (% rel); 190 (M+, 27.9), 161 (46.3)
159 (51), 148 (36), 106 (36), 105 (58.2), 78 (40),
77(51)
Figura 2. Datos esperiroscopicos del Z-ligustilido (6)

En el espectro de RMN'f] (CDCh, 300 MHz, espectro 4) del compuesto aislado se
observan dos tripletes: uno en  0.81 (J 7.2 Hz) y otro en § 0.88 (J 7.2 Hz) correspondientes
a los metilos de dos fragmentos etilo (-CH,CH;, figura 3A). En § 4.65 se observa una sefial
con multipticidad doble de doble (J 8.7, 6.6 Hz) que integra para un hidrageno, y sugiere la
presencia de un protdn olefinico, vecino a un metileno. La ausencia ‘de acoplamientos con
otros hidrogenos vinilicos sugiere que se trata de una doble ligadura trisustituida. Estos datos

s0n congruentes con la presencia de una cadena butilidénica (C(8)-C(9)-C(10)-C(1 1)) similar



a la que existe en el Z-ligustilido (6) (figura 3B). Una sefal doblete tripleteado en § 5.92 (J
4.0, 9.3 Hz) y una segunda seilal doblete tripletado en 6 6.17 (J 2.1, 9.3 Hz) que integran
para un hidrégeno cada una, permiten definir un sistema vinilico disubstituido anilogo al que
presenta el Z-ligustilido (figura 3C).

Adicionalmente, se presenta una seilal doble en 6 7.52 que corresponde a un proton
vinilico, que de acuerdo a su desplazamiento quimico es influenciado por un grupo
electroatractor, por lo que se propone que se trate de! hidrdgeno olefinico p al carbonilo de
una lactona o, B-insaturada. La multiplicidad de esta sefial sugiere que se encuentre unido a
un metino, por lo que se deduce un doble enlace trisustituido (figura 3D). Los datos

espectroscopicos descritos permiten establecer los fragmentos estructurales mostrados en la

figura 3.
CH,
54.65
CHg-CHf—" 50.81
50.88 |
A B
§3.10
H
H §7.52
5592 “/Q:} ) 0
H 5617
c D

Figura 3. Fragmentos Estructurales de Toquin6lido B (10).



La integracion de Ias sefales bajo Is curva para este compuesto suman 28
hidrégenos, justo el doble del total de hidrégenos presentes en el Z-ligustilido (6). Esta
observacion, junto con los datos antes descritos y Ia evidencia previa de la presencia de
derivados diméricos del Z-ligustilido (6)* ¢ en este material vegetal, permiten suponer que
este compuesto se trate de uno de ellos.

Con los datos fisicos y espectroscopicos obtenidos, se realizd [a bisqueda
bibliografica de posibles compuestos con carscteristicas similares, encontrndose que estos
corresponden al toquindlido B (10), aislado por vez primera de Angelica acutiloba," y
posteriormente aislado de Ligusticum chuangxiong.” En [a figura 4 se muestran algunos datos
fisicos y espectroscopicos selectos de 10.

11 pf. 120-122 °C.
8 _H
'\1 (ol 0°
° -] ‘
JI[7°  UV(etanol) A max 280 (¢ 6100)
°‘
L  IR(KEY) v max cm-1 1786, 1756, 1700, 1662
!|
No EM (% rol): 380 (M, 3), 191 (71),190 (100)
y o 161(41), 148 (89),105 (22)

Figura 4. Datos Espectroscpicos Selectos de Toquindlido B (10).

Los argumentos descritos en la literatura que sustentan la estructura del toquinélido

B (10) se describen a continuacién:

a) El patron de fragmentacién en EM muestra un ion molecular m/z 380 y pricticamente no
hay fragmentos que se registren en el intervalo de m/z 380 8 m/z 190.‘Posterionnemc la
fragmentacion de este compuesto corresponde a la presentada por el Z-ligustilidp (m/z 161 y
148), Lo anterior proporciona la evidencia de un dimero derivado de una cicloadicién de Z-
ligustilido (6).
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b) Su espectro de IR presenta absorciones en 1786, 1756 cm™ y 1700, y 1662 cm™(ver figura
3) absorciones correspondientes a dos carbonilos de y-lactona enolica y carbonilo de lactona
o, P-insaturada, respectivamente.

c) La absorcion maxima en UV (A 280 nm) corresponde a una lactona o, B, y,5-insaturada.

d) La presencia de sefiales para una sola cadena butilidénica permite suponer que un sistema
butilidénico actie como diendfilo y e ciclohexadieno actiie como dieno en una cicloadicion
4rn+2n (Diels-Alder, figura 5). Esta unidn se confirma por la seflal doble & 7.52
correspondiente al hidrogeno de un sistema vinilico trisustituido conjugado con un carbonilo
de lactona.

e) La configuracion de los dobles enlaces trisubstituidos de las cadenas se establece por
medio del desplazamiento quimico del hidrogeno olefinico de la cadena butilidénlca por
comparacion con las informadas para el angedlido (11)," el cual es un derivado dimérico
natural de E-ligustilido (12). El angedlido (11) presenta sefiales en § 5.38 (dd, J 9.5, 7.0 Hz,
H-8) y 5 2.82 (m, H-8) y el toquindlido B (10) en 5 4.62 (d, J 8.8, 6.8 Hz) y 5 1.66 (m)
respectivamente, con lo que se concluye que ¢l toquindlido B (19) presenta una geometria Z
en la cadena butilidénica. La estructura fue confirmada por medio del anilisis cristalografico
por rayos X por Naito y colaboradores.”

Figura 5. Orientacion de Z-ligustilido () en la Reaccion d
Cicloadicion para la Obtencidn de Toquindlido 8 (10).
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En la tabla | se comparan los datos obtenidos para el compuesto aislado en el
presente trabajo con los informados en la literatura para el toquindlido B (10) y el angedlido
(11), que es un diasteroisémero de 10 (es el dimero 4+2 derivado de E-ligustilido).

Es manifiesta una similitud nctable entre los datos obtenidos para el compuesto
aislado de L. porteri y los informados en la literatura para el toquinolido B (10). Las
diferencias que se observan pueden explicarse de !a siguiente manera: 1) En el espectro de IR
del compuesto obtenido solo se observa una banda ancha centrada en 1755 cm’
correspondiente a una lactona y en los datos informados en la literatura se observan dos
(1786, 1756) correspondientes a dos grupos carbonilo, esta diferencia es atribuida a que en el
presente trabajo se obtuvo el espectro de IR en CHCly y los datos informados se obtuvieron
en KBr.

|
R =
0”7l 0
0
_/J\o
(11) Angedlido (12) E-ligustilido

2) Las seflales para los hidrogenos H-8 y H-6" son observadas en el espectro de RMN'H
(espectro 4) como multipletes en comparacién a las informadas que son observadas como un
ddd, un dddd, y un ddd. Esta diferencia se debe 8 que el espectro obtenido en el presente
trabajo fué obtenido a 300 MHz y en la referencia se obtuvo a 500 MHz.

El anilisis comparativo de los datos (punto de fusién, infrarrojo, rotacién dptica)

permitié concluir que toguindlido B (10) es constituyente de Ligusticum porteri.



Tabla |. Datos RMN'H para el Toquindlido B (10) y Angedlido (11).

Tlidrdgeno | Toquinélido B (10)' | Toquinlido B(10)° | Angeolido (11)°
4 203220 (m) | 2.03-2.21 (m)
s 2.26-2.32 (m) 2.25-2.31 (m)
6 592 (dt) 592 (d)) 5.9 (dt)
(9.6,4.2) (9.3,3.9) (9.5,3.0)
7 6.17 (&) 6.17 () 6.19 (d)
©9.6,2.1) 9.3,2.1) (9.5, 11.0)
8 1.67 (dddd) 1.64-1.69(m) 282 (m)
92,53,19.1.7)
9 1.24-1.38 (m) 1.24-1.32 (m)
1.43-1.51 (m) 1.41-1.52 (m)
10 1.09-1.2 (m) 1.09-121 (m)
1.24-1.38 (m) 1.24-1.37 (m)
T 088 (1) 088 (9 0.88 (t)
1) (12) 1.2)
¢ 1.24-1.38 (m)
2.47:2.53 (m)
5 1.24-1.38 (m) 1.24-1.36 (m)
2,03:221 (m) 2.04-24 (m)
6 3.10 (ddd) 3.10(m) 3.20 Q)
(6.7,29,22,19) (6.5,2.5)
T 751 (d) 752 @) 749 ()
6N (6.6) 6.9)
¥ 4.62(dd) 465 (dd) 5.38 (dd)
(8.,6.8) (8.1, 6.6) (9.5,7.0)
9 1.98 (ddk) 1.91-2.04 (m)
(142,6.8,7.6)
2.03-2.21 (m)_ 2.04-2.4 (m)
10 1.24-138 (m) 1.24-1.33 (m)
18 0.2 (1) 0.82 (1) 0.85()
(14) (.2) (1.9)

a. Datos obtenidos de la referencia 7. RMN'H (CDC;, 500 MHz).
b. Datos obtenidos cn la presente investigacion RMN'H (CDCly, 300 MHz, espectro 4).

c. Datos obtcnidos de la referencia 12, RMN'H (CDC!,, 400 MH2).



Efucidacion estructural de difigustifido (13).

El siguiente compuesto aislado es otro sdlido cristalino el cual presenta en su
espectro de IR (CHCly, espectro 5) sefales correspondientes a metilos y metilenos (2962 y
2935 cm), una banda de absorcion ancha en 1759 em’* correspondiente a carbonilo, en 1664
y 1631 cm” bandas correspondientes a insaturaciones. Los datos descritos son congruentes a
los presentados para una y-lactona o, B-insaturada, aniloga a la presentada por el Z-ligustilido
(figura 2)

Su espectro de RMN'H (CDC;, espectro 6) presenta tripletes.en 5 0.92 (6H, J 7.5
Hz) correspondiente a los hidrégenos de dos metilos unidos a metilenos (-CH,CH). Se
observan dos sefiales con multiplicidad de tripletes uno en 6 5.00 (J 7.5 Hz, H-8") y el otro en
507 (J 8.1, H-8) correspondientes & los hidrégenos olefinicos de dos dobles enlaces
trisustituidos, vecinal a métino (figura 6A y 6B). Estas sefiales son semejantes a fas
presentada por el Z-ligustilido 5 520 (t, J 8.0, H-8, figura 1). Un doblete en 7.35
correspondiente a un protén olefinico de una lactona o,B-insaturada (figura 6C). Los datos
antes descritos permiten deducir los fragmentos estructurales que se representan en la figura
6

67.35
H o
H 65.00 5507 AN

Figura 6. Fragmentos Estructurales de Diligustilido (13).



La integracion bajo la curva del espectro de RMN'H (CDCl, espectro 6) para este
compuesto corresponde a un total de 28 hidrégenos, precisamente el doble de la presentada
para el Z-ligustilido (6) e igual a Ia presentada por el toquindlido B (10). Por lo que se
sugiere que se trate de un dimero de Z-ligustilido (6). En el espectro de RMN'H de este
compuesto no se observan las seflales caracteristica de un doble enlace disustituido similares
a las presentes en el Z-ligustilido (figura 1) y en el espectro de RMN'H (CDCh, 300 MHz,
espectro 4) del toquinolido (figura 3), por lo que la conjuncién de los datos antes descritos,
permiten suponer que en la cicloadicion para la formacion del dimero, la doble ligadura
disubstituida de una molécula de Z-ligustilido actiia como diendfilo y el sistema vinilico del
ciclo de seis como dieno.

La comparacién de datos fisicos y espectroscopicos (tabla 2) de este compuesto con
los informados en la literatura permiti6 identificar a este compuesto como diligustilido (13),
el cual fue aislado por primera vez de Ligusticum wallichi® y fue confirmado por
comparacién directa con una muestra original previamente obtenida por nuestro grupo de

investigacion, del andlisis del extracto cloroformico de la especie vegetal en estudio.
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Tabla 2. Datos de RMN'H para Diligustilido (13).

Hidrogeno | Diligustilido(13)" Diligustilido(13)® | Diligustilido(13)
6 2.55 (m) 2.52 (m) 2.56 (ddd)
(9.0,6.5,25)

7 3.23(d) 325(d) 327 (d)
(8.7 (9.0) {9.0)

] 5.00 (1) 497 @) 5.00 (1)
(1.9 (8.0) (1.5)

i1 092 (t) 097 @) 092¢)
(1.3) (1.0) ao)

6 2.99 (dddd) 2.98 (ddd)

{6.5,2.5,25)

T 7.35(d) 131 (@) 1.36 (d)
(6.6). (6.5) (6.9)

8 5.07 (t) 505(t) 508
@®.1) (8.0) (8.0)

TN 0.92(t) 0.97 @) 0.92()
(1.5) (1.0) (1.0)

a Datos obtenidos en el presentc trabajo

b Datos obtenidos en 1a referencia 4. RMN'H (CDCl;, 80 MHz)
¢. Datos obtenidos en la referencia 13, RMN'H (CDCl;, 250 MHz)

Elucidacion estructural de acido 4-hidroxi-3-metoxi-cinkmico (15).

El siguiente compuesto aislado fue un aolido cuyo espectro de IR (KBr, espectro 7)
indica la presencia de hidroxilo (3438 cm™), carbonilo (1691 em™), el cual debe corresponder
2 un acido carboxilico por una banda ancha de 2594 a 3016 cm. * Ademas de bandas de
absorcién que pueden ser atribuidas a insturaciones (1600 y 1666 cm™).

El espectro de RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 8) de este compuesto presenta
un singulete & 3.90 que. integra para tres hidrogenos, que por desplazamiento quimico
corresponde a un grupo metoxilo. Se observan dos sefiales con multiplicidad de dobletes una
en 8 6.26 (J 15.9 Hz) y otra en 5 7.61 (J 15.9 Hz), cada una de las cuales integra para un
hidrogeno. Las constantes de acoplamicﬁto de estas sefiales indican que se trata de un sistema

vinilico en disposicién trans y el desplazamiento quimico de esta seflal permite suponer que

18
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esta doble ligadura sc encuentra conjugada al grupo carbonilo. Adicionalmente pueden
identificarse las sefiales para un sistema ABX bencenoide con constantes de acoplamiento
orto ( 5 8.1 Hz) y meta (§ 1.8 Hz). Los sustituyentes en ef anillo, pueden ser un metoxilo, un
hidroxilo y una olefina conjugada con un &cido carboxilico. Con estos datos se pueden

proponer seis posibles estructuras, las cuales se muestran en la figura 7.

= OH = OH
RO RO OR
OR'
14 R=CHy R=H 16 R=CH,, R'=H
18 R=H R=CH, 17 R=H, R=CHs
RO
" "0H
ml
18R=CH3 R=H

19R=H R=CH,

Figura 7. Posibilidades Estructurales del Derivado de! Acido Cindmico.

De estas seis estructuras las de mayor probabilidad, por razones biogenéticas, * son
la 14 y 18, de las cuales fue posible identificar que el compuesto presenta la estructura 15
{dcido 4-hidroxi-3-metoxi-cininﬁco), por comparacion de log datos obtenidos con los
informados en la literatura. Esta substancia habia sido aislada previamente de este material

vegetal,' y Ia comparacion directa con una muestra auténtica confirmé su identidsd. -
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Tabla 3. Datos de RMN'H para el Acido 4-Hidroxi-3-Metoxi-Cindmico(15).

Hidrégeno s’ (i5) (15)°
a 3.90(s) | 3.92(s) | 3.89(s)
b 6.26(d) | 6.25(d) | 6.30(d)
{15.9)

c 6.89 (d) 6.85
@®.1)

d 7.00 (d) 7.09
(18)

¢ 7.04 (d) .17
(8.1, 1.8)

f 158(d) | 767(d) | 7.58(d)
(15.9)

a Datos obtenidos en el presente trabajo. RMN'H (CDCl, 300 MHz, espectro 8)
b Datos obtenidos en la referencia 4. RMN'H (CDCI,, 80 MHZ)
¢ Datos obtenidos en la referencia 15.

Determinacion estructural de trans-6, 7-dihidroxi-ligustilido{senkyunélido 1, 22),

De fracciones de mayor polaridad se aislé un semisdlido amarilio, el cual presenta en
su espectro de IR (espectro 9) absorciones caracteristicas de vibraciones de hidroxilo (3413
cm™), y bandas corespondientes a metilos y. metilenos (2960 y 2933cm™). Una banda de
absorcién caracteristica de carbonilo de y-lactona (1751 cm'), seflales en 1678 y 1638 cm™
que sugieren la presencia de insaturaciones, [0 que permite suponer que se trate de una
lactona o, f-insaturada. Estos datos son congmemes para un Rilido de estructura similar al
Zdigustilido (6) aislado previamente de este material vegetal"® y cuyas caracteristicas
espectroscopicas se muestran en la figura 2.

El espectro de RMN"C (CDC, 75 MHz, espectro 10) totalmente desacoplado de
este compuesto indics, la presencia de doce carbonos, uno de carbonilo (5 169.00), cuatro
carbonos sp (5 114.21, 125.68, 148.01, 153.30) correspondientes a dos sistemas vinilicos.

En forma adicional, mediante el experimento DEPT (CDCly, 75 MHz especira 11) para este

compuesto, fué posible establecer la presencia de un metilo (5 13.50), cuatro metilenos que
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por desplazamiento quimico corresponden a carbonos sp’ (8 18.77, 22.16, 26.16 y 28.00),
dos metinos sp3 (571.40 y 67.06), y uno sp® (5 114.21) y por Gltimo se observan tres
carbonos cuaternarios (126.68, 148,01, 153.30).

Con los datos antes mencionados es posible establecer 1a formula molecular CjaH,e
O, que implica cinco grados de insaturacion, dos de los cuales son explicados por la
presencia de dos dobles ligaduras (-C=C-), dos més por una lactons, y una debida muy
probablemente a un ciclohexanc, fo que permite establecer e} esqueleto estructural de un
fidlido. Los oxigenos se explican por la presencia de dos alcoholes, para los cuales es

necesario establecer su ubicacion (figura 8).

-(of

Figura 8. Estructura Parcial del Glicol Ftalido.

El espectro de RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 12), para este compuesto
presenta seflales caracteristicas para una cadena butilidénica: en 8 0.94 (3H, J 7.17 Hz, H11)
correspondiente (CH;-CHy), en un sexteto 8 1.50 (2H, J 7.4 Hz, H-10, CH;-CHa-CHy), un
cuarteto 8 2,33 (2H, J 7.45 Hz, H-9, CH;-CH»-CH) y un triplete § 5.29 (J 7.60 Hz, H-8,
CHy-CH=CH), ’

Se observa en el mismo espectro una sefal ddd en 3.95 (J 5.7, 8.7, 3.0, H-6) y un
doblete en 8 4.45 (J 5.7 Hz, H-7) cuyos desplazamientos quimicos corresponden a
hidrogenos geminales a oxigeno. De acuerdo a la constantes de acoplamiento en comin de
estas sefiales los hidrogenos son vecinales, lo que implica la presencia de un glicol. Otras
sefales observables son dos multipletes en 5 1.84 a 1,90 y 5 2.00 a 2,00, los cuales integran
para dos hidrégenos que por su desplazamiento quimico podria tratarse de protones alilicos y

un multiplete més en 5 2.40 a 2.50 que integra para dos hidrogenos correspondientes a .

2



metileno. El andlisis anterior permite plantear dos hipotesis estructurales, las cuales se

presentan en la figura 9.

Figura 9. Posibilidades Estructurales det Glicol Fralido

Para discernir entre las posibilidades estructurales se realizd una busqueda
bibliografica de compuestos anklogos. Se informa en Ia literatura que af tratar Z-ligustilido
con AMCPB en CH,Cl; y posterior tratamiento icido, es posible obtener al glicol del Z-
ligustifido, ef cual posee la frmula estructural 20. En la figura 10 se describe 1a reaccién para
1a formacion de! glicol." En esta reaccion es notable a formacion de los dos isémeros (cis y
trans), siendo este iltimo el de mayor proporcion, ya que la apertura de epoxidos se realiza
por medio de mecanismo SN2 (para formar 22), 23 puede formarse por una reaccidn SN1.
Ambos productos (22 y 23) han sido identificados como constituyentes de Cuidium
officinate.'®

La orientacion espacial de los hidroxilos para el producto natural de L. porleri se
obtuvo mediante el andlisis de tas constantes de acoplamiento eatre H-5, H-6 y H-7. Las
constantes de acoplamiento observadas se muestran en la figura 11 y el espectro 12, donde la
interaccion H(6)-H(7) comresponde a una disposicion pseudo frans diaxal, y permite
identificar a este compuesto como frans-6,7-dihidroxi-ligustilido(senkyunétido I, 22).

)



/ 1. AMCPB
———— +
2. HCIOy / H0
/
s 0

3

Figura 10. Reaccitn de Obtencién de 22 y 23 a Partir de Z-ligustilido (8).

Js.9=3.0Hz

J5.9=8.7 Hz

Figura 11. Proyeccisn Conformacional de 22 Deducida
por las Constantes de Acoplamiento H-5y H-6, H-5' y H6. H-6 y H-7.
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La confirmacion de esta estructura se llevd a cabo por Ia compasscion de los datos

obtenidos con los informados en fa literatura tabla 4.

Tabla 4. Datos de RMN'H para los Glicol Ftalidos (22, 23)

Hidrdgeno | senkyunolido 1 (32)' | senkyundlido 1(22)° | _senkyundtido H (22)
6 3.95 (ddd) 3.95 (ddd) 4,05 (ddd)
(5.7,87,3.0) (9,9,64, 3.4) (1.8,3.9,2.4)
7 445(d) 4.50(d) 4.62(d)
[eX)] 64 (3.9)
8 529() $29(1) $31()
(1.60) (1.8) (18)
9 2.36 (d)) 2.36 (dt)
(18,13 (1.8,1.3)
10 1.50 (s) 1.50 (s)
(1.3) (1.3)
It 0.95 (1) 0.95 (1)
(1.3) (1.3)

a. Datos obtenidos en fa presente investigacion RMN'H (CDCh, 300 MHz, espectro 12)
b. Datos obtenidos en la referencia 16

Se llevara a cabo primeramente la elucidacién estructural del compucsto (25) para facilitar fa

discusion de la mezcla de compuestos (27+18).

Elucidacién estructural de tetraacetil §-D-glucopirandsido de P-sitosterilo (28).

De las fracciones de mayor polaridad se obtuvo un solido blanco (24), cuyas
caracteristicas de solubilidad sugieren que la estructura de este compuesto este cqnsu;mida
por un fragmento lipofobico y otro lipofilico, por lo cusi se obtuvo el derivado acetilado del
producto natural (24) para facilitar su manejo e identificacion.

El producto acetilado (25) es un solido soluble en cloroformo y presenta en su
espectro de IR (CHCl;, espectro 13) sefales en 2958 y 2869 cm ™! correspondiémes a metilos
y metilenos, y una seiial en 1755 cm™ que indica la presencia carbonilo,
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De acuerdo a su espectro de RMN'H (CDCl;, 300 Miz, espectro 14) se establecio
la presencia de un fragmento de p-D glucopirandsido acetilado como parte de la estructura
de este compuesto por las siguientes sefales: 5 4.59 (1H, d, J 8.1 Hz), 5 4.95 (dd, J 8.0, 9.5
Hz), 5 520 (1H,1,19.5,9.9),55.07(1H,t,J 9.5, 99 Hz), 53.67 (dd, J 8.8,2.4, 48 Hz), §
425 (1H, dd, J 12, 4.8 Hz)), 6 4.11 (1H, dd, J 2.7, 12 Hz). Ademis se observan cuatro
singuletes en & 2.07, 2.04, 2.01, 2.00 las cuales integran cada uno para tres hidrogenos
correspondientes a metilos de acetato.

Mediante un experimento COSY H-H (CDCly, 300 MHz, espectro 15), se obtuvo la
correlacion de los hidrogenos de este fragmento, ya que se observa un doblete en 5 4.59 (1H,
1 8.1 Hz) que corresponde a H-1". Este correlaciona con una sefial con multiplicidad de doble
de doble (5 4.95, 1 8.0, 9.5 Hz) que se asigné a H-2', Esta sefial se encuentra acoplada con
un triplete en & 5.20 con (1H, J 9.5, 9.9) que pertenece a H-3'. Este triplete presenta
correlacion con una sefal con muttiplicidad de triplete 5.07 dd (IH, J 9.5, 9.9 Hz) que fué
asignado a H-4'". Esta corretaciona a su vez, con !a sefial con multiplicidad de doble de doble
de doble en & 3.67 (J 8.8, 2.4, 4.8 Hz) que corresponde a H-5’. Por iltimo, la sefial doble de
doble se encuentra acoplada con dos sefiales: una en 8 4.25 que presenta multiplicidad de
doble de dobley (1H, J 12, 4.8 Hz,) y la otra en 5 4,11 (1H, J 2.7, 12 Hz) que pertenccen a

los hidrogenos H-6". En la figura 12 y el espectro 15 se presentan estas correlaciones.

923

Figura 12. Correlaciones Observadas en el Espectro COSY H-H de 25.
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Espectio 15.COSY H-H (CDCh, 300 MHz) de tetraacetil §-D-glucopiranosido de B-
sitosterol (25).



Adicionalmente se observan sefiales que corresponden al fragmento no polar de la
molécula (espectro 14): un doblete & 5.35 que integra para un hidrégeno debido a un protén
vinilico unido a metino. La ausencia de acoplamientos con otros hidrégenos olefinicos sugierc
una doble ligadura trisustituida. Se observa también un doble de doble de doble & 3.48 (J 4.8,
10.5, 15.9 Hz), que puede ser atribuido a un hidrégeno geminal a oxigeno, esta sefial
correlaciona con una sefial de doble de doble de doble en & 2.20, donde resuenan los
hidrégenos alilicos. Se obscrvan a campo alto las seRales caracteristicas de los metilenos de
un esterol: 0.67 (s), 0.81 (d, 1 6.6), 0.83 (d, ] 6.6), 0.92 (d, ] 6.6).

En el espectro de RMN C (CDCy, espectro 16) se observan cuatro sefiales en &
170.60, 170.30, 169.30,169.20, las cuales pueden ser atribuidas a los carbonos carbonilicos.
En § 14030 y 122,10 se observan seflales correspondientes a carbonos sp?, y se tienen
también sefales a alto campo de carbonos sp’. Para facilitar la determinacion del tipo y
nimero de carbonos que posee esta molécula se lievo a cabo un experimento DEPT con el
cual se lograron identificar catorce metinos, doce metilenos diez metilos, tres carbonos
cuaternarios y cuatro carbonos de carbonilo. Lo anterior implica un total de 43 carbonos de
los cuales 14 son del azicar acetilada (seis de la glucosa + ocho de cuatro acetatos) y 29
carbonos correspondientes a la parte no polar de la estructura con la que se forma el enlace
glucosidico, El nimero de carbonos localizados para la parte no polar de permite confirmar
que se trate de un esterol scgun lo sugeria el espectro de RMN'H (especgro 14). Dada la
frecuencia de B-sitosterol (26) en productos naturales se procedié a la identificacion de (28),
por la comparacion de los datos espéctroscépicos del compuesto en estudio con los

reportados para €] P sitosterol (26, tabla 5 y 6).

e
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Tabla 5. Datos de RMN'H para los Compuestos 25 y 26.

Hidrogeno | 28° 26°
3 348 (m) | 3.52 (m)_
6 5.36 (m) | 5.35(m)
18 067(s) | 0.69(s)
19 1.01 (s)
2 092(d) | 092(d)
{6.6) (6.4)
26 036(d) | 0.83(d)
(6.6) (6.8)
27 031(d) | 081
(6.6) 69)
29 0.85(1)
(1.8)

a Datos obtenidos ¢n la presente investigacion RMN'H (CDC,, 300 MHz).

b Datos informados en la referencia 17,

Tabla 6.Datos de RMN"'C para los compuesto 28 y 26,

Carbono | 25 26 | Cabono | 25' [26° Carbono [25*  [26°
37.33 | 3720 1 2009 1 2005 7 21 ] 1868 [1877
2 31.63 | 3188 12 3979 | 3995 T 22 | 3395 13394
3 73 | 1171 13 2317 233 [ 23 2610 {2609
4 42.20 | 4233 4 | 56751 5676 | 24 [ 45.82 [43.84
5 140.71 | 14035 15 WIS | AW | B | B [BB
6 121,63 | 12200 16 225 (2822 26| 1977 [19.99
7 3196 | 31.88 [§] 56.02 |56.05 2711921 119.33
8 3181 | 31.88 18 1184 {1184 28 | 2313 123.08
9 5113 | 3122 19 1946 (1933 29 | 11.04 1182
10 3643 | 3670 20 36.07 {36.12

a Datos informados en a referencia 17, _
b Datos obtenidos en la presente investigacion RMN"C (CDCly, 75 MHz).
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La mayor diferencia observada entre los datos informados para el B-sitosterol (26) y
la parte no polar del derivado acetilado del compuesto aislado (25) se presenta en el
desplazamiento quimico de H-3, lo cual se explica porque con el oxigeno geminal a este
hidrégeno se forma el enlace glucosidico. La integracién de smbos fragmentos permite la
identificacion de este compuesto como ¢l derivado peracetilado de B-D-glucopirandsido de

B-sitosterol (25). La comparacion directa con una muestra auténtica confirmé esta identidad,

por lo que 24 es el producto natural de L. porteri.

24 R=H
28 R=Ac

Elucidacion estructural de la Mezcla de Acil-Glucosil-Esteroles (27+28)

El sigulente compuesto aislado es un solido amorfo (cromatogrificamente
homogéneo), el cual presenta en su espectro de IR (CHC, espectro 17) una bands intensa en
3450 cm,” que sugiere la presencia de grupos hidroxilo, ademas bandas caracteristicas de
metilos y metilenos en 2931 y 2856 cm™, una banda en 1731 cm’ correspondiente a
carbonilo. El espectro de RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espéctrb 18) para este compuesto
presenta un multiplete en & 5.35 que indica la presencia hidrogenos vinilicos y se observan
multipletes de 6 4.20 2 430 y 5 3.30 a 3.60 que pueden ser de hidrogenos geminales a

.oxigeno. Se decidi6 obtener y analizar el derivado peracetilado de este compuesto (o mezcla

de compuestos), para facilitar su identificacion estructural.
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En el espectro de IR (CHCL;, espectro 19) del derivado acetilado (29+30), no se
observan las seffales atribuibles a hidroxilo, con lo que se confirma que se obtuvo el derivado
peracetilado del producto natural. Se identifico la presencia de metilos y metilenos (2931 y
2856 cm™), y una sefal (1755 emt) correspondiente a los carbonilos.

E! espectro de RMN'H (CDCYy, espectro 20) de este compuesto presenta gran similitud con
¢l obtenido para tetraacetil-B-D-glucopirandsido de f-sitosterol (25) por lo que sugiere que

posean estructuras similares (Tabla 7.}

Tabla 7. RMN'H de los compucstos 25 y 29+30

Hidrogeno |28 29+30

3 348m 3.49

6 [S36m 5.35m

r 4.58d 4.59d
(8.0) (8.1)

> 495dd 4943d
(1.8,93) (8.0,9.5)

3 $.20 (dd) $.20()
(9.6,9.3) (9.5)

Iy 507 &d) 5.04 (&)
(9.3,9.9) 9.5,)

5 361(ddd)  |3.68ddd
(24,48,99) [(25,5.0,9.5)

I3 41 a2dd
25,12 (39,12)
425dd (422 8dd)
(46,12) (3.0,5.0,12.0)

Adicionalmente, en el espectro de RMN'H (espectro 20) pars este compuesto
(29+30) solo se observan tres sefiales para metilos de acetato, en contraste con las cuatro
sefiales que presenta el espectro de RMN'H (espectro 14) del compuesto 38, Los datos
descritos anteriormente y la evidencia en el espectro de IR (espectro 19) de una banda de
absorcion en 1731 cm” caracteristica de carbonilo permite suponer que uno de los grupos
hidroxilo del azicar del producto natural se encuentre esterificado. Este grupo cster podria
consistir en un acido graso, ya que se localiza en el espectro de RMN'H (espectro 20), un
triplete § 2.31 (J 4.5 Hz) que corresponde a un metileno a- al grupo carbonilo, y una sefial
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ancha en 8 1,30 que corresponde a los hidrogenos de una cadena alifitica. La longitud de esta
cadena se obtuvo por la integracion del area bajo 1a curva para esta seflal, calculandose que
corresponde aproximadamente a un éster C18. Se observa ademds la selal caracteristica para
hidrogenos metilénicos doblemente alililicos en 8 2.80. Sin embargo la integracion observada
para esta seflal solo suma para un proton, lo que lleva a suponer que esta muestra este
constituida por una mezcla de dos substancias (29+30), que liene ¢l mismo comportamiento
cromatogrifico en CCF. La integracion de [a sefial en § 2.80 hace deducir que la estructura
que incorpora un dieno homoconjugado en el éster (linoleilo) constituye un 50% de ta
mezcla. El 50% remanente se debe al éster completamente saturado , ya que en la zona de &
4.80 a 5.50 se observan seis hidrogenos, de los cuales tres pertenecen al azicar, y tres a
hidrogenos vinilicos. La suma de los hidrogenos vinilicos para 29+30 es de seis, por lo que
cada constituyente esta en proporcion 1;1. -

A continuacion se determinard la ubicacion del residuo lipidico en la glucopiranosa.
De scuerdo a la tabla 7 se puede observar que la mayor diferencia entre los compuestos 25 y
29+30 se encuentra en ¢l desplazamiento de los hidrogenos H-4' y H-6', por lo que
presumiblemente la cadena lipidica podria estar esterificada en alguno de los oxigeno que se
encuentran unidos a los C-4’ y C-6'. De acuerdo a este razonamiento se buscaron
compuestos anilogos en I literatura que permitieran deducir la posicion de la cadena lipidica,
encontrandose una subtancia analoga esterificada en C-6, la cual fue aislada del extracto
metandlico de Typha latifolia que presenta seftales en § 5.06 (dd, J 9.5) para H-4'y en § 4.24
(dd, 3 12.1, 5.3,) y 4.12 (dd, J 12, 2.2 Hz) para H-6’ en comparacidn a las obtenidas para el
compuesto en estudio 5 5.04 (dt, 9.5) y4.11 _(dd 12.5,12) y4.25 (dd 4.6, 12)

Dada la diferencia minima en los desplazamientos quimicos y con el fin de establecer
inambiguamente la ubicacidn del éster lipidico, se realizd el experimento HMBC para este
compuésto. con el cual se establecieron las asignaciones de los carbonilos por su correlacion
con los hidrogenos a dos y tres eniaces o (figura 13 y espectro 22). En el especto HMBC
(CDCl3, 125 MHz, espectro 22) se observan cuatro sefiales de grupos carbonilo § 169.00,
170.00, 185.00 acopladas con los hidrégeno H-2', H-3’, H-4’ respectivamente, 1a sefial § 173
corresponde al carbonilo del cido graso que fue identificado por su correlacion con H-2"y
con el H-6'. ‘
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praductos naturales 27 y 28. El andlisis por espectrometria de masas con el cual sera posible

determinar el largo de la cadena lipidica esta actualmente en proceso,

27 R= {CHz)i-CHy
28 R= —(CHz)a'CH=CH'(CH2)rCHs
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2% R= -(CHj)ys-CH,

(23

(-]

P
H

= '(CH:)"CH=CH-(CH1)1'CH3
Elucidacion estructural de §-D-fructopirandside de a-D-glucopiranosilo (31).

El ltimo compuesto obtenido es un sélido cristalino, el cual presenta en su espectro
de RMN'H (MeOD, 200 MHz, espectro 23), un doblete en 5 5.41 que integra para un
hidrogeno cuyo desplazamiento quimico y multiplicidad sugiere la presencia del hidrogeno
anomérico de un aziicar, schiales miltiples de 8 3.2 a 4.2 comespondientes & hidrogenos
geminales a oxigeno cuya area bajo {a curva integra para catorce hidrogenos. Se decidio
obtener el derivado acetilado de este compuesto para facilitar su determinacion estructural .

El espectro de RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 24) pasa el derivado acetilado,
presenta siete singuletes en 5 2.17, 2.12, 2.1, 2.09, 2.05, 2.04, 2.01 cuya integracién del
area bajo Ja curva corresponde a 24 hidrogenos correspondientes a ocho metilos de acetato,
lo que implica un total de ocho hidroxilos &n el producto natural.

Se observa una selal con multiplicidad de doblete en § 5.68 (1H, J 3.66). la cual sugiere que:
corresponda a hidrogeno andmerico de un azicar en posicién ecuatorial, y fue asignado
como H-1. El doble de doble en 8 4.88 (1H, J 3.66, 10.30) fue asignado a H-2, un doble de
doble en & 5.44 (1H, 9.6, 10.3, H-3) Ia constante en comin (J 10.3) de estos dbblete de
dobles sugiere un ngulo diedro mayor a 90°. Un triplete en 8 5.07 (1H, J 10.0) fué asignado
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perteneciente a H-4.Se observan también un triplete en 5 5.37 (1H, J 6.0) y doblete 8 5.45
(1H, 1 6.9). Ademas se observan sefiales multiples de & 4.08 a 4.34 cuya area bajo la curva
integra para ocho hidrogenos. Los datos espectroscopicos antes descritos pudieron identificar
a este compuesto como octaacetil B-D-fructopirandsido de a-D-glucopiranosido (32).La
comparacion directa con una muestra auténtica permitié confirmar la identidad de esta

substancia por lo tanto 31 es el producto natural.

OR
RO

R

ORT R
0, OR
3 =H
32 =Ac
Bioensayos preliminares.

Se realizaron pruebas de toxicidad para Artemia salina, antimicrobianas y de

fitotoxicidad como bioensayos preliminares para los compuestos aislados.

Toxicidad para Artemia salina,

E] bioensayo de Toxicidad para Artemia salina’® representa una buena alternativa
para detectar compuestos con posible actividad biologica, y provee una buena informacion
preliminar para realizar pruebas especificas postesiores. Es muy utilizado para realizar
fraccionamiento dirigidos de extractos crudos debido a que la técnica que se cmple# es
sencilla y produce resultados rapidos y reproducibles. Aunque si bien no se ha logrado
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comprobar que la toxicidad para Arfemia salina correlacione con actividad citotoxica o
antimicrobiana, un resultado positivo puede ser indicativo de cstas propicdades.

Por cstas razones se llevo a cabo este bioensayo para los compuestos caracterizados de este
material vegetal segun Ia técnica que se describe en la seccion experimental. Los resultados
de CLso, fueron obtenidos mediante el trazo del grafico log C contra el porciento de
mortalidad. En Ia tabla 8 se muestran los valores de CLsq para Artemia salina de cada uno

de los compuestos aislados.

Tabla 8. CLsopara Artemia salina.

substancia CLyo
toquindlido B 517
diligustilido >1000

acido 4-hidroxi- 7
3-metoxicindmico

glucosil esterol >1000

Fitotoxicidad (Bioensayo de gota).

Debido a la importancia de la obtencion de sustancias con actividad herbicida que
puedan ser uiilizadas como modelos sintéticos para la produccién de nuevos herbicidad se’
hace necesaria la evaluacion de los constimyentés de L. porteri. Por lo cual se llevo a cabo el
bioensayo de gota como prueba para la identificacion de una posible actividad fitotoxica de
los compuestos aislado. Este bioensayo ce considera que la produccion de necrosis o clorosis
en la especie vegetal como resultado positivo.

Los resultados obtenidos para toquindlido B (10), diligustilido (13), trans-6, 7-
dihidroxi-ligustilido (senkyundlido 1, 22) en este bioensayo . utilizando hojas de Tagetes
erecta, son negativos, y para dcido 4- hidroxi -3-metoxi-cindmico (18) se proddcc cierto
dafio pero que no es comparable al observado algunas fitotoxinas por ejemplo zinniol (33) el

cual es una fitotoxina activa comunmente producida por hongos pretenecicntes al généro
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Altemaria® y que fué utilizada en el presente trabajo como referencia de un resultado

positivo.

HO OH
OH

Ha

N

Pruebas antimicrobianas

Adicionalmente se realiz la evaluacién antimicrobiana de toquindlio B (10), acido
ferilico (15) y ditigustitido (13) para Staphilococus aureos, Escherichia cali, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vuigaris y Candida albicans, encontrandose que la concentracion
minima inhibitoria (C.M.1) es mayor a 0.4. Esto indica que los compuestos evaluados'no
presentan propiedades antimicrobianas. En esta evaluacidn se emplearon como referencia
positiva gentamicina y nistatina, *

Se mencioné en la intoduccitn del presente trabajo que algunos osos mastican la raiz
de L. portett y el emplaste lo aplican en su piel, presumiblemente con fines antisépticos. Los
resultados de las pruebas antimicrobianas no estan de acuerdo con esta presuncién. Es
probable que este hecho obedezca a otros efectos, tal vez de naturaleza sedante, sobre el

animal.
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Materiales y Equipos

E! andlisis en cromatografia en capa fina se llevo a cabo en cromatofolios Alugram
SilG/UV, Macherey-Nagel Duren y se empleo como revelador una lampara de UV
Spectronile Modelo ex-20 a 365, 254 nm y una solucion de sulfato cérico aménico al 1% en
dcido sulfirico 2N.

Se empleo silica gel MercK malla 70-230 y 60 GF para las columnas cromatograficas

Los espectros de RMN' H se obtuvieron con un espectrometro analitico Varian XR-300 a
300 MHz y un instrumento Varian 500 MHz para ciertos cxperimentos, usando como
disolvente CDCl; y MeOD segun el caso, y como referencia tetrametilsitano (TMS).

Los espectros de IR se obtuvieron ¢n un espectrémetro Perkin-Elmer 283-B.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fischer-Johns y no se encuentran

corregidos.

Para el ensayo de toxicidad de Artemia salina
Pecera
Lampara
Un regulador de temperatura (Visitherm).
Agua de mar artificial (Instant Ocean).

Huevecillos de Artemia salina.

Para el ensayo de fitotoxicidad.
5 cajas petri de 10 cm de didmetro.
Una placa preparativa de silica gel de 5 mm de espesor.

Hojas de Tagetes erecta.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL.

E! material vegetal en estudio fué proporcionado e identificado por el Dr. Robert
Bye del Instituto de Biologia de la UNAM. El material fué adquirido como material de
investigacion en ¢l mercado de Sonora de la Ciudad de México. Cinco kilogramos de raices
de L. porteri se dejaron secar a temperatura ambiente, fueron molidas y posteriormente
extraidas con hexano mediante tres maceraciones sucesivas, empleando 5 litros de disolvente
en cada una y dejando en contacto con el disolvente por 48 hrs, El disolvente fue evaporado a
presion reducida y el residuo vegetal fue sometido a maceracion con acetona y metanol,
siguiendo el procedimiento antes descrito. Se obtuvieron 262, 292 y 190 g de extracto
hexénico, aceténico y matanélico respectivamente. (Diagrama 1)

En forma particular en el presente trabajo se realizd el estudio del extracto
metandlico para lo cual este se fracciond en mezclas menos complejas, mediante ef uso de

cromatografia en columna.

Raices de Ligusticum porteri

secadas al aire

adicién de hexano

[Extracto hexdnico] | Residuo vegetal |

adicién de acetona
Extracto aceténico Residuo vegetal
adiclén de metanol

Extracio metandlico I ‘ Residuo vegetal l

Diagrama 1
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Fracciecnamieuto del extracto metanélico de la raiz de Ligusticum porteri.

El extracto metandlico (190 g) fué adsorbido en silica gel 70-230 en relacion 1:1 y
fué aplicado a una columna empacada con silica gel Merck 60 GF en relacion 1'S. Esta
columna se realizd por medio de elucidn al vacio usando mezclas de disolventes con
incremento de polaridad. (Diagrama 2)"

Se obtuvieron 137 fracciones de 500 ml , las cuales se evaporaron a presién reducida y
fueron reunidas de acuerdo a su anlisis de cromatogratia en capa fina como se muestra en la
tabla 9.

Tabla 9. Datos de Elucién de la Columna Principal.

Eluyente Fraccion | Fraccion final | Compuesto aislado
Hexano-acetato de etilo 85-15 ly2 A Derivado de Glicerol
Hexano-acetato de etilo 85-15 3a$ B Toquindlido B
Hexano-acetato de etilo 85-15 6a9 C Diligustitido
Hexano-acetato de etilo 60-40 20222 D ¢
Hexano-acetato de etilo 60-40 2333 E Acido fertllico
Hexano-acetato de etilo 60-40 34-42 F Senkyunélido I
Hexano-acetato de etilo 40-60 4347 G Acilglucosil esterol
Hexano-acetato de etilo 40-60 48-58 H *
Cloroformo 59-711 I *
Cloroformo-metanol 90-10 ‘ 72-86 J Glucosil esterol
Cloroformo-metanol 75-2§ 87-96 K *
Cloroformo-metanol 50-50 97-137 L Sacarosa .
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Procedimiento de Extraccion y Aislamiento de ios
Constituyentes del Vegetal

Extracto Metandlico

Cromatografia en columna Gradientes empleados
a presién reducida (CCPR) Hexano-AcOEt y CHCI3-MeOH

Hexano- Hexano- Hexano- | CHCI3 CHCI3- CHCI5-
AcOEt 85:15 AcOEt 6040 AcOEt 32 MeOH 80-10{ MeOH 50-50
A C D G H 1 L
ester de glicerol (8) §  diligustilido (13) mezcla de acil-glucosii- sacarosa (31)
esteroles (27+28)
B8 F J
toquindlido B (10) trans-6,7-dihidroxi-ligustilido (22) 8-D-glucopirandsido de

mezcla de acil-glucosil- B~ sitosterilo (25)
esteroles (27+28)

Diagrama 2



Aislamiento del Derivado de Glicerol (9)

La fraccion A presenta una gran complejidad al ser analizada por medio de
cromatografia en capa fina (CCF) por lo que s¢ tomaron 2 g y se resolvieron en sus
componentes principales por medio de cromatografia en columna a presion normat (CC).
Este extracto fué adsorbido en silica gel 70-230 en relacion 1:1 y empacado en una columna
cromatografica de 2.5 cm de didmetro y 25 cm de altura empacada con silica 60 GF, usando
como eluyentes mezclas de hexano-acetatode etilo. Sc obtuvieron 92 fracciones de 40 ml
aproximadamente, se les evapord el disolvente y se analizaron por CCF, reuniendose en tres
grupos (a, b, c). Las fracciones a y ¢ no fueron analizadas porque presentaban poca
homogenidad en esta técnica. L.a fraccion b (50 mg) presenta una mancha homogenca, por lo
cual se aplico este extracto en una placa preparativa y fué eluida dos veces con una mezcla de
hexano-acetato de etilo (86-14). QObteniéndose 20 mg de (9), cuyas caracteristicas se
mencionan a continuacion;

Aceite amarillo,

IR Viis cm™ (CHC;, espectro 1) 3009, 1746.

RMN'H(300MHz, CDCl;, espectro 2): 8, asignaciones: 5.35 (12H, m, CH=CH), 4.11 2 4.30
(H, m, H-COQ), 2.80 (6H, C=C-CH,-C=C), (12H, m, C=C-CH), 1.25 (60 H, 5, CH,).

o rem— et
K[ \[(\/W\—/\'—/Wlinolélco
o]
(o]
(o]

w linolénico
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Aislamiento de Toquindlido B (10).

La fraccion B (5.1 g) fué resuelta en sus componentes por medio de cromatografia
en columna a presion reducida (CCPR), para lo cual ef extracto se adsorvio en 5 g de silica
gel 70-230 y aplicada 8 una columna cromatografica de 4 cm de didmetro y 5 cm de altura
empacada con silica gel 60 GF.

Se eluyd la columna con mezclas de hexano-acetato de etilo por medio de vacio. Las
fracciones de menor polaridad se reunieron y en estas se formaron cristales, los cuales fueron
lavados con hexano-acetato de etilo 96-4 y filtrados al vacio. Estos cristales (400 mg) fueron
recristalizados de acetona y fueron identificados como toquindlido B (10). Sus datos fisicos y

espectroscdpicos son:

IR Vpu, cm™! (CHC,, espectro 3) 2962, 2935, 1755, 1705 y 1662 em™,

RMN'H (CDCl;, 300MHz, espectro 4): 8, asignaciones: 0.81 3H, 1, J 7.2Hz, H-11); 0.88
(3H, 1,1 7.2 Hz, H-11"); 3.11(1H, m, H-6"); 4.65 (1H, dd, J 8.7, 6.6 Hz, H-8"); 5.92 (1H, di,
13.9,9.3 Hz, H-6); 6.17 (1H, dt, ] 2.1, 9.3 Hz, H-7); 7.52 (1H, d, ] 6.0 Hz, H-7').

(0)

Aislamiento de Diligustilido (13).
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ine



En 1a fraccion C se formé un sdlido cristalino, el cual se lavd con hexano-acetato de
etilo 95-5 y se filtrd al vacio. Se recristalizd de acetona y se identificé como diligustilido
(13)" (1203 mg) sus datos fisicos y espectroscopicos son
pf123°C
IR V e em'(CHCY,, espectro 5) 2962, 2935, 1759,1710,1661,1631.

RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 6):5, asignaciones: 0,92 (6H, 1, § 7.5 Hz , HI 1y HI "),
2.55 (1H, m, H-6); 2.99 (1R, dddd, H-6"), d 3.23 (1H, 1 8.7 Hz, H-7), 5.00 (I1H, 1, | 7.5 He,
H-8'); 5.07 (IH, 1, ) 8.1 Hz, H-8); 7.35 (1,4, } 6.0 Hz, H-7").

Aislamiento de Acido 4-Hidroxi-3-Metoxi-Cinimico (15).

La fraccion E (7.1174 g) fué resuelta en sus componentes cromatogrificos por
medio de CCPR, para lo cual se adsorvid en 9 g de silica gel 70-230 y se aplicd a una
columna de 5 cm de altura y 4 cm de dibmetro empacada con silica gel para placa. Se eluyd
con mezclas de hexano-acetona. De fas fracciones de menor polaridad se obtuvo un sélido
amarillo (739 mg), el cual fue recristalizado de acetona. Se identificd com acido 4-hidroxi-3-
metoxi-cinamico(18)* y sus datos fisicos y espectroscépicos son los siguiéntes:

IR vai, o™ (KBr, espectro 7) 3438, 2594 a3016, 1691, 1660, 1600,

RMN'H (300 MHz, CDCl, espectro 8):5, asignacién: 3.91 (3H, s, -OCHy), 6.26 (kl}l, d,
159 Hz, ), 6.89 (IH, d, J 8.1 Hz); 7.00 (1H, d, J 1.8 Hz); 7.04(1H, dd, J‘B.l, 1.8 Hz), 7.6

‘(1H,d, 159Hz,).
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Aislamiento de Senkyundlido 1 (22).

La fraccion F (1 g) fué resuelta en sus componentes principales por medio de CCPR
para lo cual este extracto fué adsorvido en 1g de silica gel 70-230 y aplicada & una columna
de 5 cm de didmetro y de 4 cm de altura empacada con silica gel 60 GF. Esta columna fué
eluida con mezclas de hexano-acetato de etilo con incrementos de polaridad obteniéndose 15

fracciones, las cuales fueron reunidas de acuerdo a su anilisis por CCF (tabla 2)

Tabla 9. Datos de elucion para la obtencién de senkyunélido 1(22).

Fracciones Compuesto aisiado
1a3 *

481l senkyundlido I (23)

11als acilglucosil esterol

Las fracciones 4-11 (800 mg) de esta columna presentan una mancha homogenea
bajo el analisis de CCF, que revela al UV 254 nm por lo cual fueron purificadas por medio de
Ja técnica CCPR, obteniéndose un semisdlido amarillento (200 mg), el cual fué identificado

como Senkyundlido 1(22)'® sus datos espectroscopicos son:

IR Vous(CHCp, espectro 9): 3416, 2960, 2875, 1751, 1678, 1618 cm™.
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RMN'H (CDCl,, 300 MHz, espectro 12); 8, asignacidn: 5.29 (1H, d, J 7.60, H-8); 4.45 (11,
d, 157 H-7),3.97 (14, ddd, § 3.0,5.7,8.7);, 2.33 (21, ¢, ) 7.45, H-9),0.94 (3H, 1, J 717,
H-11).

RMN"C (CDCl,, 75 MHz, espectra) 5, asignacién: 169.23 (C-1), 114.21 (C-3); 114.21 (C-
8); 71.40 (C-7); 67.06 (C-6), 28.00 (C-5); 26.16 (C-4), 22.16 (C-9), 18.77 (C-10), 13.67 (C-
I,

Aislamiento de la Mezcla de Acil-Glucosil-Esteroles (27+28).

La fraccion G (3.5 g) fué resuelta en sus componentes cromatograficos por medio de
la técnica de CCPR usando como eluyente hexano-acetato de etilo. Las fracciones de mayor
polaridad fueron reunidas y recromatografiadas obteniéndose un aceite viscoso (200 mg), el
cual fue identificado como mezcla de acil-glucosil-csteroles. Los datos experimentales de los
productos natural se presentan a continuacion,

IR Voux cm™ (CHCl,, espectro 17): 3450, 2931, 2856 y 1731,
RMN'H (CDCl;, 500 MHz, espectro 18):5, asignacion: 5.35 (m, H-6); 3.30-3.60 (m), 4,20
430 (m)

Obtencion del Derivado Peracetifado de Ia Mezcla de Acil-Glucosil-Esteroles (27+28).

El procedimiento que se sigui6 para la obtencion del derivado peracetilado de la
mezcla de acil-glycosil-esteroles se describe a continuacion:100mg de la mezcla de acil-
glucosil-esterol se colocaron en un matraz bola de 25 ml, se le aftadié | m! de piridina y 1 mi
de anhidrido acético, Esta mezcla se dej6 a temperatura ambiente bajo agitacién constante y
se monitareo por medio de CCF. Al témmino de la reaccién se afiadieron 2 g de hielo y se
dejo 1a mezcla de reaccion en agitacion constante una hora més. Esta mezcla se extrajé con
acetato de etilo 5 veces, los extractos orgénicos se reunieron y lavaron primero con 4cido
clorhidrico al 10 %, después con bicarbonato de sodio al 10% y finalmente se lavd con una

solucion saturada de NaCl. Se evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose 98 mg
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de un sblido blanco el cual fué caracterizado como el derivado acetilado de la mezcla de

acil-glucosil-esteroles {29+30) y cuyos datos espectroscopicos son los siguientes:

IRV ™ (CHCLs, espectro 19) 2931, 2856, 1755.

RMN'H (CDCL;, 500 MHz, espectro 20): 8, asignacion: 5.35 (1H, m, H-6); 5.04 (1H, dt, )
9.5, H-4"), 4.94 (1H, dd. J 8.0, 9.5, H-2"), 4.59 (1H, d, ] 8.1, H-1"); 4.22 (1H, ddd, ] 3.0,
5.0, 12.0 H-6", 4.12 (1H, dd, J 3.0, 12.0 H-6"); 3.68 (1H, ddd, J 2.5, 5.0, 9.5 H-5");3.49
(1H, m H-3). )

27  R= -(CH;)is-CH,

28 R= ~(CH,)s-CH=CH-(CHy)i-CH,

4

oy,
.,

21 R= -(CH;)s-CHy
28 R= -(CHz)g-CH=CH'(CH1)7'CH3
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Obtencidn del derivado Peracetilado de B D-Glucopiranésido de P-Sitosterito (285).

La fraccion J fue resuelta en sus componentes por medio de CCPR. En las
fracciones de mayor polaridad se observa la formacion de un sélido (200 mg) cuyas
caracteristicas de solubilidad permiten suponer que se trate de un compuesto que posea una
parte polar y otra no polar. Se decidié realizar una reaccion de acetilacion de este
compuesto para facilitar su identificacion estructural y su mejor manejo, para lo cual se
siguié la técnica antes descrita.

Este fué identificado como el derivado peracetilado de 8 D-glucopirandsido de 3 sitoesterilo
(25):

p.f>270°C

IR v méx cm'(CHCH, espectro 13) 2958, 2869 y 1755.

RMN'H (CDCl;, 300 MHz, espectro 14 ); 5, asignacion: 5.36 (1H, m, H-6); 3.48 (1H, m,
H-3); 092 (s. H-21), 0.86 (d, J 6.6, H-26), 0.81 (d, J 6.6, H-27), 0.06(s, H-18).
RMN"C(CDC;, 75 MHz, espectro 16) 8, asignacion: 140.35 (C-5), 122.00 (C-6); 71.71
(C-3); 56.76 (C-14). 56.05 (C-17), 51.22 (C-9) 45.84 (C-24), 42.33(C-13); 39.75(C-12),
37.20(C-1): 33.94(C-22); 31.88(C-2) 28.22 (C-16); 26.09 (C-23); 23.08 (C-28); 24.28 (C-
18); 21.05 (C-11); 19.79(C-26); 19.33 (C-19); 18.77 (C-21); 18,77 (C-21);11.84 (C-18)
11.82(C-29).

Aislamiento de p-D Fructopiranésido de a-D Glucopiranosilo (31).

En la fraccion L sc observa la formacion de un sélido ¢l cual fue recristalizado de
metanol e identificado como P-D fructopirandsido de a-D glucopiranosilo (31), por medio
del andlisis de los datos espectroscopicos obtenidos a su derivado peracetilado (32).

A continuacion se presentan los datos espectroscopicos del compuesto (2).

Aceite amarillo
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RMN'H (CDCl; 300 MHz, espectro 24); 5.68 (1H, d § 3.66, H-1), 5.37 (1H, 1, J 6.0, 5.44
(111, dd, J 9.6, 10.30, H-3); 5.45 (H, d, J 6.9); 5.07 (1H, t, ] 10, H-d); 4.88 (1H, dd, J
3.66, H-2), 4.08-4.34 (8H, m), 2,17 (s), 2.12(s), 2.11 (3). 2.09 (s), 2.05 (s), 2.01 (s)

OR
RO 0
RO H,
oR | g
OR
0
31 R=H
32 R=Ac

Pruebas Biolbgicas,

Ensayo de Artemia salina."

Se pesaron 20 mg de cada uno de los compuestos evaluados y se disolvieron en 2ml
de acetona.
De esta solucion se tomaron 500, 50 y 5 ul(10, 100, 1000 ppm) y aBadieron en tres viales,
haciendo 3 repeticiones de cada concentracion se dejo evaporar el solvente durante toda la
noche. Se afiadieron Smi de agua salada y 10 Arfemias a cada uno de los viales. Despues de

24 hrs se conto el niimero de artemias muertas y vivas.
Ensayo de Fitotoxicidad (Bioensayo de gota)."”

El material vegetal (hojas de Tagetes erecta) fué raspado suavemente con ayuda de un
pincel corto en el envés foliar para remover Ia cuticula. La hoja fué colocada en una caja
petri de 10 cm de didmetro conteniendo dos hojas de papel‘ﬁltro humedecidas con 5 mil de
agua destilada. Sobre cada punto se aplicaron 20 ul de agua destilada. Por otra parte la

muestra fué disuclta al 1% en un disolvente orghnico y 5 ul de esta soluelon fueron .
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adsorbidos en gel de silice (0.5 cm). El disolvente se dejé evaporar y ¢ adsorbente
iimpregnado fué adicionado a la gota de agua aplicada anteriormente. Como contro! se
utilizo gel de silice impregnada con el disolvente utilizado. Se realiza la lectura de este
bioensayo cada 24 hrs por tres dias, una prueba positiva produce necrosis en el vegetal. La
referencia utilizada como prueba positiva fué zinniol (33), el cual es una fitotoxina

comunmente producida por e genero Alternaria.”

HO OH
OH

CH,

& X}
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CONCLUSIONES,

Del extracto metandlico de la raiz de Ligusticum porteri se aislaron y
caracterizaron los metabolitos siguientes: un derivado de glicerol (9), toquinolido B (10) y
ditigustilido (13), 4cido ferulico (15), trans-6,7-dihidroxi-ligustilido (senkyunolido 1, 22), f-
D glucopirandsido de B-sitosterilo (28), una mezcla de acil-glucosil-esteroles (27+28), y -

D-fructopirandsido de at-D-glucopiranosilo (31).
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HO HO

OY‘"
H O H
s
wh N

7 R CH),CHy
2 Ro CH)CHR(CHYCH,

De acuerdo a estos resultados se puede concluir que el extracto metandlico de
esta especie vegetal esta constituido principalmente por azicares, derivados de esteroles y
ftatidos. Se ha informado que estos ultimos son compuestos bioactivos por lo qué son los
responsable de las propiedades medicinales atribuidas a esta planta, aunque los esteroles y
aziicares podrian ser coadyuvantes para la actividad biologica registrada para las

preparaciones medicinales que emplean este vegetal.
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Los resutados obtenidos para los bivensayos preliminares en prucbas de
toxicidad a Artemia salina , fitotoxicidad y antimicrobianas que se realizaron a toquinélido
B (10), diligustilido (13), 4cido 4-hidroxi-3-metoxi-cindmico (15) y trans-6,7-dihidroxi-
ligustilido (senkyundlido I, 22) permitieron concluir que: el toquindlido B (10) presenta
actividad en el bioensayo de Arfemia salina por lo que es conveniente su posterior
evaluacion en prucbas de citotoxicidad. El que no se haya encontrado fitotoxicidad de las
substancias ensayadas frente a Tagefes erecta puede explicarse debido a que las substancias
de L.porteri se encuentran en la raiz, y no se esperaria que fueran toxicas a partes aéreas de
otra planta. La inactividad de las subtancias aisladas del extracto meténolico de L. porteri
como agentes antimicrobianos permite descartar la utilidad de ciertas preparaciones con

caracteristicas presumiblemente antisépticas.
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