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INTRODUCCION

El género Cassia o8 uno de los mas abundantes de las
Leguminosas y se destaca por haber proporcionado desde la anti-
giedad numerosas especies que han sido de utilidad en medieina
por las propiedades terapsuticas de algunos productos metabdli-
co8 secundarios aislados principalmente de sug extractos de ho-
Jas (1).

las especies mas utilizadas se encuentran distribuf-
das geograficamente en las regiones cdalidas de todo el mundo,
halldndose en gran abundancia on nuestro continente y en espedal
en Sudaméerica. Begun Burkhart (1), la flora Argentina cuenta
con unas treinta espscles en las formaciones subtropicales, la
Mesopotamia, zonas boacosas y hasta en la Puna y el Norte de la
Patagonia. Desde el punto de vista quimico no ha sido estudia-
do en detalle en nuestro pais aunque se ha descripto su utili-
dad en medicina popular. Algunas especies Argentinas (por ejem-
plo Cassia bicupspleris y C. sorymbosa) son purgantes (2, 3),
mientras que en el comercio local se importan y venden frutos
de C. fistula y hojas y frutos de Q. anegustifolla ¥y C. aoutifo-
ila, las que se conocen con los nombres de sen de la India y
gsen de Alejandria respectivemente y se utilizan en medicina
corriente como catarticos (1). Se puede mencionar el trabajo

de Faura (4), quien en 1939 no encontrd alcaloides en la (.
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oqcidentalls (sub Cassia leptogarpa) procedente de Misiones,
el de Abiusso (5) que examiné ocho especies Argentinas para

determinar el contenido cuantitativo en compuestos antracéni-
608 y antraquinonas aunque sin intentar el aislamiento de
productos puros. y los recientes relevamientos de Coussio (160).
En la Argentina se cultivan algunas especies que se
utilizan como plantas de adorno. Entre ellas se puede men-
cionar a la Caasla garpayal Speg., especie que se estudia de-
talladamente en esta tesis, que constituye la unica especie
arborea del pais y cuyas flores amarillas contribuyen a real-
zar ¢l aspecto de la selva saltefia y jujefia durante los meses
finales del verano y comicnzo del otofio, por cuya razon ha re-
¢ibido el nombre verndculo de carnaval. Esta especie ha si-
do cultivada en Buenos Aires (por ejemplo, se puede mencionar
la existencia de un ejemplar en el Jard{n Botanieco Municipal)
y en La Plata (en la Pacultad de Agronomfa y Veterinaria).
Se han eultivado, asimiswo, otras especles con fines medicina-
les y tambiéu como sustitutos del café utilizando las semillas
torrefactas de . ogoldentalis v . af. Hookaeriana (6). Se
debo mencionar, finalmente, que algunas especies de este géne-
ro meregen atencidn desde el punto de vista agronomico, pues
las que pertenccen a la sescidn Chamaecrigta parecen ser
forrajeras aunque se han descripto especies que son toxieas
para el ganado (C. ggcidentalis) o que por lo menos no son
utilizgadas por los animales (L. tora) (1).



La importancia medicinal del género Cassia se remon-
ta a una época anterior a su descripcidn botanica. Se conoce
una monografia clasica sobre este genero (7), en la que se
trasoriben recetarios médicos antiguos que se pueden remontar
al siglo X (8). Algunas especies argentinas han sido emplea-
das en mediecina ind{gena. Por ejemplo, la corteza y rafz de
G, oocidentalis fueron empleadas por los guaranies contra la
malaria (1), empleandose todavia eomo febrifugo en Paraguay y
otras sonas tropicales.

Br los dltimos afios se han realizado mumerosas in-
vestigaciones en el campo de los productos naturales aislados
de este género, en particular respecsto de los compuestos an-
tracénieos que contiene, pues parece haber una evidente rela-
cidn entre las propiedades catarticas y el contenido en estos
compuestos (151) utili:éndose preparados parcialmente purifi-
cados de los mismos en terapsutiea moderma.

Esta estrecha relacidn entre estructura boténica y
contenido de productos naturales en un género extensamente
difundido en muestro pafs nos ha inducido a estudiar la pre-
sencia de otros productos resultantes del metabolismo secun-
dario em el genero Caggia.

Bn la Tabla I.I estin anotadas las eapecies del gé-
nero Cassis que poseen alcaloides.
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Caasla abgus L.

S. alata L.

S. Ricapsgularis L.
€. braslliensis N.
€. sorvmbosa L.

€. saarginata L.
C. axeelga Schrad.
C. sxaslga Schrad.

€. hookerlana Gill.

€. labhnil

C. laevigata Will4.
€. morongll Britt.
C. patellaria DC.
C. alamea Lam.

C. glamea Lam.

G. aophera L

C. apectabilisg DC
G. subulata Gris.
€. fomentella Dom.

Chamaecrista (cassia)c?.
miltipinnata Pollard

TABLA I/I
Parte egtndiada Contenido de
Aloaloldes
Semillas Chaksina
Hojas +
Hojas, frutos +
Hojagz, frutos +
FPrutos +
Ho jas +
Frutos +
Ho jas Casaina
Planta sin rais +
Ho jas Cassina
Hojas +
Planta sin rais +
Rsmas +
- +
Bojas, romas +
Ho Jas;ramas frutos +
Ho jas,flares,frutos +
Plante sin rafz +
Prutos +
Hojag,ramags,rafz +

160-A

9-B
9=C,9=D
160-A
163
9-B
160-B
9-F
9=
9-F
9-B
9=
160-A
9-8

9-H

Fos ha parecicc interegante estudiar el contenido en

alecaloides de la Capgia Cervaval Speg., especie que segin los
datos suministredos por Burkhert (1), es muy cercana botanica-

mente a la §. gxgelaa Schvad,

Investigadores del Departamento

de Agricultura de los Eztados Unidos establecieron inicial-

mente la precencia de alesloidos ¢n egta dltima especie que es

una legumincsa tropieal (29) y Gonc’;alvez de Lima y sus colabo-



radores alslaron de la misma C.sxcelsa en Brasil un alcaloide
que no fue posteriormente adecuadamente caracterizado (11).
En 1964, Highet (12) aislé dos bases, una de las cuales,
cassina (I), fue estudiada detalladamente por el mismo autor
(13) y por Rice y Coke (1k4).

En este trabajo se dezcriben algunas propledades
f{sicas de la cassina en relacidn a su estructura (I) pues en
el curso del mismo se encontré que este alealolde es la base
principal de la Cagsla carnava] Speg.

Durante el mismo trabajo se han aislado otros tres
alcaloides piperidinicos. UTno de ellos fue estudiado en de-
talle habiéndose determinado su estructura a la que le corres-
ponde la formula (II) y ha sido denominado carnmavalina (15).
El tercer alcaloide aislado de esta planta fue caracterizado
oomo clorhidrato. El cxdmen preliminar de su estructura por
métodos risicos y en especial por espestrometr{ia de masa -
método que ha sido de valor inestimable en la dilucidacién de
estrusturas de alcaloides piperidiniecos - ha permitido rela-
cionarlo eon el producto de oxidacidén por el metodo de Oppen-
auer de la prosopina (IITa), un alcaloide piperidf{nico aislado
(16) de la Prosopis africens (Guill., et Perr.) Taub,, una
Mimosa africana, el que ha sido estudiado farmacoldgicamente
por Bourrinet y Quevauviller (152) juntamente con la prosopi-

nina (IIIb),



Las Progopis son también utilizadas en medicina ind{gena, tan-
to en Africa como en Sudamérica (17). Se pudo aislar final-
mente, una cuarta base cuya estructura solo fué estudiada pre-

liminarmente.

u )
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En esta tesis se lncluye un resumen de las conoel-
mientos de la quimica y biosintesis de los alcaloides piperi-
d{nicos; en especial, de aquellos como la carpafna (IV) y la
pseudoearpaipa, estrechamente ligados a los alcaloides de la
Cassla garnavsl y Gassia exgelsag Y ¢l alcaloide chaksina,
aislado por Siddiqui y Ahmad (18) en 1935, de las semillas de
Caasla abpus Linn., que constituye el primer ejemplo de alca-
loide monroterpénico (V).
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En esta tesis so dissutem los trabajos que han lle-
vads a establecer algunas relasiones biogemétieas de alealei-
des piperidinices y entre elles de¢ las esquitamtinas (VI),
alealoides que poseen simultinesmente mm mieleo piperidinico
y un esqueleto earbonado momoterpénico. Estos alealoides
fueren aislados de una Apocinidsea sudamerieama (19 al 23,153),
Arianthns Asiitlis, ¥ se oencuentrea relacionadas een otro alea-
loide memoterpénico y de mucleo pdridinico, la setimidina (VII)
que fué aislada por Sakan y colaboradores de la jgfinidia
lyssms (2%), y ocom les alealoides eunatermariocs (VIII), ais-

lades de la Yalariana offiaimalis (25)

Cily
] € S My
® a2y

b) ‘Ra Ol

Mas recientemente s¢ han aislado alealoides monoter-

pénicos de otras especies vegetales, cemo ol Liguskrum nofe-
olasanss de la familia Oleaceas (15%).



lags investigaciones inieiales de Maurin en Francia
(26) revelaron que la mayoria de las especies del genero
Cagsia poseen compuestos antraeenicos y antraquinonas. BErn mm-
merosos pafses se han realisado investigaciones tendientes a
encontrar el contenido de este tipo de productos en plantas de
este génsro, en virtud del hecho que los mismos parecen ser
responsables de sus propiedades satérticas. Se deben mencio-
nar especlalmente los trabajos de Stoll y colaboradores en
Suiza (27-29) y el de Pairbairn y Lou en Inglaterra (30-36).

Se comprobd que la actividad bioldégiea del sem no
correspondfa al contenido total de antraquinomas y Fairbairn
(30) encontré que los derivados antracénicos son muy activos
Bajo la forma de gluecdsidos, menos activos como antroles 1i-
bres y aun mencs como antraguinonas libres.

Los glucdésidos activos fueron descubiertos en el sen
por Straub y Gerhardt (37). Seginm Stoll y sus colaboradores
(27) la actividad de los gluedsidos antracénicos sontenidos en
hojas y vainas de C. apnzuatifolls VYahl v C. acutdfolla Del.
representan el noventa por ciento de la actividad que poseen
osaw partes de las plantas.

Dos glucdsidos activos fueron aislados en forma

eristalina por Stoll, Baecker y Kussmaul (27-28). Los mismos



fueron denominados sendsido A (I) y sendsido B (II), respecti-
vamente. El procedimiento de separacidén y purificacidén, ex-
tremadamente laborioso, consiste en la precipitacidn fraccio-
nada como sales de ocalcio. El primero de los gluedsidos se
caracterigza por su escasa‘solubilidad en alcohol met{lico y su
resistencia a la hidrolisis dcida mientras que el sendsido B
es algo mas soluble y se hidroliza mas facllmente., Este pro-
cedimiento de aislamiento y purificacidén que todavia se utili-
za en la preparacién de formas farmacéuticas que contienen
hasta un sesenta porclento de sustancias activas, ha permitido
que 8se utilice en medicina una sugtancia activa relativamente
pura & partir de un producto natural complejo que desde la an-
tigiedad se ha empleado al estado erudoj segun algunos auto-
res fué deseripto por Diosecorides en el afio 77.

R-0

) OH R-0 0 OH
o] OH
CIL I, 980V
=0 c=0

HO
. \
¢==0 o=="_
QT 900
R-0 4] oo HO 0 O-R
(1) R =Glucosa (II) Ra=Glucosa

(III) Rs=H (IV) R=H



Los extensos estudios de Stoll sobre los glucésidos
antraquindnicos dieron como resultado la determinsciém de las
estructuras de los semdsidos A y B deseriptos por las férmias
(I) y (II). Ambos compuestos sbn isomeros y se diferencian
solamente en su estereoquimica. Las agluconas que se obtie-
nen por hidrélisis deida suave han reeibido les mombres de
gsenidina A (III) y senidina B (IV), respectivawente. La pri-
mera ¢3 dextrorotatoria y la segunda es inactiva por compen-
sacidn interna.

En 1951, Pairbairn y Saleh (32) aislaron un terecer
gluedsido que ge encuentra en mmcho menor proporeio'n que los
anteriores y al que no identificaron como un derivado de la
refna (V). 8Se destaca,; sin embargo, por su aeeién sinergis-
tica sdbre la astividad de los sendsidos A y B, lo que podria
explicar la mayor aetividad de la droga pura en comparacion
eon los produetos aislados de la misma. Como, em 1913,Tutin
(38) habfa encontrado que de los extraetos hidrolisados de
sen se podfa aislar aloemodina (VI) y Pairbairn habia encon-
trado que el tercer glucdsido mo contenfa reina (V), se pensé
que ol mismo podia ser un derivado de aloemodina (VI) en lugar
de refna (V). Em un trabajo posterior Fairbairn y sus cola-
boradores (3%) aislarom un glucdsido de alosmodina que diferia
del aislado inicialmente.

Ea 1962, Lemli (39) aislé una nueva aglucona por
hidrélisis de un muevo gluedsido de la §. acutifolis, al que



“ll-

denomind sendsido C. Lemli encontrd, por oxidacidén com eloruro

térrico e identificacidn cromatogrdfica, que sus componentes

eran reina (V) y aloemodina (VI).

KO

HO

0 OH
W QX
CHy0H
0

o] (o] ]
o QL
c/=0
0

W, Soimid y B. Angliker (40) aislaron en 1965 nueva-
mente a este tercer gloscdsido de la Cagsia apgustifolia. Este

producto condujo por hidrolisis a una aglucona que resultd ser

idéntica al compuesto de Lemli.

Rl sendsido C es fuertsmente

levorotatorio y por hidrélisis libera un mol de senidinn C y

dos de gluooai.

Glucosa~--0

HO o o
oH

/
¢=o0

(VIII)



Bl sendsido C (VII) posee la misma configuracidn en
sus atomos asimétricos que el sendésido A pues por tratamiento
con permanganato de potasio se transforma en éste por oxida-
cion del grupo alcoholico primario a earboxilo (40).

Una serie de autores han encontrado otros gluecdsidos
en los extrastos acuosos de C. ggutifolia vy C. anguatifolia.
Por ejemplo, PFairbairn y sus colaboradores han encontrado,
juntamente con el glucdsido de aloemodina, monoglucdsidos de
re{na (V) y un glucdsido de reinantrona (VIII), mientras que
Lemli ha aislado (41) dos rmuevas agluconas, la reidina 4 (com-
puesta de reinantrona (VIII) y emodinantrona (n)]y la alosmo-
dindtantrona {compuesta de dos unidades de aloemodinantrona

(x)}.
HO 0O OH
HO 'Ecu 3

(1x) (X)

FPinalmente, Moes (42) ha encontrado que por hidré-
11gis dcida de hojas de sena oficinal, se pueden obtener ref-
na (V), reindiantrona (Sennidina A o B), rein-aloemodindian-
trona (VII) (Sennosido 8), aloemodina (IV) y aloemodindian-

trona (XI). !
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(x1)

De la corteza de rafz de la Cassia siamea Lam. (Sino-
nimia C. florida Vahl), Venkataramen y sus colaboradores (43)
han obtenido, juntamente con lupeol (XII) y erisofanol (XIIT),
dos mmevos pigmentos. Uno de ellos, al que dieron el nombre
de cassiamina, fué estudiado en detalle propomiéndose la es-
tructura (XIV).

(x11) (x111)



(&lV)

La cassiamina es el primer compuesto 2,2'_biantra-
quinonflico aislado de fuentes naturales puesto que los com-
puestos descriptos anteriormente son derivados 10.10'_biantra-
nélicos. Compuestos similares [por ejemplo, skyrina (XV),
iridoskyrina (XVI) y rubroskyrina (XVII)), derivados de estruc-
turas de 1,1'_biantraquinonas fueron encontrados comoc metabo-
litos de especies de Penicillum (i),
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(XV1I)

Un productec slmilar (y posiblemente idéntico) al que
dieron el nombre de cassianina (XVIII) fue también aislado por
Chatterjee y Bhattacharjee (45) de la corteza de tronco de la
aisma especie de cassia, juntamente con lupeol (XII) y otros
dos compuestos que deﬁoninaron siameanina (IXI) y siameadina.

Los datos obtenidos por Chatterjee y Bhattacharjee
concuerdan con los de Venkataraman (43), pero postulan una
estructura en la que la unidn entre los dos micleos de antra-
quinona se producen en las posiciones «C-<'(XVIII) basdndose

en que la hipericina (XIX) pudiera ser el precursor biogené-

tico.
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(XVIII) (X1X)
Ambos grupos de investigadores ecoineiden em que la
eagsslamina es una dientrequinona formada por upa unidad de
crisofamol (XIII) y wna dec emodina (XX),

(xx1I1) {Xx)

pero la estructura was proboble es la (XIV) postulada por Ven-
kataraman et al. que se encusntre justificada en una interpre-
tacidn cuidadosa de espectiros ds resonancila ruclear magnetica

en la que detsrainen que hay cuatro protones «- en la molécula
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de cassiamina, por lo cual la unidn debe ser ,3 -3',
Comparando los espectros R.N.M. del eter dimet{lico del cri-
sofanol (XIII) con el éter pentamet{lico de la cassiamina se
comprueba en el segundo la ausencia de la sefial correspon-
diente al proton en posicidn 2 del primero (J = 7,1 ppm),por
lo que se supone que este debe ser el punto de union. Ademas
como las sefiales de los dos grupos metilos de la cassiamina
aparecen superpuestas, como as{ también la de los protonesoC-
adyacentes a los metilos, se deduce que ambos se encuentran
en vecindades quiminas similares, lo que esta de acuerdo eon
la posicidén de unidn del resto de emodina al erisofanol como
en la estructura (XIV).

Chatterjee y Bhattacharjee estudiaron la siameanina
y encontraron que también este era un compuesto diantragquind-
nico, cuya férmula es Cy, Hyg Og. La fision reductiva con
ditionato de sodio disectd a la molécula en dos mitades idén-
ticas de erisofanol (XIII) lo que se encuentra confirmado por
una serie de evidencias quimicas. Basdndose también en que
el origen biogenetico pudiera ser la hipericina (XIX) postu-
laron la estruoctura (XXI) para la siameanina.
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Esta postulacidon podria requerir una revisidn en ra-
zon de que los datos experimentales de Venkataraman et al. pare
la ecassiamina aportan evidencias bastante concluyentes en favor
del sistema 2,2' .biantraquinénico mientras que los otros auto-
res no indican en detalle los datos espectroscopicos que les
han permitido postular las formulas (XVIII) y (XXI) respectiva-
mente para la cassiamina y siameanina.

En algunos de los estudios mas recientes de la Cassia
tora L. (155) y de la Gassia occidantalia (157)  se han iden-
tificado varios muevos productos naturales, entre las que se-
encuentran dos nuevas xantonas (157,158).

BEntre los diversos productos flavonoides que s¢ han
aislado del género Cassia pueden mencionarse los encontrados en
las investigaciones realizadas por Seshadri y sus colaboradores,
quienes estudiando las hejas de Cagsis Jjavanica han encontrado

la presencia de kampferol libre y como rammosido, diversos de-



rivados antraquinénicos y una leuecantocianidina que no identi-
ficaren adecuadaments (¥6). 8in eadbargo, Seshadri (47) ha ob-
tenido de las flores de Casais BAXzinata ror extraceién en mes-
iie dobiimente £0ido waa musva leucsantocianidina a la que de-
maizaron margieassidina y atribuyeren la estructura (XXII).

(xx1I)
La misma por tratamiento em medio icido aloohdlico se
iransforma en la correspondiente antocianidina (XXIII),que tam-
iéa s¢ forma por hidrélisis dcida de la antociamina que se on-
Xoatre presente en las flores do esta espeeie. El resto de a-
Near, dos mesléoulas de glucosa, se encuentra en la posieidn 3.
Gon anterieridad R.R.Paris y B.Cubueln (M) ocbtuviem
o las mjas de . anrignlata y 4o C. goratansis,evideneias de
la presencia de leuccantocianidinas y de la iltima especie ais-
ATeR otra louseagtssianidina que llamaren goretensidina. Ia
dsma fué identifieada ecomo leucopelargomidina o M!,5,7-trihi-
roxiflavan-3,-diel (XXIV)




La extraccidén en medio neutro de las flores de Ca-
a3ia slames (161), did lugar al aislamiento de una eromona de
férmila CyqH;.0), que demostrd temer una considerable activi-
dad antibidtica contra organismos gram negativos. Su inves-
tigacidn condujo a la férmula estructural (XXXIII) que pre-
genta una caracteristica poco usual al tener una cadena late-
ral acetonilo como sustituyente en posicién 5 del nieleo aro-
mitico, pues la mayor{a de las cromonas sustitufdas tienen
generalmente un resto isopreno unido al nicleo aromatico en
posicidn & orto al grupo hidroxilo. Ello permitid especular
con la biosintesis via un acido /G-cetopolimetilénioo.

CHa

o0k Condens,
¢
0 0 = GO,

La estructura (XXXIII) quedd eonsustanciada por las
investigaciones de Bycroft y colaboradores (162) que simulta-
neamente aislaron de la misma planta el compuesto (XXXIV) deno-
minado barakol que ficilmente se transforma en la oromona

(XXXIII) y vuelve a formarse por tratamiento acido.



De las semillas de Casais absusg, Siddiqui y Ahmad (18)
aislaron en 1935 la chaksina (XXV), Este alcaloide posee un
resto guanidinico y es ademds la primera "l\)ase que se ha deseripto
que posee un resto monoterpenico. Posteriormente fueron encen-
trados en otros géneros botinicos otros alecaloides monoterpéni-
cos. Por ejemplo la aetinidina (XXVI) y las esquitantinas
(XXVII). Estos ultimos alealoides, aislados de la Apocinicea
Chilena, Skytanthus scutus, se describen en mis detalle en el
cap{tulo II de esta tesis.

¢=—0

o
H
N\
N
y ]
N
(xxv) ( XXVI)
H3C Cl'l3
N
ll‘l3
( XxvII)

La ehakgina (XXV) es una base cuaternaria que se ha
caracterizado eomo iloduro (p.r.1682), sulfato (p.f.3162) y niw
trato (pef.2202) (49). Por hidrdlisis alecalina se produce la
liberacidén de un mol de amonfaco oon formacidn de un hidroxid-

¢ido de férmula C,, H,, O, N,, del que se han aislade dos
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isomeros, uno de p.f.123¢ (50) y otro de p.f.147¢ (51) a los

que les corresponde la férmula (XXVIII) de acuerdo con los da-
tos de resonancia magnética muclear de varios derivados de es-
te compuesto (51) y al espestro infrarrojo del ester met{lico

-1 que puede atribuirse a un

que presenta una banda a 1710 em
grupo earbonilo en un ciclo ureido pentaatomico (50). En la
pisma reaceidn de hidrdlisis se aisla el diamino-hidroxiacido

(XXIX) (50) que se identificé como su diacetato.

=0 00H coon
o H,o (on)~
2= nuz Y=o
HOH,C "3
(xxv) ( XXVIII) (nx)

Como datos comparativos para la estructura (XXVIII)
del hidroxidcido se realizd un espeetro infrarrojo de la 2-imi-

-1 y el espec-

dagolidona (XXX) que presenta una banda a 1718 em
tro de resonancia muclear magnética que presenta un singulete
(§ = 596 p.pem.) debido a los protones NH, que en el isomero de
pof.147¢ de (XXVIII)también aparece a (4 =5,6 p.,p.m.)y los pro-
tones metilénicos de la 2-imidazolidona se identifican como un
singulete a (dJ =3,5 p.p.m.) comparados con los de (XXVIII) que

son miltipletes ail CH a (4 =3,99) y de CH, a (d =3,39) (51).



Por fusién alealina, el alealooide libera amoniaco y
produse &cido -oC-metilpiméliso (XIXXI) ademis do un decido tri-
bsioo (XXXII) Gy Hy¢ Of (Pef. 1478) demominado doido ohaksi-
nieo (52) que resultd ser 1démtico al aecido 1,2,6-heptantricar-
box{lieo obtenido por sintesis (53).

=0
o/
/c---...., &
(Xxv) mu)

El deido C-metilpimélico (XXXT) también se obtuve
por oxidacion de la chaksina ocon permanganato de potasio en
medio acuoso, descarboxilacién y oxidacidn ulterior oon £eido
erémico (50). De la solucidn proveniente de la exidacidn eon
permanganato de potasio se ebtuvo una cantidad substancial de
seido oxdlioco.

En base a estos resultados Wiesner, Valenta y sus
oolaboradores (50) (51) han prepuesto la estruetura (XXV) para

la chaksina.



ALGAIQIDES PIPERIDINICOJ

Los alcaloides que poseen como anillo bisico el sis-
tema pirid{nico o piperid{nico constituyen una serie muy nume-
rosa d¢ bases naturales que van de las mis simples derivadas de
la piperidina, eomo la econiina (I) y pseudopelleterina (II) y
los oompuestos piperid{nicos bisustitufdos como los alealoides
de la Johelis cuyas estructuras son del tipo (III) a sustancias
de estructuras mas complejas oomo los alealoides de Lunipus (IV,
VyVI) y los alealoides del tabaco, en los que se presenta 6l
micleo piridinico asociado a un sistema pirrolidf{mico (VII) o
piperidi{nico (VIII).

CHy h, ) R 2z
(1) \ﬁ/ (1I) (111)
NN
RO S
N N
(IV)Lmpinina (V)Citisina o (VI)Esparteina

CHy

7
X
N

(VII)Miootina (VIIl)Anabasina
En el presents capitulose considerardn & los alealoi-

des piperidinicos desde el punto de vista de sus modos de for-



macion bioldgiea en las plantas. Las primeras evidencias en
favor de las rutas de formacidn del anillo piperidinieo en las
plantas se basa principalmente en los estudios realisados econ
la anabasina (VIII) produeida por el tabaeco (5%, 55), la homos-
tachidrina (IX) de la alfalfa (56) y del deido pipeodlico (X)
en diversas plantas y mioroorganismos (57).

{+) =) O\
N co; N COoH

H3c/ \cu3 (1x) k|l (x)

Bstos alealoides se derivan de la lisina (155), mien-
tras que el anillo piperidinico de la ¢omiina (I) y conhidrina
(XI), alealoides de la cicuta, parece formarse por reaccionss
blolégicas de ciclacidn de un dcido poli-/3 -cetdnico derivado de
cuatro unidades de acetato (58, 156). Los alecaloides que se
desoriben on esta tosis, en especial la carpaina (XII) y la
cassina (XIII) pueden formalmente derivarse de la misma via bio-
sintétiea (159, 12).

H CH
El : -
A H,CHCH, |

o
c-o
(I) R=H =0

(XI) R= Od
o ﬂcuz),
u,cIuj\(cu,)b—g-cus (X1I)
0

H
(X1II)
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Finalmente, en este capftulo se presentarin las evi-
dencias mas recientes en favor de un tercer camino de biogenesis
de alcaloides que poseen un nucleo piperidinico en el que el

aisno tiene un origen isoprenoide (59). El anillo pirid{mico

de la actinidina (24%) (XIV) y el anillo piperidinico de los al-
calolides aislados del Skytanthus acutus se originan en un modo
de formacidn bioldgica en el que el precursor es el acido meva-

lonico (XV) (60, 61).

zOH
3 7l l 3 H3C
\ O
| ]
COOH

(xav) (xv)

Alsaloldes del Tahico
La nicotina (VII) es ol alealoide mds conocido que

contiene un anillo piridinico. Se encuentra presente en la
mayor{a de las especles del genero Ficotiana (59) aunque se ha
encontrado en algunas especies no relacionadas como la Aggle-
piag syriaca (62), Atropa belladonna (62), Equisetum arvenae
(63) vy Lycopodium clavatum (63).

Se han realizado numerosas investigaciones sobre la
blos{ntesis de la nicotina (VII) y de su isémero, la anabasina
(VIII), que es el alcaloide principal de la Nicotiana glauaa
(64), Los resultados no son susceptibles de interpretar con

facilidad habiéndose originado algunas controversias con respecto
al origen bioquimico de alguno de los atomos de carbono del



-2~

esqueleto carbonado de ambos alecaloides (65), y en torno a los
métodos empleados en estas investigaciones as{ como con el papel
que Jjuegan los diversos precursores que habitualmente se utili-
zan en las experiencias (59, 66,164).

Dawson (67) establecid en 1953 que el dcido nicotinieo
(XVI) es un precursor del anillo pirid{inico de la nicotina (VII)
y anebasina (VIII), aungue en el proceso de incorporacidén se
perd{a el grupo ecarboxilo por lo que deb{a considerarse un cami-
no biosintético en el que este se elimina en algunas de las eta-
pas. %1 mismo décido nicot{nico (XVI) es un precursor eficiente
de la ricinina (XVII), un alecaloide aislado del Ricilpus communis
(68). En este caso el grupo carboxilo del dcido (XVI) se con-
vierte en el grupo ciano de la ricinina (XVII), siendo aparente-
mente la nicotinamida (XVIII) un intermediario del proceso (69).

Cig

(V1I) (VIII) (xvi1)

El origen del dcido micotinieco que da lugar a la for-
macién del micleo arematico de la migcetina (VII) y de la anaba-

sina (VIII) es relativamente compleje. lLeste (70) ha encontrado



que ¢l mismo no se forma por un proceso similar al que funciona

en algunos microorganismos como, por ejemplo, la Heurospora y
on algunos animales (71) donde se forma por la serie de reaccio-

nes que se ilustran a contirmuacion, a partir del triptofano

(m)o (7]

00H
0QH O0H
NH o
D . = ————
H .
o 2 NH—CiH=0 M,
oH

(X1X)

Co0
Z g Aot NVt
HOOC Nl'l2 N 00H ) |

(xv1)

De ocurrir una similar secuencia en el caso de la
planta del tabaco, el triptofano deberia ser un buen precursor
de la nicotina (VII), pero Leete (72) y Henderson et al. (73)
han encontrado que el alcalolde no incorpora actividad originada
en triptofano-?a-clk.

Leete propuso en 1963, un esquema para la biosintesis
del dei1do nicotimico (XVI) y por ende del nicleo aromatico de la
nidotina (VII) y de la anabasina (VIII), basindose en la radio~
agtividad de cada dtomo de carbono del dcido nieot{mico (XVI)
obtenido por degradacién de la anabasina (VIII) aislada de la

Hleotiana @lauea que habfa sido alimentada con acetato - 2- c}"
o con glicerol -2-el (71)s La falta de incorporacién del ace-

tato-l-cll" al anillo piridinisc de la nicotina (VII) y una seris
ie estudios realizados sobre la bilozintesis de la riatmina (XVII)
(75, 76, 77) en los cuales se demostré la incorporacidn de
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aeetato-z-clh, suceinato-2,3-cll’, glicer:l.na-l-3-cll" y gliceri-
m-2-c** al anillo piriddnico de este alealoide conecuerdan con
este esquema. Los resultados indican que los dtomos de carbo-
po 4,5 y 6 del dcido nieotinico provienen de un compuesto de

tres dtomos de carbono muy relacionados con la glicerina, mien-
tras que los otros dtomos de carbono provienen del dcido sueci-

nico 0 algin compuesto muy relacionado.

CH,COQH _Kr__&b_a_’ CH o~ COCH H.,=COO0H
3 2 - I 2 ac, oxulucédtico
o—

3 et
ud. waetico Cliz— GO0k = G COOH

ac, suceinico

el
c[:ﬂzou H—¢ "\

CHOH ———» GHOH CHZ—COOH
| l ao, asphrtioco
Clicerins gliceral dehldo . uu/
3-fosfuto 2
L_
Tﬁ QO —Qr
GOOH N

(xv1)

En el esquema de Leete (7%) se sugiere que el anillo
heterociclico se forma por una reaccidn de condensacidén entre
el 3-fosfato de gliceraldshido y dcido aspartico. Kl derivado
piperidinico que se forma se deshidrataria y por deshidrogena-
cion se pasarfa al deido quinol{mico que por desecarboxilacion
pasarfa al dcido nicot{nico (XVI).

Es sugestivo que en Esgherichia goll la glicerina y
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el deido suce{nieo son también precursores del deido nicot{ni-
00 (78), mientras que Mothes et al. (79) han encontrado que el
acido aspartico-1 ,lb-clu-ﬂls y la glicerina sirven como precur-
sores del anillo piridinico del dcido nicot{nico en el Mysabag-
jerium tubersulosis. Dada la gran actividad metabolica de es-
tos metabolitos es indudable que no se podra sonocer el meca-
nismo de formacidn con cierto detalle hasta que no se hayan
leterminado las enzimas responsables de los procescs (59).

Desde hace diez afios se sabe que la ornitina -2—Clh
(XX) se incorpora en el anillo pirrolid{nico de la nicotina
(VII) (80, 81); y que el nitrdgeno proviene del grupo 6 -amino
7 0o del oC-amino de la ornitina (82). Se ha verificado que
1a DL- & ~N-met11-C1*- ornitina -2-C}* (XXI) se incorpora, sin
ruptura del N-metilo, a la nicotina con marcacidn exclusiva del
itomo C-2' (83) mientras que la DL-«C-N- metil -c* *_ ornitina
-2-Clu (XXII) se demetila y decarboxila dando putrescina (XXIII)
simétrica que se incorpora dando igual radioactividad en los
itomos C-2' y C-5' del anillo pirrolidinico.

Como la N-metil putrescina (XXIV) se incorpora sin
legradacidn al micleo pirrolidinico de la nicotina (84) y se ha
somprobado su oxidacidon "en vivo" (85) para dar 4-metilamino
utanal (XXV), el precursor directo de la sal de N-metil- Al-
pirrolinio (XXVI) que se incorpora sin tautomerizacidn a la
idcotina, Leete (86) ha propuesto el sigulente esquema de bio-
sfntesis del micleo pirrolid{nico de la nicotina:



1)-0!!
/(_L 'coz & 2)'002
HOOC
(Xx) ( XXIII) (Xx1I)
+CHy
g I N ﬂ
IHCI H IHEHa
(XXI) (A&dV) (LXV)
._Q
(IXVI)

Liebman, Mundy y Rapoport (87) han encontrado que la
incorporacidn de radiocactividad en la nicotina (VII) en Nisotia-
o zlutinosa por exposicidn de la planta a una atmdsfera de
l’(30 durante intervalos controlados de tiempo es bastante di-
ferente de la que se produce por experiencias clasicas de ali-
mentacidn con precursores del tipo de los mencionados anterior-
mente. De acuerdo con los autores, las condiciones de biesin-
Sesis en atmosfera de CO, se acercan mis & una sitmmeidn de
crecimiento normal por lo que es concebible que las otras expe-
riencias se realiszan a través de caminos biosintéticos aberran-
tes 0 de menor importancia.

ll’coz forma acido glicdlico (XXVII) eon igual mar-
cacidn en ambos atomos de carbono (88). Leeto ha propuesto
(86) que aquél puede reducirse a aldehido gliedlico (XXVIII)
que por condensacidf con dcido acético dar{a &eido hidrexibuti-
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“lco (XLIX). Pcr deshidratacidn se convertir{a en hemialde-
1do succinico (XXX) que por transaminacidén y N-metilaciédn
rwarfa dcido Y-metil aminobutirico (2XXI). La reduccidr de
este Wtimo darfa el Y-metilaminobutana’ (XXXII) que es el pre-
cursor de la N-metil-Al-pirrolide:[r_a ( XXVI).

c|:00H (lzﬂo oo ‘I’Hz —(l;}um CHy —c.iu
—_— CH4C — | J:

CH, OH CH,0H COOH  Ch ,OH CUOH CHOH
(XXV11) { AAVIL11) (aklay Jr (AAAj
O e T e

‘;’ GHO  CH_NhCH., CULh  Cn, Nnuh4 Yuvn CHuU

=)

| X

CHy (Xxx11) (4aX1)

(xxv1)

Este ejemplo, junto con otros que se encuentran des-
eriptos en la literatura (82-86) ilustran el hecho de que los
precursores administrados en forma exdgena pueden incorporarse
por caminos biosirtéticos distintos de modo que la ubicacion de
los mismos en el proceso de biogénesis real no es siempre segu-
ra y que los datos experimentales deben interpretarse con cler-
ta precaucion.

El amino deido lisina (XXXI1I) es un buen precursor
del arillo piperidinico de vurios alecaloides y de otros produc-
tos naturales (5%). La administracidn de lisims-2-Cl s Jiigo-
ilana glauce produce anabausina (VIII) en la que la marcacidn
esta 1imitada solamente al atomo de carbono 2' del anillo pi-

peridfnico, mientras que el dtomo de nitrdgeno se origina sola-

mnte en el grupo amino £ de lisina (55). Eatos resultados
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erTattieron propomer un esquema de bios{ntesis en el que el ani-
1o nitrogenado reducido se forma a partir de lisina a través del
icldo of =ceto- ¢ -aminocaproico (XXXIV).

—_— —_— —
ﬁ' m/O\*h /E’j
HOOC Nuz “2 HOUU 2 HOOL N

( XxX11I) ( XKAIV) ( ARAV1)
—
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H | H = H | y H
H N al N
| Z+/ (vill)

)
4, 1,6 =dihidronicotinico

Este parece ser ademas el camino principal de formacidn
ol acido pipecolico (X) a partir de lisina en ratas y en Neuro-
ora cragsa (89,90). Sin embargo, la incorporacidn de lisina-
»-Clk,2-t, con la retencidén del tritio del C-2 (168), en la ana-
asina, la N-metil pelleterina y la sedamina, indica que el dci-
o A'-piperedein-2-carboxilico (XXXVI) no es un intermediario
n estos casos, lo que nuevamente significa que los resultados
o experimentos de incorporacidn de precursores marcados se de-

n interpretar con mucho cuidado.

(l l\/j\i N-metilpelleterinu: R'=0, R* Cigy
H
L,

(x)



LCALOIDES DE i CICUT
Los alcaloides de la cicuta (Copnium maculatum) tambien
han sido estudiados por el método de precursores marcados. Has-
ta hace poco (65) se aceptaba que el ciclo piperidinico de los
mismos se originaba, también, a partir de la lisina (XXXIII).
Robinson (91) sugirio en 1917, que la comiina pod{a originarse
por condensacidn de l-piperideina (XXXVI) (originada de la 1li-
sina) con el deildo acetoacetico (o mejor dicho un equivalente
del mismo que a su vez se origina en el acido aceético o un equi-
valente). La descarboxilacidn del producto de condensacion con-

ducirfa a la isopelleterina (XIXXVII) cuya reduccidon permitiria
pasar a la coniina (1).

ﬂ O ] Jjj
; + ———-> "
053/“ \ﬁﬂz SN CH{c\(i N
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aig’ “ung ing” g
( XXXVII) (L)

Por analogfia con los resultados obtenidos con la
anabasina, Battersby (65) considerd que esta ruta, via lisina,
(DXIII) podria ser la mas correcta. Schiedt y Hoss encontra-
ron, en 1958 (92), que se formaba coniina radioactiva cuando se
sministraba lisina uniformemente marcada con cll’. Estos re-
sultados parecen ser consistentes con la hipdtesis de Robinson
(91), aunque no se degradd al alealoide para determinar la dis-

tribueidn de la radioactividad.
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En 1957, K. Biemann, G. Buchi y B. H. Walker (93)
enunciaron la posibilidad de que estos alcaloides podfan origi-
narse por via blogeneética basada en el dcido acético y el amo-
nfaco en la que el anillo pireridinico de los mismos se forma a
partir de un dcido poli-/3-cetdnico.

0 ‘ Nh
CH,CO0H — - ?, o) ~° i S
Una/t v N
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cu/\)\ N CHg N
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Este esquemsa blogenético fue considerado independien-
temente por Battersby (o5) y por Leete (58,9%,15) Este 1ltimo,
luego de haber encontrado que la cicutd no incorpora lisina-2-
i (9%) en el extracto crudo de sus alcaloides, halld que, en
ambio, cuando se suministra acetato -1-011’ (58) se aisla ooni-
na radiocactiva cuya actividad se encuentra localizada on las
wsiciones indicadas en el esquema anterior.

Para determinar la distribucion de la radicactividad
ncorporada en la coiina de diversos compuestos marcados, como el
F-oxooctanal-6-cll’, considerado precursor immediato (156), el al-
alolde se sometio a las sigulentes reacciones que ilustran el
esultado de administrar acetato 1-01'*:
na oxidacidn de Khun-Roth dd deido acético, como unico pro-

to, ‘
5(\3
2.
6 l‘k/\b'ﬂ
H 1 3'3
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(e ludgo sometido a una reaccién de Schmidt produjo didxido de
carbono (del C-2') con cerca de 1/% parte de la actividad del
icaloide, ademis de metilamina (del C-3') que s0lo tiene una
parte m{nima de la actividad.

La cuaternizacidon de la coniina seguida de una reac-
yi6n de eliminucion de Hofman dié una mezela de dimetilamino-
etenos (DXXVIII) y (DXAIX)

Q/N “ [‘l/\.h m/\
H N \ i N i
w("\ 3 N 3 SN 3
3 CHy CH, CHy CH. CH,

(AAAV1LD) (AAALA)

|ue se redujeron con hidrdogeno sobre paladio. Por una nueva
letilacidn y cuaternizacion se obtuvo una mezela en proporcion
le 3a 1l de iodometilatos (XL) y (XLV) Qque se separaron por
rromatografia en alumina.

1 fodometilato del l-dimetilaminooctano (XL) se sometid a una
legradacién de Hofman seguida de tratamiento con tetrdxido de
salo formindose un diol (XLI) que se desdobld, con metaperio-
ato de sodio, en formaldehido, proveniente del C-=6 (con 24% de
a aotividad total) y heptanal (XLII) que se oxidé con perman-
anato de potasio dando dcido l-heptanoico (XLIII)

H
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cual sometido & una reaccidn de Schmidt liberd didxido de
‘bono proveniente del C5 (1% de la actividad) y hexilamina
JAV).

5

4
EO co
nty N3 sehmidt o 2
—_——
I1) . Il 2 2! 3
0 CH3 GH3

(wrrr) Y (xL1v)

La hexilamina (XLIV) se tratd con iloduro de metilo
mindose el iodometilato del l-dimetilamino hexano. Este
ipuesto se degradsé de la misma manera que el (XL) liberandose
C-4% de la coniina como formaldehido (22% de actividad) y el
| como di6xido de carbono (1.5% de uetividad).

El compuesto (XLV) iodometilato de 4-dimetilamino
ano, se sometid a una reaccidén de eliminacidn de Hofmann pro-
11éndose una mezcla de 3- y 4-octeno que se oxldd con te-
ixido de osmio y luego con permanganato formdndose una mezela
deidos valérico (XLVI), buti{rico (XLVII) y propidnico(XLVIII)

) 86 separaron por cromatograf:[a sobre columna de sf{lica.

CH3)2 (XLV) (»)
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Bstos dcidos se sometieron a la reaccidn de Schmidt
lberandose didxldo de carbono. Del acido propidnico se sbtu-
) 60, proveniente del C-1' con 1.3% de actividad. E1 dcido
1érico no se pudo degradar y del dcido butfirico aislado se
lbero el CO, proveniente de C-2 y C-3, La actividad del C-2
%% de la actividad total) se obtuvo por diferencia, ya que de
)8 datos anteriores se conocia la actividad en el Cye

La mas reciente de las rutas biosintéticas que se re-
leren a alcaloides piperidinicos conciernen a los modos de
rmacion bioldgica de algunos alcaloides como las esquitanti-
i3 (L) que poseen en su esqueleto carbonado, un sistema mono-

irpénico.

Las esquitantinas fueron estudiadas inicialmente por
es grupos de investigadores (19,21,23) que aislaron de las
jas del Skytapthus acutus Meyen, una Apocinacea de la zona de
acama chilena que se conoce con el nombre vulgar de "cuerne-
1lo", un alcaloide volatil por extraccion metanolica y poste~
or arrastre del extracto con vapor de agua. El1 alcaloide fué
entificado como un l{quido relativamente volatil (p.eb.622/l.5mm)
e produce algunas sales cristalinas, entre ellas un picrato
»£,127-128) que se ha utilizado para su purificacidn.
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La deshidrogenacion de esta base con paladiocarbdn
levo a obtener un compuesto piridinico polisustitufdo opti-
mente inactivo de férmula CoHj3N.(23). Se infirié que el
roducto de deshidrogenacidn era polisustitufdo porque por
tidacidn con permanganato de potasio no se obtuvo un dcido
lridinmonocarboxilico (20). De acuerdo con los resultados
wl{ticos que permit{an dar como fdrmula molecular Cq7Hoq N
ire la esquitantina (con un grupo Ne-metilo y dos C-metilo) la
stencion del compuesto piridinico con retencion de todos los
tomos de carbono del esqueleto carbonado indicaba la presen-
la de un segundo ciclo (20).

Descontando los cinco dtomcs de carbono del ciclo pi-
Ldﬁﬁxo'y los dos que corresponden a los grupos C-metllos, de-
srminados por el método de Kuhn y Roth, ademds del carbono del
mpo N-metilo, quedan tres atomos de carbono disponibles para
yrmar el segundo ciclo. Como este sobrevive inalterado la
aceldn de deshidrogenacidn se puede adelantar la suposicidn
) que es un ciclo pentaatdmico.

El hecho de que el esqueleto carbonado del alecaloide
)8ee diez dtomos de carbono con dos grupos C-metilo indujo a
irini-Bettolo y sus colaboradores (20) a suponer que pertene-
[s a 1a clase de sustancias monoterpénicas. En base a esta
posicién y a la probable existencia de un ciclo pentaatémico

) pueden escribir las sigulentes estructuras probables:
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CHa
HgC CHg
3 H3
CH,
7 l

ch
3

Ha

(LI) (LII) (LIII)
La estructura (LI) es la mis probable por cuanto exis-
ten otras sustancias mono'terpénicas que poseen este esqueleto,

como la nepetalactona (LIV) y la iridomirmicina (LV) (20).

H3G 3 H 3¢ CHy

0 [ EN )
(LIV) (Lv)

El espectro de resonancia magnética nuclear del pro-
ducto de deshidrogenacion, estudiado por Djerassi, Kutney,
Shamma, Shoolery y Johnson (23) aportd evidencias en favor de la
estructura (LI) por cuanto se revelaba la presencia de dos pro-
tones aromiticos a &= 8,01 y 8,11, respectivamente, desplaza-
aientos quimicos que son ti{picos de protones situados en posi-
elones o de un anillo piridinico (95), al mismo tiempo que los
valores ligeramente diferentes de los mismos indicaba que se te-
nfa entre manos una piridina sustitufda asimétricamente en las
posiciones 3,4 y 5.

Uno de los dos grupos metilo estd situado en el nu-

¢leo pirid{nico porque aparece desplazado a campos mas bajos



-dle

[é= 2.18) que el segundo (d= 1.27) cuyo desplazamiento quimico
lndiea que estd mis protegido electronicamente y por ende situa-
lo sobre un dtomo de carbono saturado del nicleo pentaatdmico.
demds este segundo grupo metilo estd colocado sobre un ecarbono
iet{nico por presentarse desdoblado ( J = 7 8ps.) al pertenecer
v un sistema del tipo: \GH—CH
/ 3

Djerassi, Kutney y Shamma (23) ubicaron al primer gru-
0 metilo en la posicidén 3 del micleo piperidinico como resulta-
lo de una degradacion de Hofmarm practicada sobre el iodometi-
ato de esquitantina (LVI) que condujo via el correspondiente
ietino (LVII) a la metilcetona (LVIII) y formaldehido por ozond-
lisis,

By Hy  HgC CH3 H
owy 03 H’c\ﬂ y
—
CHa +
(2] 1
¢ 120w [ N
0 H C/ \CH3

HyC CHy B3C  CHy 3
(Lvi1) (LV1I) (LvI1I)

La oxidacidon del compuesto (LVIII) por el método de
ayer-Villiger con acido trifluorperoxiacetico produjo el aceta-
o (LIX) ouya saponificacidn y oxidacidn posterior con tridxido
o cromo dio la cetona ciclica (IXI) cuyo espectro infrarrojo
ndicaba que se trataba de una ciclopentanona sustitufda
1745 eo™l). Como consecuencia de esta serie de reacciones

ebe ubicarse al grupo metilo en la posicidn 3 del nucleo pipe-

1d{nico.
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CHaC0 — O
3 CH3 0 CH,
| CPiCO3H L
LVIII) . N e

/3 /
HaC  Chg HgC ¥H3 1:13/ \CH3

(LIX) (LX) (LXI)

Tanto el grupo de Marini-Bettolo como el de Djerassi
0,23) confirmaron posteriormente la asignacidn estructural en
vor de la formmla (LI) por medio de una comparacidén directa
1 producto de deshidrogenacion con la actinidina (XIV). Este
caloide pertenece, también,a la serie incipiente de bases na-
rales monoterpenicas entre las que se deben incluf{r a la chak-

m (cap.I) y a las esquitantinas que se discuten en esta par-

de la tesis (24).

c
By / cu,

o |
N-

(xxv)

Con posterioridad, Eisenbraum, Bright y Appel (19) de-
straron que, en realidad, la esquitantina natural descripta
r los anteriores autores es una mezcla de tres diasteroisdme-
3 (oQ,ﬁyJ) de la misma formula estructural (LI).

La purificacidn del picrato natural obtenido por el
scedimiento de Djerassi y sus colaboradores (23) y de Marini-
ttolo y su grupo (20) produjo el aislamiento deﬁ ~eaqui tantina
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atural con caracter{sticas f{sicas ligeramente diferentes a las
leseriptas para el producto aislado con anterioridad. E1 exdmen
el mismo por cromatograf:fa gaseosa reveld la presencia de cua-
r0 plcos bien resueltos de los que se pudieron aislar en forma
reparativa tres bases que se denominaron, respectivamente

(-esquitantina, S-esquitantina y & -esquitantina (19).

H3C < CH,

CHy

Eisenbraum, Bright y Appel demostraron, ademas, cuales
'an las configuraciones relativas de estos tres isdmeros por
dio de correlaciones quimicas con los correspondientes dcidos
petalinicos (ol, Y ¥ yvd) de configuracidn (96,97,98) y este-
oquimica (99) conocidos, que fueron preparados de acuerdo con
itodos anteriores (100).

Los acidos nepetalinicos (ILXII) fueron reducidos con
druro de aluminio y litio a los correspondientes dioles(IXIII)
e se convietieron en sus tosilatos (ILXIV). Bl tratamiento de
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o8 con metilamina en reaccidn a temperatura y en un tubo
rado produjo la conversion en los correspondientes este-

isomeros de las esquitantinas.,

LiAlH
>° o, — u,c/ 'QL\
130 | |

COOH Co0H CHa0H CHgOH
H
CH
) H\ NH:CHa Hsc 3
- Cﬂs H
~
By j N
CHzO'rl HZOT' ‘
QHj
(Lx1v) £-8-%-d

Casinovi, Delle Monache, Marini-Bettolo, Bianchi y
barino (21) realizaron una sintesis similar de la X yx-os-
tantina & partir de los correspondientes dcidos nepetalini-
, utilizando como Wltimo paso de las series de reacciones,
iclacion de los correspondientes dibromuros (LXV) con meti-
ina, en condiciones similares a la sintesis anteriormente

sripta.

H, . o CHaNHp
3
CHaBr CHoBr
Lxv)
H, H CHaNHg
* CHj
B30

R
CH:Br CHaBr




Para obtener la d -esquitantina, Marini-Bettolo y sus
colaboradores (21) partieron de la iridomirmecina (LV), com-
puesto monoterpénico obtenido por Pavan (101). La serie de re-

acelones utilizadas son seme jantes a las descriptas anterior-

mente,

H
Hac ~ . H Hac ~
H H LiAlH4
070 Cﬂz()H cuzoﬂ
P Bl‘s
, ClTs
/ HaC~
032(1) cuz( X)

(X): Br o' C1Ts

o

cH 3

Es interesante destacar que Marini-Bettolo et al. (21)
obtuvieron por tratamiento del deido nepetédlico (IXVI) con meti-
lamina la amida (LXVII) que reducida catal{ticamente con hidré-
geno sobre platino condujo al compuesto (IXVIII) que por reduc-
¢ién con hidruro de aluminio y litio se pasd a la { -esquitan-
tina, mientras que la reduccidén inicial de la amida (LXVII) per-
mitié obtener la deshidroesquitantina (IXIX) cuya reduccidén con
borohidruro de sodio did, en cambio, la o -esquitantina.



(LXVI) CH
(LXV1I)
H . H CH
H3c\ . Hy h3C_ . 3
Hgs Pt H WAL H
Lvii) ———* H 0 e
| -
cH CH3
(LXVIII)
H H
HyC CHg H3C 3
u‘ll‘l‘ I BH‘N‘ B
WIl) —— —_—— \ N
N
| | X
CHgy CH3
(LX1X)

En 1963, Marini-Bettolc, Appel et al. (22) han des-
ipto el aislamiento de un alcaloide no wolatil de los extrae-
)8 basicos de Skvtanthus acutus. Este alcaloide fue anterior-
mte mencionado por Appel y Miller, en 1961 (102).

En base a la interpretacidn del espectro de reso-
incia magnetica nuclear los autores (22) han atribufdo las
itructuras (LXX) o (IXXI) a este alcaloide, que posee un grupo
droxilo aleoholico terciario.
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" H ci, y H CHj
HO 8 H H
r N
Gl L,
(LXX) (LXXI)

El alcaloide posee un grupo N-metilo (d = 2,3) y un
grupo C-metilo que aparece en el espectro de resonancia magne-
tica nuclear a O = 0,82 desdoblado por vecindad con un grupo
net{nico, mientras que el otro grupc metilo no se presenta
copulado con ningin otro proton a O = 1,2k,

El tratamiento de esta base con cloruro de tionilo
produce la formacidn de una base no saturada idéntica con otro
alealoide volatil del Sikytanthus acutus que fuera obtenido por
Casinovi, Delle Monache y Marini-Bettolo (22) por medio de una
cromatograff{a gaseosa preparativa,

Este alcaloide que ha sido llamado deshidroesquitan-
tina presenta en el espectro de resonancia magnética nuclear,

un singulete a J = 1,50 que puede atribuirse a una agrupacion,

AN e

c

N

cus

pr lo que el alcaloide puede poseer las estructuras (ILXXII) o
(LXXIII), en concordancia con las estructuras propuestas para

la hidroxiesquitantina.



Hac\ < CH

3
H
7
H3 (.lnia
( LXXII) ( LXXIII)

La reduccidén catalitica de la deshidroesquitantina
XXIII) produce la J -dsquitantinu (22).

En 1967, Adolphen, Appel, Overton y Warnock (103) ob-
vieron juntamente con la hidroxiesquitantina antes menciona-
y que denominaron hidroxiesquitantina I- un segundo alcaloide
droxilado en muy pequefia cantidad - hidroxiesquitantina II -,
las hojas de Skytapthus acutug. En este trabajo (103) los
tores aclaran la estructura de ambos alcaloides por compara-
’n de los datos espectroscopicos de los mismos.

Como en el espectro de r.n.m. de la N-metil piperidina
diferenclan los protones ecuatoriales de los axiales, perte-
sientes a 1los dtomos de carbono en posicidn K - respecto del
1po N-metilo, debido a que los primeros aparecen como dobletes
sampos mas bajos (0,8 -1,0 p.p.m.) que los axiales (104), por
ilogla se interpretan los espectros de r.n.m. de las dos hi-
»xiesquitantinas. Er la HS-II las sefiales de los protones
iatoriales se presentan desdoblados en mayor grado por otros
)tones vecinos, mientras que en la HS-I solo uno de los picos
encuentra desdoblado de esta manera. Por lo tanto el grupo
lroxilo terciario se puede ubicar en el anillo piperidinico
'a la HS-I y en el anillo pentaatdmico de la HS-II de acuerdo
| Jas estructuras (IXX) y (LXXI) respectivamente.



lH3 CHg
(LXX) (LXXX)

Esto queda corroborado por la aparicion de los iones
(IXXIV) y (LXXV) en el espectro de masa de HS-II los que pueden

H3 RN HaC
H

'|' I

CHj CH,
n/e=110 VA ER

olo atribuirse como provenientes de la férmmla (LXXI), Bn con=-
scuencia corresponde la estructura (IXXIII) a la deshidroes-
uitantina.

Recientemente, H. Auda et al. (105) han encontrado por
n cuidadoso andlisis por cromatografia gas-l{quida de las frae-
iones alcalofdicas voldtiles de plantas de Skytanthus acning
w la /J-uquit.mtm predomina en todos los tejidos de las
ismas, mientras que la re{z oontiene hasta un 5% de alcaloides
otales. La ﬁ-osquitantim juntamente con el isdmero o *:la
eshidroesquitantina constituyen cerca del 90% del contenideo
otal en bases, mientras que el 10f restante esta compueste por
tS-uquitantim y por lo menos otros cuatro aloaloides de es-

ructura desceconcocida.
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Vale la pena mencionar que no se ha encontrado al isé-
) como producto natural mientras que la deshidroesquitan-
, 36 encuentra presente en todas las partes estudiadas de la
ta. La & -esquitantina se encuentra localiziada preferente-
e en la rafz.

La biosintesis de los alcaloides volatiles del Skvtan-
, dgutus se investigo por administracion de dcido DL-melavd-
_2_014 a tallos verdes de plantas maduras en floracidn, pro-
éndose una incorporacidén de radioactividad,que fué negativa
do se intento el mismo experimento con DL-lisina-2-Cll" que,
se ha observado ya, es un precursor eficiente de los alca~
es piperid{nicos del tabaco y de la alfalfa (59).

La incorporacidn de radioactividad del acido melavd-
junto con la incapacidad de la lisina de actuar como pre-
or suministra una evidencia en favor de la teorfa de que el
eleto carbonado de las esquitantinas se origina en un pre-
or isoprenoide. Los resultados de H. Auda et al. (105)
irman, en este sentido, los datos preliminares de Casinovi
rini-Bettolo (106) sobre la incorporacion del mismo precur-
en la /9-03qu1tant1na por medio del uso de raices esteriles
radas de Skytanthus acutus M.

Si las esquitantinas utilizan como precursor al acido
amlénico-2-clh como resulta de las experiencias de ambos

os de autores, la /4 ~esquitantina alslada de los experimen-
jebe poseer la radicactividad localizada en las posiciones

y 9y 10.



-5l

Dimevalénico, 2~ C“’

Con el obJeto de poder determinar la radiocactividad
lativa en estas posiciones, H. iuda y colaboradores (105)
allizaron las degradaciones quimicas que se resumen en el es-

ema siguiente:

Ty 2)Agzo

G. G CH
N

CHy  (LVLI)

CH 3

*CH
2 3 Chy (LXXVII)

@® N
H3e” | i

OH




CF3CO3H . oy
(LV1I1) al kizC \(;/0
ﬂ u\ (LIX)
HaC ~ CH3
49 £ wustiv,
Q@ ®
(LIX) Bl CH4Co0H
S %A activ,
H3G/ \CH3 * Y

Puede observarse gue algunas de estas reacciones de
degradacion fueron descriptas previamente por DJjerassi, Kutney
y Shamma (23) y que permitieron a Auda et al. (105) obtener la
radioactividad correspondiente a los dtomos C-3 y C-l, C=9,

La determinacidn de la radiocactividad presente en el
dtomo de carbono 10 se establecid por una oxidacidn convencio-
pal segun el método de Kuhn-Roth, realizada en la./g-esquitan-
tina. De esta manera se obtiene un acido acético cuya radio-
actividad corresponde a la suma de las de los atomos de carbo-
no7yl0y 4%yo9,

La transformacion del metino (LVII) en el 4xido de
amina (LXXVI) permitid llegar al dieno (LXXVII) por una reac-
cidn de eliminacion térmica de Sxidos de aminas con lo que se
comprobé que la actividad incorporada a la./?-esquitantina de
la L-metil-clh-metionina se localiza totalmente en el N-metilo
(C-8) ya que el dieno (LXXVII) no tiene radiocactividad.

En las férmulas que figuran a continuacion se pre-

sentan los porcentajes relativos con que la radioactividad
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suninistrada por el precursor se ha distribuido en los diferen-

tes atomos de carbono de la ﬁ-esquitantina, en plantas de dis-
tinta edad. '

1,3 ailos
- 44 4
3575¢\ H
Hgl . _ 0{3
< 5%
~H
5 £ 77y

lllg Cii3

Los autores sugieren que los resultados diferentes
pueden deberse a distintos tipos de control enzimitico, tales
como inhibidores distintos o niveles diferentes de accidn en-
zimitica, en las plantas de diferente antigiiedad. No se co-
nocen con certeza los pasos biosintéticos que llevan a los
diferentes isdmeros de la ﬁ -esquitantina y aunque no se sabe
el significado de los resultados diferentes obtenidos con
plantas de distinta edad, puede haber alguna relacion entre
la edad y 1los modos de formacidn de los diferentes estereoisd-

reros en esta planta (105).
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ENCONTRADOS EN La CASSIA CARNAVAL SPEG.

LIIROJUCCION,

Se detallan iniclalmente en este capi{tulo los traba-
jos sobre la carpaina que tiene dos micleos piperid{nicos idén-
ticos entre s{ y a su vez con los de la cassina y de la carna-
valina,

Por medio del estudio de reacciones quimicas, tanto
de degradacidn como de si{ntesis aplicados por distintos grupos
de investigadores desde el aislamiento de la carpaina en 1890
hasta fecha reclente, se logré determinar la estructura del
compuesto formado en la hidrdlisis de la carpaina y que corres-
ponde a la mitad simétrica de su molecula.

Recien en los Ultimos afios la aplicacion de métodos
t{sicos permitieron obtener la configuracicn absoluta y la f£or-
mla molecular del alealoide. Todo ello contribuyé a que es-
tuvieran sentadas las bases para la determinacion de la estruc-
tura de la cassina que se describe a continuacion .

Los alcaloides aislados de la Prosopis africana pre-
sentados al final del capf{tulo poseen un micleo piperidinico
lgual al de la Base III que se obtuvo en este trabajo por lo

jue se le denomino prosopinona.
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Bntre los alcaloides piperidinicos que por su estre-
cha relacion con la cassina y los otros alcaloides aislados de
la C. carnaval, merecen que se mencionen en detalle, estdn la
carpaina y la pseudocarpaina, cuyas estructuras fueron diluci-
dadas por una combinacidn de métodos quimicos de degradacidn y
sintesis y métodos fisicos, especialmente por espectroscopia

de masa (107).

La carpaina fué aislada por primera vez por Greshoff
en 1890 (108) de extractos de hojas de Carica papsya L., una
planta que se ntiliza en la actualidad en la preparacion de
productos me dicinales. El alcaloide fué investigado por Merk
(109) y por van Rijn (110), quien preparo diversas sales del
mismo y determind que se comportabs como una base secundaria
de formula CiyH 50, N.  Varios afios mas tarde, en 1910, Barger
(111) establecid que la carpaina posef{a una funcidn lactona y
que no era una lactama. Por hidrdlisis dcida y alcalina de la
carpaina obtuvo el dcido carpamico que presenta un grupo carbo-
xilo y un hidroxilo alcohdlico 1libres, Barger establecid que
su composicion correspond{a a la formula C14Hpn05N.  Como no
se pod{a volver a formar carpaina por deshidratacion y cicla-
cién del dcido carpamico, Barger, Girardet y Robinson (112) su-
pusieron, en 1933, que no se trataba de una d o ¥ lactona sino
de una/! lactona o de una superior con mas de siete dtomos en
el ciclo oxlgenado. Encontraron asimismo, que la carpaina se

deshidrogenaba con selenioc al vacfo para dar una base nombrada
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arpirina con cuatro atomos menos de hidrogeno que podia rege-
erar por reduccidn una base similar a la carpaina. La carpi-
ina daba reacciones de pirroles. Robinson y colaboradores
ncontraron, tambien que en la oxidacion de la carpaina con
eido nitrico y con permanganato de potasio en condiciones 1li-
sramente alcallnas se producen respectivamente, 1l0s dcidos
zelalco y subérico. Con estos resultados, Barger y Robinson
l12) propusieron como formulas provisorias para la carpaina,

18 estructuras (I) o (II).

ekl Tl G
'Il Chg)7— CH—CH, N H3~C : ”‘Zﬂz N cl;__ic 3k
| k L

(1) (11) {11I)

En 1937, Barger, Robinson y colaboradores (113) se
vnunciaron en favor de una nueva estructura (III) al encon-
ar que la carpafna y algunos de sus productos de degradacion
sefan un grupo C-metilo de acuerdo con determinaciones por el
todo de Khun y Roth. Consideraron, ademis, que una funcién
ctona con diez atomos en el ciclo oxigenado explicaba me jor

imposibilidad de regenerar carpaina a partir del acido car-

mico, por la dificultad de lograr una ciclacidn de este tipo.
formulacion del dcido carpamico como alcohol terciario en
gar de secundario parec{a explicar mejor otras propiedades
1 mismo, eliminindose de esta manera otras estructuras posi-

es para la carpaina.
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En 1951, se reiniciaron investigaciones sobre este al-

caloide piperidinico, debiendo mencionarse especialmente los tra-

bajos de Rapoport en los Estados Unidos (11%) y de Govindachari
y Narasimhan en la India (115). La existencia de una cadena
carbonada no ramificada de por lo menos l% dtomos de carbono en
contradiccidn aparente con las primitivas formulas propuestas
por Barger y Robinson e incompatibles con la formulacion (I11),
fué demostrada por Rapoport y Baldridge (114) realizando una de-
gradacion de Hofmann que condujo luego de una serie prolongada
de repeticiones del proceso con hidrogenacion en cada una de

las etapas a un producto libre de nitrdgeno que por hidrdlisis
alcalina liberd acido mir{stico (Cl%)., Combinando este resul=-
tado con el aislamiento de dcido subérico por oxidacion de la
carpafna (112), queda establecido que en esta cadena de 1l dto-
mos de carbono, existen por lo menos siete grupos metilenos su-
cesivos sin sustituir.

Rapoport y Baldrige demostraron, asimismo, que el nu-
cleo nitrogenado de la carpaina no es pirrolidinieco sino pipe-
rid{nico. Por deshidrogenacion de la carpaina con paladio-car-
bon al 5% en p-cimeno hirviente se obtiene con pérdida de dos
moles de hidrogeno el deido desoxicarpirinico, de formula
¢, 10,8, que por oxidacidén con permanganato de potasio produ-

ce dcido 2,6-piridindicarbox{lico (116). 3

- 4
Hy, 0, N Mo 0% |
G4 Hy Og .
HOOG Cood
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La condensacidn del dcido 6-metilpicolinico con el
hemilhadehido hemiéster del dcido subérico (7-formilheptanoato
de metilo) segun el procedimiento de Hammick (117) condujo al
compuesto (IV) cuya funcidn alcohol secundaria se redujo por
halogendcion con cloruro de tionilo v eliminacidén del huldgeno,
que queda reempldzdado por ur dtomo de hidrégeno al reducir con
zinc en acilo acético. Se obtuvo de esta manera el éster me-

t{lico del dcido 8-(6'-metil-piriif{n -2') octanoico (V) que

resultd ser idéntico 4l éster metilico del dcido desoxicarni-

r{rico (118).

S X
+ O=CH ~(CH,) -coocn2
HyC Hac N ?H'( 053)6-000083
oH

COOH
(1v)

| N a I N
- - L -
B3o~ SNTTNCH ~(CHg) -CO0GH;  Hae” BTN (Cligs -GOUGH;
(V)

Con estos datos quedaba establecida en gran parte la
)structura del dcido carpimico exceoto que faltaba determknar
a v0sicidn del gruro hidroxilo alcoholico del mismo gue, de
cuerdo con lc indicado por Barger y Robinson (112), intervenia
n la formacidn del ciclo oxigenado de la lactona en la moléeu-
a de carpaina. Con este fin se sometié dal carbonato cuater-~
ario del ester metflico del dcido N-metilcarvamico (VI) a dos
egradaciones sucesivas de Hofmann con posterior reduccidn, ob-
eniéndose finulmente una mezcla de compuestos saturados no ni-

rogenados que se oxidaron con dcido cromico en dcido acético



glacial., Se identificaron como productos de esta serie de re-

acclones a los acldos l2-cetotetradecanoico y dodeeandioico (119).

0.
HO =
m ¥ 06 uaﬁ(cu,),, ~COQu
H4C /l\ Cﬂzl, -COOCH; ———
HyC CH, HOOG/\I\

(v1) ( Clbg)y ~GO0M

El aislamiento de un 4dcido carboxflico de catorce a-
tomos de carbono con un grupo cetdnico en la posicidn 12, es de-
eir. separado por un dtomc de carbono del grupo metilo terminal
y del dcido dodecandiclco establece que el grupo hidoxilo deber
estar situado en la posicidn vecina al grupo metilo en el nu-
cleo piperidinico por lo que la carpaina se puede representar
por la férmula (VII).

C=0

HaC NI (Cﬂz)v (vi1)

Cuando se tratd carpaina con hidruro de aluminio y 1li-
tie se formd un compuesto con un grupo alecoholieo primario al
reducirse la funcién laectdnica, al que se denemino carpamadiol
(115). El mismo se transformo emn carpamel (IX) (120) por elimi-
nacién del grupo alcehdlice primario. Esta elimimacion se llevod
a cabo por tratamiente cen clorure de tionilo y reduccidn del

compuesto halogenado nuevamente con hidruro de aluminio y litio.



. carpamol (IX) fué deshidrogenado con paladio-carbdn transfor-
ndose posteriormente el grupo hidroxilo fendlico del compuesto

rid{nico obtenido, en su éter met{lico por reaceidén cdan diazo-

tano.
H0 1) C1,50 HO
—_—
3) ALLiH,
HqC N (CHg), ~CHZ08 HgC X (cﬂa)v ~Ciig
H H
(vI11) (1x)
CH
1) Pa=C 3 | A
1) 72) Gaghiy _ ()

H3C N ( Gﬂg)., =CHg3

De esta manera se obtuvo el éter met{lico del hexa-
shidrocarpamol (X) que por oxidacidn con permanganato de po-
si0 y posterior descarboxilacidn del deido oL-piridincarbox{-
20 obtenido, condujo a la formacidn de 5-metoxi-2-octilpiri-
1 (XI) que se 1810 como picrato y se compard con el mismo

spuesto obtenido por sintesis (120).

CHaon 3530\(1

InO[ _ - CO

— 87 (cidg), -Gy — NN (i), -0l
(x1)

HOOC

Esta serie de reacciones confirmaba la ubicacion del
po hidoxilo secundario en la molécula del dcido carpdmico y
+ consiguiente en la carpaina (VII).

La confirmacidn de la estructura de la carpaina no se

:ablecid por sintesis del alcaloide mismo, sino por la sintesis
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16l éster et{lico del dcido carvirinico (.III), un producto que
6 obtuvo por deshidrogenacion del carpamuto de etilo (XII) con
érdida de 3 moles de hidrogeno, en ig:ales condiciones que las

lescriptas para la deshidrogenacion de la earpafna (115).

HO
X BN
Pd=C |
— P
e~ N (CHy), =COOCHs, H3C N (CHz), ~C00C g

(X1I) (X111)

La estructura del dcido carpirinico fué establecida
or tres proceiimientos sinteétic .s 1istintos.

En uno de los procedimientos se utilizd ruevamente
omo reaccidon decisiva, el méto ¢ de Hammick de descarboxila-
16n de dcido o(~picolinico en presercia de un compuesto carbo-
{1ico (117). Se utilizd el hemiuldehido hemiester de dcido
uberico (7-formilheptanoato de metilo) que se condensd c-n el
cido 5-metoxi-6-metil-2-picolinico (XIV) para dar con descar-
oxilacidn simultdnea el compuesto alcOholico secundario (XV).
0s autores no pudieron eliminar el grupo hidroxilo por una se=~
ie de reacciones similares a las deseriptas para la sintesis
el acido desoxicarpirinico (V). Sn cambio, el comuesto (XV)
1d: transformarse en el compuesto cetdnic: (XVI) por oxidacidn
on 116xido de manganeso. 'Ina posterior reduccidon de Wolff-
ishner y ru.tura de la funcidon metoxlilo con clorhidrato de

iridina did el dcido earpirinico (XVII) (118).



CH30~
| 0=CH—(CHa} ~-COOCH Cend,, -C0,
z + 2 3 2 o
Hyc” N7 cood 6
(xxv)
CH40 X
— I _ MnO
~ - : 2
HgC N CHO — (CHp) -COOCH; — *
(xv)
CHyO~ 1)¥.-K, Gy AN
| 2)Pir,, HCl ]
> ~ - MG l/
HyC” N 0 —(CH,), ~COOCH, 3 Cilg), -GooH
(Xv1) (xvi1)

Govindachari, Narasimhan y Rajadurai (121) partieron
e la S5-metoxipicolina que condensaron con el acetato del
-cloropentanol y amida-potasica en amonfaco ligquido obteniendo
1 acetato de 6=(5'-metoxi-2'-piridil)-p~hexanol (XVIII) que
educido con hidruro de aluminio y litio y tratado ocon cloruro
e tionilo did el correspondiente compuesto halogenado (XIX).
ste compuesto fue sometido a una sintesis malonica por reaccidn
on la sal sddica del éster maldnico y tratamiento posterior
on dcido bromhidrico. De esta manera obtuvieron al acido
-hidroxipiridinoctanoico (XX)

T .
< 4 C1-=(Chy) -0Oac _ _
¥ 3 5 O - Ny CHy) - Q4s

( xviII)
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-.P‘\ﬁ‘:,.
CH30~~ | CH, X
l 1) LilH, _ |
X - 2) Cl1,80 -
N CHy ) = Ohs ) Clg . dig), -G1
( XVIII) (x1X)
1) Na, éster malénico HO X
HBr l
(xax) ) - .
Cliz), -CO0H
(xx)

A continuacion, los autores introdujeron un grupo al-

coholico primario en la posicion o libre del nuecleo piridinico

por reaccion con formaldehido en medio bdsico y luego de este-

rificar trataron el compuesto alecohotico (XXI) sucesivamente

son cloruro de tionilo, reduc cidn catalftica y deshidrogenacidn

con paladio-carbon, De esta manera consiguieron transformar el

grupo alcohdlico primario en metilo, obteniendo el carpirinato

ie etilo (XIII) idéntico con el obtenido por deshidrogenacidn

iel carpamato de etilo (115).

HO
uzc 0 Dj\/j\‘ ago | S
”,

CHy), ’°°°°2“5 CLi,6~ N Clig)y =COC JHg

1l H.
(xx11) z; P:.? =
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De acuerdo con los autores, la reduscidn catal{tica
)] compuesto halogenado (XXII) condujo a una mezola de este-
oisdmeros que deben corresponder a la estructura del éster
(1  ocarpdmico (XII), aunque solamente describen a la meszcla
tenida como un aceite, (121).

Para obtener el dcido S-metoxi-6-metil-2~picolinico
[IV), utilizado en la s{intesis del dcido carpirinico (XVII),
\poport y Volchek (118) trataron el 2-acetilfurano con amonfa-
e En esas condiciones se produce una reaceidn de ampliacidn
31 micleo con formacidn de la 2-metil-3-hidroxipiridina (XXIII)
16 por una reaccidn de Kolbe-Schmidt se transforma en el com-

1esto (XIV).

ok -
-C N -
07 00 -Chy N 3 Ho0C -~ N7 i,

CH

(XXIII) (xIv)

Gruber (122) utilizd esta reaccion de ampliacion del
lcleo pentaatdmico del furaho para sintetizar el deido ocarpi-
[nico (XVII). ©Para ello tratd el aster etilico del dcido
~(5'=acetil-furano-2')-octanoico (XXIV) con amonf{aco a 1656
teniendo directamente el éster etflico del deido carpirinico
(III) que por saponificacidén se transformé en el dcido carpi-
(nico (XVII).



1) Niq HO X
l I 2) Hidrol I
HyC —0C 0 CHg), =C00G2By " G (cua)"-cooa'

HgC
(XxIv) (XV1iI)

En 1956, Narasimhan (123) logro ciclar el dcido car=
pdmico obteniendo carpaina., Tratd el clorhidrato de la base
con cloruro de tionilo y reflujo subsiguientemente el produeto
erudo de la reaccion en un gran volumen de cloruro de etilenmo
absoluto. Las dificultades experimentadas por investigadores
anteriorew (ver pdg.55 ) al intentar la ciclacidn del acido car-
pé.mico para obtener su lactona (o sea la carpaina) y las condi-
ciones del experimento de Narasimhan sirvieron para justificar
la estructura (VII) propuesta inicialmente por Rapoport y cola-
boradores (119).

Recientemente, Spiteller-Friedman y Sp'iteller estu-
diaron el espectro de masa de la earpaina y encontraron que el
ion molecular de m/e 478 corresponde al dimero de la estrustura
propuesta anteriormente. Para una me jor interpretacion del
espectro de masa de la oarpa:(.na, los autores (107) estudiaron
primeramente el espectro de masa del carpamadiol (VIII) y del
dideuterocarpamadiol (XXV) que se obtiene cuando se reduce la

carpafna con tetradeuteruro de aluminio y 1litio (107, 115).

ROV RSN
H3 N CHy), ~CH0H H3C : (GHz), ~CD0H

B
(vIII) (xxv)
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En ambos casos se obtiene un ion molecular M+ cuya
usa, 243 y 245 respectivamente, corresponde a las estructuras
VIII) y (XXV). En las formulas que se escriben a continua~-
ion se indican los diversos tipos de fragmentacion que se pro-
ucen en ambas sustancias al ocurrir el bombardeo por.electro—
es durante la determinacidn del espectro de masa. En ambos
asos el proceso mids facil consiste en la eliminacion de la
adena carbonada mas larga cor formacicn del ion base (XXVII)
¢ w/e 114, Este proceso esta indicado por la ruptura segin a.
1 plco base puede perder agua para dar lugar al idn (XXVIII)

e m/e 96, Estudiando el espectro de masa de la carnavalina,
smos encontrado que este proceso de degradacidn del idn de m/e
It ocurre realmente puesto que aparece un ion metaestable de

/e 81 (f= 96°/114= 81).

HO HO
a "Hao ‘
+7Y - Re + n™z 81 + .
i - H,c~ N H3G~ N
7 '

ByC 3 CH,), ~CH,0H 3 A
m/o - 114 n/e =96
(xxviI) (XxviiI)

Se observa tambien en ambos compuestos la formacidn
wundante de un idn de Masa M-59. El fragmento de masa 59 que
y plerde en este proceso no puede estar constitufdo exclusiva-
;mte por carbono e hidrogeno. Existen tres fragmentos proba-
.es que deben considerarse y son: C3H70, C2H302 y 0339H. Como
| ambos casos, tanto para el carpamadiol y dideuterocarpama-
0l, se produce la pérdida del mismo fragmento de masa 59, los

‘tores consideraron que se eliminaba el grupo C3H70 POr un

'oceso similar al que conduce en la piperidina a la apari-
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ion de un ion de m/e 43,

Cu,
— A . DU
;inh) (.4 ;40113 uzc\u¢ 2
L ! !
I/.:‘3

La formacion del frugmento se puede explicur por me-
0 de la ruptura b con anertura lel ciclo piperidfnico en la
don 2-3 y posterior eliminacion del gruvo atdmico mercionado.
te proceso de fragmentuacion es similar al deserinto para la
rmacion del ior de masa 114 puesto gue consiste en la ruptura

' una unidn en posicidn ﬁrespecto del nitrdgeno bdsico.

HO

b -) CHOH
"+ A QA (u

By [ (CHa), ~CX,0H By~ N T > -

) B BT o) -cxp0H
> + (GHg) =CXgOH
1t NN ¢ 2lg~C12 + CH, — CH, — CH 0K

|

Eoou

M- 59 (m =58 )

&n cambio, los procesos de ruptura ¢ y 4 son secunda-
0s y corducen a iones que se presentan con mucho menor abun-
ncla en los espectros de masa del carpamadiol y del dideutero-
rpamadiol. En el primer caso se produce la pérdida del grupo

.0 (0 de CD,0) con formacidn del idn de masa M=30 (c M!-32),



-68=

BO
- €X,0
'i' e 2
HaC N CHz)g =C+-CX, ' GHz) -cn:,3
|
H H

M- 30 (6 M' - 32)

indlogamente, en el caso de la ruptura segin d se pro-
uce la eliminacidn del grupo metilo of con formacidn de un ion
e masa M-15 (o M'-15) de muy baja intensidad. Este proceso
a sldo observado en el caso de la 2,6-dimetilpiperidina, en
uyo caso se encuentra que un ion fragmentario formado en este
ipo de degradacidn es el mis abundante en desmedro de la ruptu-
a del anillo piperidinico por procesos similares a los descrip-
0s para la piperidina y el carpamadiol (12%) y que ocurre tam-
ién en otros alcaloides piperidirnicos (125).

40 10
-cﬂs
ar —_— S
. ) d CH,) -CX0H
HgG A lI‘ (cu2)7 CX, 0 T a)., 3
H H

Las fragmentaciones indicadas justifican las relacio-
es estructurcles que existen entre el carpamadiol (VIII) y su
ideutero derivado (XXV). Asimismo el hecho de que en la re-
ueeion de la carpaina con hidruro de aluminio y litio (o deu-
eruro de aluminio y litio) se forman exclusivamente en cada
aso los compuestos (VIII) y (XXV) sirve para demostrar que la

structura de la carpalna debe corresponder a un d{mero de la

ropuesta originalmente por Rapoport (119), en la que en lugar
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de haber una funcidn lactona deben estar presentes dos funciones
ésteres que vinculan a dos partes estructuralmente idénticas.
De esta manera, la carpaina (XXXI) debe poseer un anillo hetero-
cfelico de veintiseis miembros lo que edplica también las difie-
cultades en obtenerla por ciclacidn o dimerizacidn del dcido

carpamico (112, 119).

(c"i‘z)v H Hg

ot :

™~

0 0

H ( Cﬂg) 7

(xxxx)

El espectro de masa de la carpaina (107) confirma es-
ta estructura pues con excepcion de la formacidn de iones frag-
mentarios debidos a la pérdida de dtomos de hidrdgeno y a la
eliminacidn de los grupos metilos situados en las posiciones ol
respecto de los dos atomos de nitrdgeno, se puedsn formar sola-
mente lones positivos por eliminacidn de las cadenas laterales
o ruptura de las uniones ésteres.

La apertura del ciclo de 26 atomos de la carpaina
puede producirse por una trasppsicio'n de Mclafferty (126) que
conduce por intermedio de la pé.rticipacién principal de un dto-
mo de hidrdgeno of , al catidn (XXXIII) de masa 335 con elimi-
nacion del grupo (GH2)7-002H. Una nueva trasposicidn de Me-
Lafferty lleva al ion de masa 96 que se ha mencionado anterior-

mente al describir el espectro del carpamadiol.



% (CHg)=-CoOH

HqG g CHy)
°“3 H
ZN
(;§§ / e |
m/e 33% B/e 96
(XxXx111)

El 1én XXXII vpuede degradarse también por ruptura de
a unidn entre el dtomo de carbono/é y el dtomo de ox{geno eté-
eo formandose el i6n fragmentario de m/e 240 al que debe corres-
onderle la estructura XXXIV. ©Este idn es el pico base del
spectro que origina por pérdida de una molécula de agua el iom
e masa 222, Este Ultimo proceso queda demostrado por la apa-

icidn de un pico metaestable de m/e 208.
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¢ AP
NN OH I
Hy ) g 032)7
<+,

- H,0°
N CHy, — 2 n/e 232
cHs —_— (CHg),, 3 I,M ./
cuz)., H I
H COO  m/e- 240

()
Una segunda trasposicion de McLafferty del producto
inicial de ruptura del 1dn molecular produce un ién de masa 239
(que es el segundo en intensidad en el espectro). Este i.o'nP
puede fragmentarse de dos modos, formandose de esta manera nue-
ramente el idn de masa 96 y un ion de m/e 110 para el que los
autores han propuesto la formula XXV que es en cierta manera

similar a un i1dn positivo de masa 110 que se presenta en el es-

sectro de la ¥ -conicefna (125).

H3 X CHz),,

B
H -
(Cigy K| _n HyG H%(cua)s GOOH

B/@ = 839

mE -+
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H

|

o /o =110 (XXXV)

ONFIGURACION D
E1l dcido carpdmico (XXXVI), producto de hidrdlisis de

la carpaina, posee tres dtomos asimétricos de ocarboro.

HgC g cua),,-com
(XxxV1)

Para determinar la configuracion absoluta de los ecar-
bonos asimétricos 2 y 6 del nucleo piperidinico, Govindachari y
Narasimhan (127) convirtieron a la carpaina en dcido desoxicar-
pamico (XL) obtenido como su éster et{lico por una serie de re-
acciones que no alteraron la configuracion de estos dos centros
asimétricos al mismo tiempo que se produjo la eliminacidn de la
asimetr{a del dtomo de carbono asimétrico /9 que se encuentra
sustitu{do por un grupo alcohdlico. Aunque el carpamato de
etilo no reacciona con el cloruro de tionilo después de un pro=-
longado tratamiento, los autores encontraron que el éster et{-
lico del dcido N-metilcarpdmico (XXXVII) se convierte por aceldn
del mismo en clorodesoxi~-N-metilcarpamato de etilo (XXXVIII).



1) HCHO y HCOOH HO
ez toluenc
Carpaine - I‘j\
2) BC1 (Etanol) HaC ]Il (CHQ),' =G00C lis
Cljy
( XXXVII)
cl
soc1 (C13CH)
(XXxviI) Ij\
RgC 7 (CHg) p=COOG glig
CHig ( XXXVIII)

A su vez, el compuesto (XXXVII) se obtieme por N-meti-
lacion por el método de Eschweiler-Clark en tolueno. La sustan-
cla (XXXVIII) se reduce catalf{ticamente con eliminacidn del ha-
logeno y se obtiene desoxi-N-metilcarpamato de etilo (XXXIX),
que puede desmetilarse por reaccion con bromuro de ciandgeno
para dar el (-)-desoxicarpamato de etilo (XL) que fué aislado y

caracterizado como clorhidrato.

H2, Catalis, do Adums
(Xxxv11I; »-
H3C T (CHg), ~C0OOG 385

CHg (xxx1X)

1) BreN
2) ByS0, 20 % ebullie,
( XXXIX) > (x)
3) Esterificacién HaC | (cgz)',.maﬂs
H

Cuando los mismo autores redujeron el éster del deci-

lo desoxicarpirinico (V), a su vez obtenido por deshidrogenacion
le la carpaina (116), cataliticamente en medio dcido, obtuvieron
m Unico producto (XLI), al que asignaron configuracion gig

»ara los sustituyentes en las posiciones 2 y 6 de acuerdo econd

sncontrado por Scheuing y Winterhalder (128) en reducciones si-

iilares de piridinas disustituf{das en esas posiciones.
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Esta asignacion queda corroborada por el hecho que la
educeién del mismo compuesto (V) con sodio en etamol conduce,
n cambio, a la formacidn de dos productos, de los cuales el
rincipal es idéntico al obtenido en la reduceidn catalitica.
su vez la identidad del producto (XL) opticamente activo ob-
enido como se ha descripto arriba por degradacion del éster
t{lico del dcido N-metil-carpamico (XOXVII) con conservacidn
3y la configuracidn en los carbonos 2 y 6 con el producto ra-
imico (XLI) obtenido en la reduccidn catal{tica del acido
ysoxicarpirinico (V) permitioc establecer la configuracidn gis

» ambos sustituyentes.

* 4.C
G N (CHa), ~C00C s 3 H Cl2)y ~C00C g

Hy
(v) (x1)
“3%# ( CHiz), ~C00Gl;
(v) Na, Etanol + (xL1)
N (ctigy ~cooogi
CH,

Govindachari y Narasimhan infirieron, también, que el
upo hidroxilo alcohdlico situado en el ecarbono 3 del ciclo
trogenado del acido carpamico debf{a ser ecuatorial en virtud
la resistencia a la deshidratacion exhibida por el acido
rpamico (113), la imposibilidad de epimerizar al carpamato de
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etilo por prolangado tratamiento en medio alealino (127) y al
ficll reemplazo del mismo por cloro, aunque esto parece estar
en contradiceion con sus proplas experiencias.

Sin embargo, Tichy y Sicher (129) establecieron en
1962, en base a consideraciones sobre el espectro infrarrojo
iel carpamato de metilo y su comparacidn con algunos compuestos
piperidinicos, que el grupo hidroxilo alcohdlico se encuentra
rrientado axialmente.

A priori, son posibles en el carpamato de metilo
suatro confizuraciones distintas que en el esquema que figura a
ontinuacidn se representan con las letras (4), (B), (C) y (D),
juntamente con sus respectivas representaciones conformaciona-
les en las que figuran las relaciones espaciales que vinculan
i1 mencionado grupo funcional con el grupo N—+H. De esta mane-
'‘a s¢ indica en cada caso la posibilidad de que se establezcan
iniones hidrdgenos entre estos grupos en cada una de las confor-

Bciones indicadas.

‘) = agm——
Hy g R i R
H.C
oH 3
R
H -H
— el < \
B) = Chg —
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.-H
HO wi- \

0
¢) = W —
HeC~~ N R
ol CHg
HO\ « R - —H\
n’ -
= CH —_— 0
(D) — HN 3 -—— \
HaC’ ﬂ R ﬂac

Se puede observar que si son vdlidas las conclusiones
sonfiguracionales establecidas por Govindacharili y Nargsimhan en
955, para el carpamato de metilo, los sustituyentes en las po-
ilciones 2 y 6 deben estar orientados ecuatorialmente én la
onformacidn mas estable del mieleo piperidinico. Para que sea
osible la existencia de una unidén hidrogeno estable en la con-
'iguracion (A), el micleo piperidinico debe adoptar la confor-
acion menos estable en la que estos sustituyentes estan orien-
ados axialmente. Sin embargo, como la conformacidn con los
res sustituyentes ecuatoriales es mucho mis estable no deberfa
bservarse en el espectro infrarrojo ninguna banda que pudiera
signarse a un grupc hidroxilo ligado, tal como se observa en
1 caso de la trapng-2-metil-3-hidroxipiperidina (129).



En las configuraciones (C) y (D), los sustituyentes
en 2 y 6 se encuentran en relacidn irans y por io tanto los
sfectos conformacionales de ambos se cancelan entre s{, no pu-
iléndose a priori establecer cuial de las conformaciones sera la
preferida. Los espectros infrarrojos de las configuraciones
(C) y (D) deber{an presentar bandas de hidroxilo ligado y de
1idroxilo 1ibre de aproximadamente igual intensidad. En el
'aso de la 3-hldroxipiperidina la relacién de intensidades es

lgual a 0.8 (129 ),

OH H

Finalmente, nos queda por considerar la configuracidn
B) en la que los tres sustituyentes estdn orientados en ¢is y
e manera tal que si los grupos metilo y la cadena alifatica
arga se orientan ecuatorialmente en las poslciones 2 y 6, el
didroxilo de la posicidn 5 debe ubicarse axialmente favoreciendo
e esta manera la formacidn de un puente hidrdgeno con el grupo

nino secundario.
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Es decir que si la configuracidn del dcido carpamico
88 la representada por (B) y la conformacidn preferida es aque-
l1a en la que sus dos sustituyentes mds voluminosos se ubican .
;n posiciones ecuatoriales, el hidroxilo alcohdlico debera
yrlentarse exclusivamente en posicidn axial. En esta posicidn
je encontrard favorablemente situado para formar un puente hi-
Irdgeno con el grupo amino bdsico. Una situacidén de este tipo
leberd reflejarse en la aparicidn en el espectro infrarrojo de
ma banda muy intensa de hidroxilo ligado y una mucho mis déndl
le hidroxilo 1libre. Esta es la situacion que se presenta en
los espectros de la glgs-2-metil-3-hidroxipiperidina (129) y de
a2 glg3,¢i3~ 2,6-dimetil-3-hidroxipiveridina en las que las re-

aAciones de intensidad llegan, respectivamente, a valores de

49 ¥ 3,1.

,""\0

HqC

El espectro del carpamato de metilo presenta ambas
andas, siendo la de hidroxilo unido por puentes de hidrdgeno
46 veces mds intensa que la correspondiente al hidroxilo 1li-
re. Esto, Juntamente con el hecho que el espectro infrarrojo
s similar al de la gjs-2-metil-3-hidroxipiperidina y la
13,018-2,6~dimetil-3~hidroxipiperidina y completamente dife-
ente al de la trapng-2-metil-3-hidroxipiperidina, eatablece

laramente que la configuracion que corresponde al carpamato de
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metilo es la (B) y como el acido carpamico puede reconvertirse
en carpaina (123), determina asimismo la configuracidn del al-
caloide como el 1somero totalmente gis.

H
(CHp); H .
]
[ .
H
0—=C
0
\0 \
=0
HaC : CHg), GOOCH3 "
H3C
H cilz),z

El espectro de resonancia magnetica nuclear realizado
vor Govindachari (130) et al. en 1965 aporta nuevas evidencias
en favor de la estructura y de las relaciones espaciales de los
sustituyentes tal como aparecen en las fdrmulas anteriores.

Los grupos me tilo situados en los carbonos C-2 y C-2!
se presentan como un doblete a cS=1,02 con una constante de a-
coplamiento de J = 7 ecps, mlentras que los protones ubicados en
ssas mismas posiciones aparecen como un cuarteto ensanchado y
10 bl=n separado con una constante de acoplamiento J2’3=l,2 cps.
los protones de los carbonos C=3 y C-3' son tambien equivalen-
tes y se presentan como un singulete no resuelto a é =lt,75 con
in ancho a media altura equivalente a 5-6 cps. El valor del
lesplazamiento qui{mico observado para estos protones esta de

icuerdo con el descripto en la literatura para un &tomo de
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nidrdgeno de un atomo de carbono carbindlico ubicado en un ci-
slo alifatico de seis atomos que posee el grupo hidroxilo este-
rificado y se encuentra orientado axialmente (131). De estar
3stos protones orientados axialmente y por consiguiente los
rrupos hidroxilo orientados ecuatorialmente sus sefinles debe-
fan ser mas anchas o aparecer desdobladas por acoplamiento con
.0s protones vecinos axiales situados en los carbonos C-2 y C-l
' el protén ecuatorial del C-4. Por lo tanto, de acuerdo con
os datos del espectro de resonancia magnética nuclear los gru-
0s hidroxilo esterificados de la carpafna se encuentran orien-
ados axialmente en la conformacidn mas estable del micleo pi-
erid{nico.

La nitidez de las sefiales de 108 grupos ms tilo en C-2

C-2' indica que el proceso de inversion conformacional que
onducir{a a la conformacidn menos estable B' es un proceso po-
0 probable que ocurre con lentitud.

Para poder llegar a la configuracion absoluta de la
arpafna hac{a falta solamente determinar la configuracidn ab-
oluta de uno de los centros asimétricos puesto que las espe-
iencias de Tichy y Sicher (129) y de Govindachari y colabora-
ores (127) permitfan conocer las interrelaciones configuracio-
1les de los tres centros asimétricos en cada uno de los nuicleos
tperid{nicos del alcaloide.

Rice y Coke (132) transformaron a la carpaina en
-)-3-tetradecanol cuya configuracion absoluta fué determinada
)r correlacion quimica con el (S)- (+)-2-butanol, por la serie

» reacciones que se detallan a continuacidn:



CH,0 H
rpaing ———— carpaina —_—
Hg T Gliz), CH0H
%3 ()
1)HC) H HO
z;soczz ICH Ij\ e
3)LiATH, —— e “
d11) ———— - HqC r CHy), =Ciig HgC r (CHp), ~CHy
(cH
* (aav) Y2 (up)
1) AgOH, A
2) Pd, Hp oA
3) ICH —— . —— & _ .
) ) ICHs . cy ¢ C11823 [OC]n = =6e8
4) AgOid, & '
5) Pd, Hy H

(R)=(=)-3=tetradesanocl

La N,N'-dimetilcarpai{na fue preparada por tratamiento
)n formaldehido-dcido férmico de la carpafna. La reduccidn
m hidruro de aluminio y litio produjo el N-metilcarpamadiol
LIII) que por sucesivo tratamiento con acido clorhidrico,
oruro de tionilo y reduccidn con hidruro de aluminio y litio
; convirtié en N-metilcarpamol (XLIV), procedimiento que con
iterioridad habfa utilizado Govindachari para obtener el car-
mol (ver pdgina 59 ), El1 N-metilcarpamol fué sometido a una
gradacion de Hofmann, previo tratamiento con ioduro de metilo
ra obtener la sal cuaternaria, Después de realizada la de-
adacidn por calentamiento con éxido de plata himedo el pro-
cto fué reducido cataliticamente, nuevamente transformado en

1 cuaternaria por tratamiento con icduro de metilo y sometido
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tra vez a una degradacién de Hofmann oon dxido de plata hiumedo
reduccion catal{tica con hidrdgeno sobre paladio. De esta
anera Rice y Coke (132) obtuvieron el 3-tetradecanol levorota-
orto [oC |5 = -6,28 que results ser idéntico al (R)-3-tetra-
ecanol de configuracidn absoluta conocida preparado por reac-

ion del (R)-(+)~1,2-epoxibutano con n-decillitio.

QH
LiGy olipy C.H r-_(", e cuu'
—011,04-0\ Hy i (R)-(-:-a-totruo-
‘P | HO H ocanol
! I
k ——l L]
LidlHy  Opls ? Clis
(R)=(+) B (8)=(+)-2-butanal

As{, la estructura y configuracién absoluta del micleo
» la carpaina queda descripta por el siguiente nombre sistemd-
leos 2-(R)-metil-3-(R)-hidroxi-6-(S)-octanoilpiperidina.

isudocarpaina

La pseudocarpaina es una base isdmera de la carpaima
1o se aisla tambien de los extractos de Carica papava L. (133).

La hidrdlisis dcida de este alecaloide conduce a la
rmacion de un mol de dcido carpimico y de un mol de un dcido
Ymero al que se le ha denominado dcido pseudocarpamico (133).
? deshidrogenacidn catalitica de ambos dcidos bajo la forma
) désteres et{licos se obtiene un unico compuesto, el éster
{1100 del deido earpirfinico (XIII).



HO
sudosarpaina  Hidrélisis H + - n Eltorifi“l“g
HaC N~ (CH,) =COOH

H 3%
2 isénorou &¢c, carpémico y
be, pnudocarphioo

arpmato de etilo o
ssudocarpamato de etilo L l _
N cl-lz),, -cooc,us
(XIII)

wrpaina o Pd /( j\
jeudocarpaina — -
(CH ) =-C0QH

(xLv1)

Como acurre con la carpaina por deshidrogenacion con
ladio se forma dcido desoxicarpirinico (XLVI). Por reduccidn
la base con hidruro de aluminio y litio se obtienen dos pro-
tos isomeros, el carpumadiol y el pseudocarpamadiol. Eato
mestra que la pseudocarpaina posee una estructura dimera
iilar a la carpafna en la que las dos porciones de la molécula
leren en la estereoquimica de por lo menos uno de los susti-
rentes. Esta suposicidn queda corroborada por el hecho de
» en el espectro de masa de la pseudocarpaina aparece el idn
ecular a m/e 478 como en el caso de la ecarpafna. E1 diagra-
de fragmentacion es muy similar, lo que revela la similitud
. 8squeleto de amhos alcaloldes puesto que el espectro de
a no puede revelar diferencias estereoquimicas.

Govindachari aclard la estructura y estereoquimica de

pseudocarpaina al observar el espectro de resonancia hagné-
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1ca nuclear. A diferencia de lo que ocurre en la carpaina,
08 grupos metilos situados en los carbonos C=2 y C-2' se pre-
lentan como dos dobletes a 5-=l,02 y a J =1,07 con constantes

o acoplamiento idénticas (J = 7 cps.). De manera identica y
orroborando que los dos nucleos piperidinicos difieren en la
onfiguracion del atomo de carbono C-2' que soporta a uno de

08 grupos metilo, Govindachari y colaboradores (130) encontra-
on que el protdn situado sobre el C-2' aparece como un multi-
]3tea.é=3,15 mientras que el proton del C-2 aparece como en

a carpafna como un cuarteto acS: 2,86. Las sefiales que corres-
onden a los protones de los C-3 y C-3!' se presentan sobrepues-
osa.é=4,8 como un singulete no resuelto y un multiplete, res-

ectivamente.

CHa

Pseudogarpaina

En el espectro realizado a 100 Mec. se observa que la
fial del proton del C-2' se presenta como un octeto a c5=3,16
)n constantes de acoplamiento J1= 7 cps. y J2 = 3 cps. Bste
soplamiento se observa también en el multiplete que corresponde
| protdn del C-3' que aparece a d =4,83.

Que los dos protones en C-3 y C-3' presenten aproxl-

\damente el mismo desplazamiento quimico sugiere que ambos
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ten orientados ecuatorialmente como se establecio ‘para la car-
{na, mientras que la pequefia diferencia de los desplazamientos
{micos de los grupos metilos en C-2 y C-2' y las diferencias
e presentan los desplazaientos quimicos de los dtomos de hi-
jgeno unidos directamente a esos dtomos de carbono indiean que

carpafna y la pseudocarpaina difieren en la estereoquimica de

) de los grupos metilo.

Una muy pequefia proporeidén de carpaina (XXXI) fué en-
ntrada en las hojas de A. Tetracantha en 1967 (169) y separa-
de otras dos bases df{meras, la azimina (XC) que es el compo-
ate principal de p.f. 112-1138C y la azcarpina (XCI), presen-
en cantidades menores, que no se pudo cristalizar. Los datos
nocidos de la carpai{na, indicados precedentemente en esta te-
3, ¥y 1la informacidén espectroscdpica obtenida para estos dos

vos alcaloides, constituyeron la base para la determinacidn

sus estructuras.

(XXXI) Carpaina By ;8.7
(XC ) Aszimine nxS | B:=5

(XCI ) Ascarpina 1n=5; m=1T
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El espectro de masa de la azimina (XC) presentd un ién
molecular de m/e 422 correspondiente a la férmula Cop,Hyy o N 50, y

un diagrama de fragmentacidn similar al de la carpaina, diferen-
¢idndose por ser indicativo de un ciclo de 22 atomos en vez del
de 26 dtomos de la carpaina.

La azimina por hidrdlisis da como unico producto el
fcido aziminico (XCII) que fué aislado y caracterizado como es-
ter met{lico y la reduccion de la base natural eon hidruro de
litlo y aluminio solo produjo azimidiol (XCIII) eon lo cual se
sstablecidé rigurosamente la simetrfa del ciclo dilactdnico.

OH (XCII) &c, asiminico R. (cHg)-coaH
(XCII1) azimdiol R: (Gﬂz)sﬂam
N
H3C H R (XXXVI) &c, earpémico R- (cua)icoou

El espectro de r.m.n. de azimina presenta un solo do-
)Jlete para los grupos metilos sustituyentes del C-2 y del C-2',
dentras que las sefiales asignadas a los protones de estos dto-
s del nicleo son dobletes (J= 7 eps) partidos por acoplamiento
ipin débil (J= 2 cps) con los protones de C3 y C3', lo cual in-
iea una relacidn 2,3-cis para los grupos metilos y las funcio-
s lactona, ademis de la similitud conformacional en los 2 mi-
leos piperid{nicos. Suponiendo una relacién ecuatorial cis en-
re los sustituyentes en «C al dtomo de nitrdgeno, como en la
arpaina, los autores (169) consideran que los sustituyentes
rigenados en C3 ¥ C3' deben estar orientados axialmente.

La medicidn precisa del i6n molecular de la ascarpina
ICI) (M*=450,346) indicé la foérmula C,cHy(N,0), v el diagrama
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) fragmentacidon resulta ser una mezcla de los espectros de masa
) carpaira (XXXI) y azimina (XC). El espectro de r.m.n. selo
resenta diferencias menores con el de la azimina y la suposicidén
) q1e la azcarpina (XCI) es una dilactona asimétrica compuesta
v los dcidos azim{nico (XCII) y carpamico (XXXVI) fué confirma-
| por hidrdlisis del alcal oide.

El tercer alcaloide fué identificado ecomo carpaina pors
nto de fusion mixto, el espectro de masa y comportamiento ero-
ito-gréfico.

$3ina

Estructura del nicleo piperidinicg: De los extractos
sicos de la Cagsla excelsa Schrad, R. J., Highet (12) logrd se-
rar una fraccidn de alcaloides solubles en n-hexano caliente.
s alcalolides cristalizaron como una mezcla de clorhidratos.

Por repetidas eromatograf{as de las bases libres en
lumas de s{lica gel se separaron dos alcaloides, a los que el
tor denomind cassina y casselsina. Este Ultimo no fué estu-
do y no se ha deserionto con posterioridad. La ocasselsina
sde guardar alguna relacion con el alecaloide que Gongalver de
1a y sus colaboradores (1l) aislaron de la misma especie en
181l y que denominaron cassilisina aunque Highet establece en
trabajo que no pudo obtenerlo.

La cassina es, en cambio, el alcaloide presente en
ror cantidad en los extraxtos de C. exgelss y el que puede
tenerse con mayor facilidad al estado eristalino tanto como
¢ 1ibre o como sales ain en casos en que se encuentre en mes-
18 con otros alealoides piperidinicos. Por esta rasdn Highes
11126 un estudio detallado de su estructura,



-8~

Los datos del andlisis elemental de la cassina sen
o contradictorios puesto que Highet establecioc en su primer
abajo que correspond{a la formla C19f3,%0, no obstante que el
inen preliminar del espectro de masa indicaba un grupo metile-
menos.

Los primeros estudios de Highet permitieron aclarar
mcientemente los grupos funcionales presentes en la melécula
la estructura del micleo piperid{nico. Bl espectro infrarro-
del alcaloide indica la presenecia de un grupo carbonilo eon

110 que corresponde a una cetona alifatica.

wreion @ 1720 em”
irece, también, un pico (3530 em™2) en la zona de estiramiento
las uniones O-H y N-H, mientras que en las zonas de estira-
mto de las unianes C-H solo aparecen bandas que corresponden
iniones alifdticas. Rstas caracter{sticas alifaticas se con-
'Ban en el espectro ultravioleta puesto que el alcaloide es
ativamente transparente con excepcion del hecho de que en ol
o del clorhidrato se encontro un miximo de muy pequefia inten-
sd (£ =33) a 276 mu que puede atribufrse a una transieidn

»pi‘ del grupo carbonilo.

La acetilacidon de la base produjo un derivado 0,N-diae-
1lado con absorcidn en el infrarrojo a 1725 o y 1630 _—
e Ultimo pico corresponde a la banda amida formada por aceti-
ion de un grupo amino secundario. El ocompuesto diacetilado
presenta absoreién en la regidn de estiramiento O-E y N-H.
het obtuvo también por reduccidn con borochidruro de sodio un
idroderivado formado por reduccidon del grupo earbonilo a al-

0l secundario. Esta sustancia no fué estudisda mes. En esta
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tesis se describe su aislamiento como una base natural aislada
on los extractos alcalinos de la C. garnaval Speg. y al que se
ha dado el nombre de carnavalina (15).

Los datos anteriores indicaban, por lo tanto, que la
cassina posee un gruto amino secundario, un hidroxilo alecohdlieo
y una funcidn cetona.

El caracter saturado de la molécula se confirma por
61 hecho de que no absorbe hidrdgeno en presencia de un catali-
zador mientras que el compuesto diacetilado queda inalterado al
tratarlo con permanganato de potasio en acetona. Se infiere ade-
mis que no se encuentra presente una doble ligadura por lo que
el alcaloide debe poseer un sistema ciclico.

La deshidrogenacidn de la cassina por tratamiento a
2209C con paladio-carbon en atmésfera de nitrégeno suministra un
compuesto Opticamente inactivo, la deshidrocassina, que presenta
un espectro ultravioleta caracter{stico de una 3-hidroxipiridina
tanto en solucidén dcida como en medio basico o neutro.

las 3-hidroxipiridinas se caracterizan por producir
displazamientos batocromlicos al pasar de un medio neutro a un
medio acido o basico, segin se observa en la Tabla adjunta con-
juntamente con los valores encontrados para el producto de deshi-
drogenacidn de la cassina. Las 2- y las W-hidroxipiridinas por
el contrario no presentan desplazamientos fendélicos significan-

tes porque adoptan la forma tantomérica preferida de piridona.



TABLA
' solucidn Solucién Solucién
neutra alcalina _ écida
mpuesto i[ Amax [log€n | Amax lrloz Em | Amax | loge, '
LA mae M .
' |
rdrocassina | 2u8 3,85 311 3,93 301 4,01
"L 224 3,96 ! 245 4,10 230 3,87
_ __ I . o
idroxipiridina j 278 3,60 : 304 3,83 284 3,81
' 238 4,00
o 297 3,80 295 3,80 295 3,76
idroxipiridina :
221 4,00 230 00 | 225 | e
= ‘ [

El espectro infrarrojo de la deshidrocassina retiene
absorcion del grupo carbonilo que de acuerdo con el espectro
resonancia magneética nuclear de esta sustancis as{ como el de
cassina, pertenece a una metilcetona. Esto se confirma por
hecho de que la cassina da una reaccion positiva halafdrmica
alslamiento de iodoformo.

Al comparar los espectros de resonancia magnética nu-
ar de la deshidrocassina y de la cassina que observa que la
al correspondiente a un grupo metilo a d =]1,02 (desdoblada
copulacion con grupo CH vecino) en la cassina se corre a
2,50, en concordancia con la suposicidn de que durante el
ceso de deshidrogenacion se ha producido la aromatizacidn
micleo heteroc{clico. Se ha pasado as{ de una metilpiperi-
A auns metilpiridina. Esta suposicidn queda confirmada
sto que se encuentra que en el espectro de resonancia magne-

» melear de la deshidrocassinu aparece en la zona de absor-
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n de protones aromaticos un cuarteto que corresponde a dos
tones situados en las posic:l.onu/g y ¥ de un micleo piperi-
deo.

Conforme a los resultados anteriores se pueden postu-
' dos fdrmulas probables para la deshidrocassina (XLVII o
III) y para la cassina:

Ll L -
o S g 003 oo X R 3

(xLviI) (xLviii)

Para decidir entre estas dos alternativas, o sea para
ablecer cudl es el sustituyente situado en la posicidon o( del
leo piperidinico entre el grupo hidréxilo alcohdlico y el
o de nitrogeno basico, Highet procedic (12) a convertir la
sina en N-metileassina (L) por tratamiento con formaldehido y
a0cidn con hidrogeno sobre paladio-carbdn. El grupo carboni-
le la F-metilcassina (L) fué reducido a metileno segun el mé-
» de Wolff-Kishner con hidracina en etilenglicol obteniéndose
itildesoxicassina (LI).

CH,0 H o
LSS S
HyC T Tt B30 T g ~OBgCHy
Cllg

CH
2 () (LI)
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Por oxidacidn con dcido cromico se pasa al compuesto
en o1 que el grupo hidroxilo secundario se ha convertido
grupo cetonico que a su vez se ha transformado en la
pondiente oxima (LIII).

HONH,,
o T e "iil

I
(LII) (LI1I)

Se ha encontrado recientemente que la reaccidn de
sicidn de Beckmann aplicada a o ~aminooximas resulta efec-
wra producir el clivaje o ruptura de las mismas (13M4).
Highet (12) semet{o al produeto (LIII) a las condiciones
reaceion de Beckmann previa transformacidn del mismo en el
yndiente tosilato (LIV), se pudo detectar como producto
eaceidn al acetaldehido que fué identificado como su
1itrofenilhidrazona por cromatografia sobre papel.

/ TsO.N (
L 1 C1,Te0
!I‘ R' u3c

"
Hac/c 5 R
CHz (LIV) | CHj
N=¢C
H,0
2 o + CH3-CH=0
RO
H
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La formacion de acetaldehido como consecuencia de es-
serie de reacciones demuestra que en la posicidn of -vecina al
droxilo se encuentra como sustituyente un grupo metilo, por lo
¢ s¢ infiere que la estructura mas probable para la cassina es

siguiente (LV):

HO

(LV)
R/(;OCH3

HyC N
H
Para establecer la configuracidn relativa de lds sus-
tuyentes del micleo piperidinico, Highet (12) utilizo los da-
s suministrados por Tichy y Sicher (129) para determinar la
tereoquimica del micleo de la carpe{na, que se han comentado
teriormente (pag. 75). La posicion relativa de los sustitu-
1tes en un sistema 2,6-dialquil-3-hidroxipiperidinico se re-
»ja en la frecuencia de estiramiento de la unidn O-H observada
los espectros infrarrojos como oonsecuencia de la posibilidad
lmposibilidad de formacidn de uniones hidrdgeno. En una eon-
mracion ¢is, en la que los sustituyentes mis voluminosos es-
| orientados ecuatorialmente, el grupo hidroxilo en la posi-
in 3 ocupa una posicidn axial 1o que facilita la formacion de
puente hidrdgeno con el grupo amino secundario del micleo.
os factores, el de volumen de los sustituyentes alquilicos y
energ{a suministrada por la formacion de la unién hidrédgeno,
orecen como conformacidn mis estable a la que presenta al

ipo hidroxilo con orientacidn axial.
Tanto en la N-metilcassina (L) como en el compuesto



se observa que el grupo hidroxilo absorbe a 3530 y a 3535
respectivamente, por debajo de la zona que corresponde al
raaiento de la unidén O-H de grupos hidroxilos secundarios
1.630 em™t).

Por lo tanto, a la cassina le corresponde la siguien-
structura pareial, en la que se indican las relaciones comn-

‘acionales de los sustituyentes.

’H
P \o
HN
\\\ Hq
H
HBC—CO—R H (LVI)
H

La formula (LVI) representa a la conformacidn mis es-

del micleo piperidinico de la cassira.

La presencia de un grupo carbonilo evidenciada por la
cién en el infrarrojo a 1720 em™! se confirmaba por la apa-
n en el espectro de resonancia magnetica nuclear de un pico
2,05 que puede atribuirse a un grupo metilo unido a un ecar-
sarbon{lico. Desde un punto de vista quimico, esta eviden-
» confirmd por la formacion de iodoformo en la reacciodn de
jeina con hipoiodito de sodio. De esta manera quedaba es-
:ida que la cadena lateral larga terminaba en un funcidn

setona .



Highet (12) establecid inicialmente que la estructura
le 1a cadena deb{a corresponder a la que se presenta en la es-
iruetura (LVII) por cuanto al reaccionar el alcaloide con ben-
aldehido a 1202 y en medio acido se obtuvo uma sustancia (o
lezcla de sustancias) cuyo espectro ultravioleta presentaba una
bsorcion en el ultravioleta ti{ipica de un derivado monobeneili-
éenico mientras que no hab{a evidencias de la formacidn de un
ompuesto dibencilidenico. BEsto indicaba que en las posiciones
X respecto del grupo carbonilo solo exist{a un grupo apto para
saccionar con el benzaldehido. Tomando este dato en conjun-
i0n con la existencia del grupo metilo en < evidenciada por la
eaccion positiva de haloformo, se inferia que en la otra posi-
i6n o( debia ocurrir una ramificacidén de la cadena.

Estas evidencias quedaron aparentemente confirmadas
om0 resultado de una experiencia de equilibracidn del alcaloide
on deuterometanol en medio alcalino, puesto que se encontrd
16 intercambiaban 3,7 atomos de hidrdgeno, un resultado bgstan-
» consistente con la postulacidon de una ramificacién en la po-
leidn & y una estructura del tipo

‘.Gﬂz)g— CH —— CU—Clg
CHg
Sin embargo, un examen detallado de los resultados
tperimentales realizados por Highet y de las experiencias ocom-
ementarias que se describen en esta tesis, llevd a una recon-

.deracion independiente de la estructura de la cadena lateral
) la eassina.
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La reascién de la eassina con el bensaldehido reali-
ada en condiciones idénticas a las desoriptas por Highet (12)
9velo que la reaceion es suficientemente compleja como para
oder inferir resultados y conclusiones definitivas respecto de
8 estruotura en las veeindades del grupo earbonilo.

Highet (12) realizo un estudio muy preliminar del es-
sctro de masa del alcaloide, encontrando que el pico corres-
ondiente al i6n molecular se presenta a m/e 297 lo que lleva a
orregir la féormula propuesta de la cassina a C1g835™0;- Ia
nterpretacion detallada del espectro de masa - tal como se
ssoribe en el capftulo IV de esta tesis - revela que la supo-
icion de una cadena lateral ramificada es incorrecta, mientras
ue la determinacion de la curva de dispersién rotatoria no
resenta evidencias de la existencia de un centro asimétrico en
s cercanfas del grupo carbonilo (pag. 121).

Con posterioridad a su primera publicacidn, Highet
13) corriglié la estructura inicialmente propuesta a una en la
26 la cadena lateral larga es totalmente lineal. Para ello
m8ti6 & la deshidrocassina (XLVII) (pag.90 ) a una reduceidn
» Wolff-Kishner, con desaparicidn del grupo earbonilo, obte-
lendo un eompuesto al que correspond{a la férmula molecular
1§83 O (LVIII) que por oxidacidn con dcido nitrise produjo
a pequefia cantidad de un acido oarbox{lico que por esterifi-
16i6n con diasometano fue identificado por medio de una eroma-
yeraf{a gaseosa oomo laureato de metilo (LIX). La identifi-
¢idn fué confirmada por medio de un espectro de masa.
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B~ i~~~
| HgNNHg, HO™ |
—>
< q
H3e” SN 7 (CHg)g CO-CHy HaC N CHp), T Gl
(XLV1I) (Lv111)
1) HNO,
2) CHoN,

(LV111) ——————= cuf(CHB)]_E. COOCH4

(LIX)

QEFIGURACION ABSOLUTA DE LA CASS INA

La estrecha relacidn estructural y la similar configu-
racidn relativua de los sustituyentes de la cassina y de la ocar-
saina, como puede observarse en las formulas conformacionales
djuntas,

H

HO
HyC : CH)— G0 —CHg H3C : (CHg);— COOH
(LX) (Lx1)

levé a Rice y Coke (14) a estudiar la determinaciém de la con-
'{guracion absoluta de la cassina como continuseidn de los tra-
Kajos ya mencionados que condujeron al establecimiento de la
isma para la carpaima (IXI),

Para ello partieron del compuesto (ILXII) previamente
reparado durante el curso del trabajo anterior (peg.81) y
nyo nombre ser{a ecloruro de N-metil ecarpamile. Por reaccidn
on eianuro de s0dio en dimetilsuféxido se pasa al eorrespon-
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lente nitrilo (LXIII) que se transforma en el éster (LXIV) por
lcoholisis en medio dcido con etanol absoluto.

H HO
NaCN
HaC N (CHy) g H3C N (cHy) goN
CHa HCl . . GHg,HC1
3 ( LXII) 3 (LXII1)
)
CHg 04
Qi) — g
H,C T CHp) g C00C N,
(LxIv)

Bl éster se redujo on hidruro de alwminio y litio,
teniéndose el correspondiente aleohol (LXV), compuesto homo-
go del N-metil carpamadiol deseripto anteriormente (pag. 8l ).
sustitucidn del hidrdxilo aleohdlico por eloro, por reac-
’n con cloruro de tionilo, permitid pasar al correspondiente
logenuro (LXVI).

HO
LiAlky e I\
IV) —_—l
uac/\n N CHZ)g cuzou /\A Chig) 5—C1

cus. K1 b geHC1

(LXV) (LXvI)



Para obtener la N-metileassina (LXVIII) de configura-
¢idn absoluta eomoecida, los autores sometieron al compuesto
(LXVI) a una reaecidn con el éster acetilacético en medio de
dimetilsufdxido utilizando como catalizador deido para la re-
accion de condensacidn al hidruro de sodio. El producto de
condensacién (LXVII) fué hidrolizado y descarboxilado por el
procedimiento usual.

0 HO
Il
CH =C =CH,~CO0C 0=C—CH
(LXVI) 2 s 3
NaH, INMSO Y —CH <CH -
’ 2 HgC N ((CHy) , = CH,=CH ~COOClis
Cl 3, HCL
(LXVII)
) HO
1) Hel, H,0
(LXVII) P2
2) NH OH _
H4C N (°“2)1‘°‘°° —CHg
(LXVIII)

El espectro de resonancia magnétioca nuclear de la
F-metiloassina (LXVIII) obtenida de esta manera es bastante si-
ailar al espectro de la cassina (ILX). Aparece un pico corres-
pondiente al grupo N-metilo extra a 6-2,10 en lugar del corres-
pondiente al grupo N-H, mientras que el doblete originado por
ol grupo metilo o del micleo piperidinico se encuentra corrido
s campos mds ( § =1,13) bajos que en la cassina (J =1,02).
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El compuesto de sintesis (IXVIII) de configuracion
absoluta conocida por su correlacidr con la carpaina (ILXI) y con
el (R)-3-tetradecanol, fué comparado corn la N-metileassina pre-
parada por N-metilacion de la cassina natural (LX), utiliszando
para ello el clorhidrato y su iodometilato. Los espectros in-
frarro jos son superponibles y las bases libres presentan los mis-
mos tiempos de retencidn en cromatograffia en fase gaseosa, pero
los mismos son enantidmeros por cuanto presentan un poder rotato-
rio easi idéntico pero de signo opuesto. Por consiguiente, la
N-metileassina y por lo mismo la cassina (IX) deben representar-
se por la imagen especular del compuesto sintético relacionado
con la carpafna correspondiéndole a lu cassina la siguiente f£or-
mula configuracional (LXIX):

RO

~

HqC- l'd v(cuz)ﬁ GO —CHq
H

(LXIX) 2-(R)-metil=3-(R)-hidroxi-6~(5)=(11-oxododecil)piperidina

El género Prosopig es utilizado en medicina ind{gena.
Cercos (17) ha examinado en la Argentina algunas especies como

la Progopis ruscifolia Griseb. que posee entre los indios la re-
putacidn de curar ciertas enfermedades de la vista, lo que podria
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berse & la presencia de un alcaloide, la vinalina, dotada de
ropiedades antibidticas. Recientemente, Juliani y Oberti

in alslado de la misma especie, juntamente econ la vitexina (165)
18sina y carnavalina, ademas de tres alecaloides mo identificados
l66). La vinalina fué encontrada en Drosopis vipalilo por
uckert (135) y aislado por Parodi (136), quien no lo pudo ob-
mer eristalino como buse libre aunque s{ al estado de sales

or ejemplo, sulfato).

En Africa, la Prosopis africaps se utiliza en la cura-
on de males de dientes y en el tratamiento de algunas plagas
origen distinto, lo que pareceria estar de acuerdo con las
opledades antibidticas y anestésicas de los alealoides que con-
enen (16).

R. Goutarel y sus colaboradores (16) han aislado dos
evos alcaloides de las hojas de esta planta africana. La pro=-
pina (LXX) presenta tres funciones alcoholicas y una funeidn
ina secundaria. La oxidacion de la prosopina (LXX) por el
todo de Oppenauer produce una cetona (LXXI) que es isdmera del
gundo alealoide aislado de la Prosopis Africana, ls prosepinina
IXII),

B0 HO
Oppenauer
H,C : °H2)13 CHOH-CHg HOH C : cu,)ﬁ CO-CHq

(LxX) (Lxxx)



HO

HOHZC N CHQ)Q_ co - CoHg
( LXXII)

La reduccidén de la funcidn cetona de la prosopinina
IXXI1) de acuerdo con el procedimiento de Wolff-Kishner conduce
la desoxoprosopinina (LXXIII) que puede obtenerse también por
educcion de la cetonsn isomera (LXXI). TPinalmente, Goutarel
16) obtuvo por metilacidn, con formaldehido en medio catalitico,
¢ lu desoxoprosopinina, la N-metil-desoxoprosopinira (IXXIV).

) Ho/l\v\/j\
BOH2C l/uj\ CHE) ﬁ_cﬂa szc ll cuz) 1—1033

H
CH3

(LXXIII) ( LXxIV)

La ausencia de dobles ligaduras y los resultados de
os analisis elementales de esta serie de compuestos indica que
’8 mismos poseen solamente un c¢iclo.

La demostracion de que este ciclo es derivado de la
tperidina se realizd por un procedimiento andlogo al utilizado
'n la carpaina y con la cassina. La deshidrogenacién de la
rosopinina (LXXIY) eon carbon-paladio a 2209 permitié producir
1 compuesto de deshidrogenacion cuyo espeetro ultravicleta
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Indicaba que se trataba de una 3-hidroxipiridina sustitufda (137),
mesto que se producian los mismos desplazamientos batoorémicos

n wedio dcido o alealino.

Solucién I Solucién Solucidén
neutra | alcaelina fcida
N Amax ilogf, . A mex |logf, | Amex |logf,
Compuento s " .;.__.""4*___,_:_.__ P
Deshidroprosopinina 288 3,83 302 4,02 31l 3,90
224 4,0 229 3,89 244 | 4,18 ;
o M-_m? ) . _ - ' i
Fhidroxipiridina - 278 3,60 304 3,63 204 | 3,41 :
a38 ! 4.00 !
. . 97 3,80 295 3,80 295 3,76
>hidroxipiridina | 227 4,00 230 4,00 s .82_.'_)- K 3,64

Los espectros de masa de los compuestos deseriptos
XX) a (LXXIV) indican que en las posiciones 2 y 6 estin ubica-
»8 sustituyentes alqu:f.licos, puesto que se observa la presencia
» dos iones importantes: une a m/e 130 ocuya formula bruta de-
srmirada por al ta resolucion corresponde a C¢H, 0,8 que se des-
laza a m/e 1%+ en el compuesto (LXIXIV), La diferencia corres-
)nde & 1% unidades de masa, es decir a un grupo metilemo ecomo
msecuencia de la presencia de un grupo N-metilo en lugar del
rupo amino secundario. Se ha observado con anterioridad (125)
e uno de los procesos mas probables de fragmentacién de pipe-
\dinas consiste en la eliminacidn de sustituyentes alquilicos
) 1a posicidn £ , vecina al nitrdgeno basico. Por consiguiente
| estructura mids probable del ién de masa 130 es (LXXV).



1 segundo iom corresponde a un proceso de fragmentacidm entera-
acnte similar en el que se aleja el grupo hidroximet{lico situado
o0 la posicidn oC' con formaeidn de un fragmento de Masa M-31, De
lo gnterior se deduece que en la cadena lateral de la prosopina
(LX) existe una funcion aleohol secundaria mientras que la pro-
popinina (IXXII) posee una funcidn cetona.

Los autores confirmaron la ubicacidn de la funeién
alechdlica secundaria, situada en la posieidm 3 del micleo hete-
roc{clico, por medio de una reaccion del aldehido bensdico con
la desoxoprosopinina (LXXIII) en la que interviemsn los dos gru-
pos hidrexilos de la misma para dar un compuesto cfclico (LXIVI)
Bl espeetro de masa de este derivado presenta un pico base a m/e
218 que se forma por el procesc habitual de fragmentacion y oli-
ninacidn de la cadena lateral mas larga.

( LXXIII) (LXXVI)



(LXXVI) afe 218

Este resultado indica ademas que el grupo alcohdlico
primario y el hidroxilo secundario estdn colocados probablemente
on configuracion relativa gis.

La oxidacidn de la prosopina (LXX) con periodato pro-
duce la ruptura de las uniones C-C situadas entre la funcidn
seina y las funciones alcohdlicas. Goutarel et al. (16) han ais-
lado un producto (LXXVII) que se forma por ciclacidn del inter-
sediario formado en la reaccidén de apertura del ciclo piperid{-
nico, ademis de formaldehido. La reaccidn puede interpretarse

le 1a siguiente maneras

HO Na I O4
————————
Ij\( )
HOR5C N Gﬂz)l—o CHOH~CHg /c 3

H
o/\a o/\n
(LXX) )
(LXXVII)
luuu‘
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La prosopinamida (LXXVII) presenta un espeetro infra-
rojo caracterizado por la presencia de una banda de amida ter-
laria a 1656 cn'l ﬁentras que en el espectro de resonancia
agnética nuclear aparecen dos sefiales a d =8.43 y 8,25 que
rresponden a los dos rotameros de la formamida (138), La re-
1eeidn de (LXXVII) con hidruro de aluminio y litio produce un
rivado N-met{lico, que presenta un pico a d= 2,29 en el os-
etro r.m.n.

Goutarel ha examinado, también, el espectro de masa
11 compuesto (LXXVII) encontrando un ion de m/e 114 que se pro-
ice por eliminacidn de la cadena lateral y dos iones de m/e 86
68 que se forman sucesivamente a partir del anterior por eli-

nacion de monoxido de carbono y agua.

SR B

H
0/\}{ o/\n

(LXxv1I) n/e 114 n/e 86 u/e 68
S1i bien los ensayos precedentes ponen en evidencia la
rmacién de la pirrolidina (LXXVII) resultante de la oxldacidn
la prosopina con periodato, los autores no pudieron caracte-
zar al compuesto (LXXVII) ya sea por la formacién de su corres-
ndiente hidrazona, ni por reduccidén aplicando el método de
lff-Ki shner.
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La confirmacidn de que la cadena lateral nmo es ramifi-
cada fué realizada por un procedimiento similar al utilisgado por
fighet ¢ Highet (13) con la cassina. La oxidacidn ordmica del
ompuesto (LXXVIII), obtenido a partir de la desoxoprosopinina
(IXIII) produjo acido laurico, C;,H,0, (LXXIX).

Croj3
7 CHg) {7—CH3

0#%~y

(LXXIX)

(LXXVIII)

La aparicidén de un pico a d = 2,13 en el espestro de
wsonancia magneética nuclear de la prosopinona (LXXI) estableee
2 ubicacion del grupo alcohdélico secundario de la prosopina (LXX)
uesto que esta sefial corresponde a un grupo metilo de una metil
etona (- CO-CH3). Como el grupo cetonico se originc por oxida-
ion de la funcidén alcohdlica, esta ultima debe ubicarse en el
arbono 11' de la cadena lateral., Corroborando este hecho se
etecta la presencia de un solo grupo metileno en posicidn oC
espeeto del earbonilo, el que apareee on el espeetro entre d=
S0 y 2.21.

5.53.90}ﬁ;v |

325 J.1,28 Js 2413
\ H C—-‘ ’ C—-‘ ’
HOH, C i (CHp) ;- Ciig —CO — CH,y

H H
Jo 2,60-2,21

Ja 350 =2,60

(1xx)
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En el espectro de la prosopinina (LXXII) se observa
16 el grupo metilo terminal aparece bajo la forma de un triplete
d= 1.02 con una constante de acoplamiento de 7 eps, juntamente
)m las sefiales que corresponden a dos grupos m tilenos en posi-
16n € del carbonilo (a d =2.53-2.08). Esto significa que en la
irminacion de la cadena lateral se encuentra un grupo etile ve-

lbo & un grupo carbonilo situado en la posi¢idn 10',

L

320] T C_J‘.l.aa Cégl.oa
HO HgC N CHp)5~ Gz =00~ CHgCHg
B H H

A —" J= 2953 =2,08
J=3,0 -2,60

(LXXII)

La aparicidn en el espectro de masa del acetal e¢{elico
IXX) correspondiente a la prosopinina (LXXII) de ioncs positi-
s do masa M- 29 y m/e 1C1l y de un ion de doble earga positiva
masa 148.5 establece que el grupo carbonilo de (ILXXII) se en-

entra ubicado en esa posicion.

130

1




-109-

Bn el espectro de masa del correspondiente acetal de
la prosopinona (LXXI), sustancia que es isomera del alcaloide
natural prosopinina, los mismos iones aparecen con masas M-15,
»/e 87 y m/e 155.5, confirmando que la posicidn de la funoion
adlcohdlica de la prosopina (LXX) es el C-11°,

HO
N ko
l I +
(\+ 0\ 0. —i 0 ot
. 4 xt N 2
“A N — —_—
HOH, C | (Gﬂz)lo C4L-CH, 1 c:u;;)m ¢
H H
m/e 1555
HO
HO I I
~ a 0_ } +
HOH2C N cua)l— ¢
| 10 X&") 3
H 0 0}y
\céo t
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Goutarel y colaboradores (170) establecieron la confi-
uracion relativa de la prosopina y de la prosopinina estudiando
1 espectro de R.M.N. a 220 MHg de la 0,0'=bencilidendesoxoproso-
irina (LXXX) que obtuvieron por ciclacidén del benzaldehido con
a desoxoprosopinina que es el producto de la reduecidén de las
unciones oxigenadas de las cadenas laterales de las bases mencio-
adas, En el sistema bicfclico formado (LXXX) con una configura-
i6n doble silla estable, se identificaron las seflales y la orien-
acién de los tres protones de los dtomos de carbono sustitufdos
el micleo piperidinico, que resultaron ser H2 axial, H3 axial y
6 ecuatorial.

(LXxX)

Protém ppm  eeiial acoplamientos con:
Ba -2 2,88 eextuplete HMa -3(J=10 Mz); Ha =1"(J-10 Ms); Me -17(J=5 Ms)
Ha =3 3,30 eextuplete Ha -2(J»10 Ms); Ha =4 (J=10 Hz); He -4 (J=5 Hs)

Ho =6 2,78 wmaciso ancho de media altura 18 Hs, orientasidén ecuat,

La union trans de los ciclos vy la orientacidn axial de
i cadena lateral es indicativa de la conformaeidn 2,3-trans y
2-anti, que es distinta a la de la cassina totalmente cis (1u).
1 aplicacion del método de desdoblamiento parcial de Horeau(l71)
la funcién alcohdlioca secundaria del C3 de la prosopina y proso-
Inina y a la misma funcidn del Cll' de la 0-0'-bencilidenproso-
Inina definié las respectivas conformaciones absolutas, 3S y 11'8,
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por 1o que la prosopina ha sido identificada como 2-(R)-hidroxi-
motil-3-(S)-hidroxi-6-(R)~(11'-hidroxidodecil) piperidina y la
prosopinina es 2=(R)-hidroximetil«3-(S)-hidroxi=6«(R)=(10'-ceto~-
dodecil )piperidina.

Continuando los estudios realizados con los alcaloides
de Progopis africang Guill., et Perr. Goutarel y colaboradores han
alslado otros cinco nuevos alcaloides piperidi{nicos (172) las
lsoprosopininas A (LXXXI) y B (LXXXII) de la corteza y la proso-
f{11ina (LXXXIII), la prosafrina (LXXXIV) y la prosafrinina
(LXXV) de las hojas de esta planta.

Ry Ry
HO (LXXXI) Ok (CHz) ~GO-(Cliz) —CHy
(LXXXII)  oH (CHg) 7-CO«Glg) T-Ciy
Ry HqC N Ry (LXXx11I) OH (CHg) 5-CO~ CHz— CHg
H
(Lxxx1v) H (CHg) 5~ CHOM-Clig— CH3
( LXxxv) H (CHg) -0 - Ciig— Cliy

Las estructuras de estos compuestos fueron establecidas
171) utilizando métedos espectroscépicos y reacciones similares a
as indicadas para las dos bases inicialmente obtenidas de la Pro=-
opis.

Las isoprosopininas A (LXXXI) y B (ILXXXII) forman una
ezcla homogeénea que no pudo ser separada. A similitud con la
rosopinina presentan en el espectro I.R. sefiales a 3400 cm'l
)-H,N-H) y a 1720 em=1 (C=0).

La reduccidén de la mezela por el método de Wolff-Kishner

>nduce a un solo producto de férmula 018H3502N idéntica a la
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lesoxoprosopinina con la misma configuracién absoluta (2R,33,6R).
la posicion del grupo carbonilo en las cadenas laterales fué de-
terminada por la oxidacidén de Bayer-Villiger de la mezcla e iden-
lificando los dos dcidos volatiles producidos, el n-valérico y

)1 caproico, por cromatografia gaseosa.

El espectro de masa de la prosofillina (LXXXIII) econ=-
irma que el compuesto de fdérmula 018H3103N, (M*=313) es una
\-hidroximetil piperidina, (M-31) y (M-183=m/e 130)., La posi=-
ion de la funcidén cetona en C-10' evidente en el espectro i.r.

v 1720 cm'l, fué determinada a traves del espeetro de r.m.n., por
a presencia del triplete del metilo terminal a d =1,07 ppm
ndicativo de la agrupacion CO-CH,CH;.

La prosofillina fué sometida a las reacciones indicadas
nteriormente para la prosopina y prosopinina y los resultados
oncuerdan con la estructura propuesta. Este alcaloide no pre-
enta poder rotatorio a diferentes longitudes de onda y los egw
udios realizados para determinar su configuracidén absoluta ip-
ican que es un raceémico. '

La prosafrinina (LXXXV) es una 2-metil, 3-hidroxipipe-
idina que solo se diferencia de la cassina por la posicidn de la
uneidén cetona en la cadena lateral. El1 espestro de r.m.n. de la
rosafrinina presenta el mismo triplete del metilo terminal &
[=1,05 que la prosofillina indicativo de la agrupacién CO-CH20H3
r 1o qie la oxidacidn se ubica en el C-10', mientras que en la
18sina esta ubicada en el C-11',

La prosafrina (LXXXIV) también es una 2-metil-3hidroxi-

lperidina y se diferencia de la carnavalina por tener un grupo
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ldroxilo secundario de la cadena lateral ubicado en el C-~10' en
)z del C-11' lo cual quedo confirmado al obtener prosafrinina
yr oxidacién de la prosafrina.

La aplicacidén del método de Horeau (171) y las correla-
lones establecidas entre los alcaloides de la Prosopis como as{
mbién con la cassina, de configuracidn absoluta reconocida (1k)
rmitieron establecer las siguientes configuraciones absolutas

) estas bagses:

2-(R)-hidroximetil ~3-(S)-hidroxi-6-(R)-
(7' -cetododecil) piperidina.

2-(R)=hidroximetil =3-(S)=-hidroxi-6-(R)-
(8'=cetododecil) piperidina.
dl-2-hidroximetil -3-hidroxi -6~(10'-
cetododecil) piperidina.

Prosafrina : 2-(R)~-metil -3-(R)-hidroxi -6-(S)-(10'-
hidroxidodecil) piperidina.

2«(R)-metil -3-(R)-hidroxi -6-(S)-(10'-
cetododecil) piperidina.

Isoprosopinina A

Isoprosopinina B

Prosofillina

L]

Prosafrinina
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CAPITULO IV

ALCALOIDES DE LA CASSIA CARNAVAL SPEG.

ARIRODUCCION
La Cagsls garnaval es la Gnica espeecie arborescente

de este género que se encuentra en la Argentina. Pué estudiada
por N. G. Abiusso (5) econjuntamente con otras siete especies de
mestro pa{s con el objeto de determinar el contenido de compues-
tos antracénicos y de antraquinonas en las mismas ocon vista a su
utilizacidn comercial. El carnaval solo presemto un pequefio

porcentaje de estos compuestos en las distintas partes analizadas,

Un estudio preliminar realizado sobre muestras de cor-
tezas de rafz y de tronco y hojas de Cagsia SAIDAYAl recogidas
en ol mes de diciembre de 1964 en las cercanias de Rio Blaneo,
Departamento de Oran, en la Provincia de Salta, permitic detee-
tar, en el extracto de componentes basicos de las mismas, la pre-
sencia de alcaloides por medio de las reacociones t{picas de ca-
racterizacidén (Reaceidn positiva con los reactivos de Mayer,
Dragendorff, dcidos pierico y silicotungstico). BEstos extractos
bisicos fueron obtenidos de acuerdo con las téenicas estableci-
das en: "Investigacion Quimica de Vegetales" (142),

Dado que exist{a poeco conocimiento eon respecto al
tipo de alcaleides presentes en el género Cagsla y a que Highet
(12) habfa aislado dos alealoides, cassina y casselsina, de es-
tructuras parcialmente establecidas, de la Caasia sxselas Schrad,
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ma planta estrechamente relacionada ocon la Cassia CAIDAYAL Speg
(1) se inicid este trabajo con el objeto de aislar y estudiar

los alealoides de la segunda de las especies desde el punto de
rista de su determinacidn estructural.

{EPABACION Y AJISLAMIZNTO DE LAS BASES
La obtencidn de los extractos basicos de las muestras

rriba mencionadas se detalla en la parte experimental de este
rabajo y se puede esquematizar generaliszando de acuerdo oon la
jguiente secueneia:

Extraecion de la mmestra seca y molida eon metanel —
oncentracidn de la solucion metandlica— disolucidn acuosa dci-

2 del coneentrado — liberacion de las bases por alcalinisa-

ion = extracoion de las bases eon cloroforme — lavado y eon-

entracién del extraeto clorofdrmico por destilacidn del solvente.
Por eromatograff{a en plaea delgada sobre siliea gel

¢ enoentrd que la eortesa de rafiz y la cortesa de tromco oon-

ienen una mescla idéntiea de alealoides en proporecienes bastamw

s similares. Rl eontenido em aleal eides brutos fué aproxima-

wente de 0,55 en peso sobre waestra seca y ¢l aloaloide que se

ncontrd en mayor abundancia fué la gassina que se halla aocempa-

Mo de pequefias santidades de otros cinee o sois alealoides.

\s hojas presentan una mesecla de bases similar a las enmeontra-

is en las cortesas de tronco y de rais, siendo también la gassing

| componente primcipal y so diforencia do aquellas por tener una

oporeion apreeiable de una nueva base piperid{niea, a la que se

) d16 el neombre de¢ SAXRAYALIDA.
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El procedimiento de purifieacidn del extraeto Bisieo
y de separacidn de sus componentes demandc una serie prelengada
de oromatograrias on columna de s{lica gel, las cuales se du-
criben en la parto experimental.

Las caracter{sticas de las bases determinaron que las
nismas no pudieran ser eristaliszadas de ningin solvente. sé’ipn-
rificacion se logro por eristalisacion como sales (clerhidrates)
y/o por destilacién a alto vacio.

Bl alealoide principal de la Cassia SArpAYAl Speg se
identificd como gagsina, por comparacidén de los datos obtenidos
al estudiar este compuesto eon aquellos publicados por Highet(12),
quien encontrd este alealoide en la Cagssis sxnelas Schrad. n
clorhidrato eristaliza de isopropanol y se puede purificar por
sublimacion al vae{o; tiene un p.f. de 169,5 - 170,5 6C.

La base libre destila al vaci{o dando un sélide blanco
de p.£. 55 = 57 8C,

La Sarpavalina fue aislada bajo la forma de clorhidra-
to de p.f. 15% - 155 ¢C. La base liberada per alecalinizacidn
resulté ser una sustancia relativamente voldtil, que por destila-
¢idn al vacf{o 416 un sdlido blanco de p.f.: 60,5 - 61 €C.

Al realisar la separacion de las bases por cromatogra-
£ia en s{lica gel (Columna), se obtuvo una fraceion que contenia
wa nescla de tres bases y de la cual se precipitd el clorhidrato
de un alealoide que se denmomind Bage III, p.f. 139,5 - 1kl oC,
para la cual se postula la estructura que scorresponde a la RIGS0-
Rnond, produsto que Goutarel y sus colaboradores ebtuvierom por
oxidacién de la presopina (16), alealoide que aislaron de la
Proscpls afrisana.
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Se encontraron trazas de hom6logos de carnavulina y de Base III.
Pinalmente se aislo un cuarto alecaloide, Base IY, por
repetidas oromatograf{as en columna y aunque se obtuvo eomo un
compuesto eromatograficamente puro (placa delgada) no se pudo
eristalizar., De esta base se estudiaron sus caracteristicas es-
pectroseopicas tal como se describe mas adelante en este mismo

eap{tulo,

ISIUDIOC REALIZADOS CON LA CASSINA
La abundancia relativa de gassing en las hojas de Cas-

3la sarpayal Speg. indujo a examinar sus propiedades en funcidn
de la estructura inicialmente propuesta por Highet (12). En es-
pecial, se desidid estudiar a la base por métodos fisicos tanto
mis que Highet describid em su trabajo original (12) la determi-

nacion de un espestro de masa que no correspondia con la formula

molecular propuesta (I).

B
0
H3e~ N Gig);— o — £ —ci
3 X a)g—¢ 3

Chg
(1)

En esta estructura se presenta una sola ramificaeion
en una cadena carbonada de 13 dtomos de carbono. Se ha deseripfo
en ol Capfitulo II do esta tesis los tres eaminos mas nportantﬁ
de biogénesis de alealeides piperidinicos. La ostrecha relacidn
estructural que guardan los alcaloides de la cicuta (por ejemplo,
g¢onhidrina (II) y la garpaina (III) con la férmmla de Highet
para la gassina (I) induce a pensar que el modo de fermasidn em
las plantas puede ser similar para estos tres alecaloides.



2 =0 c=—0
H I B
(II) (cuz)" u 3
(111)

Aunque la aparicion de una Unioca ramificacidém em la ea-
na earbonada de la gassina (I) puede deberse a la intervemeién
¢ una moléeula de £eido mevalonieo o sus equivalentes en ¢l pre-
480 de blogénesis ¢ la participacion en el mismo de um ageamte
etilante, los datos quimicos de Highet en apoye de la estructura
nterier ne eran suficientemente concluyentes.

Parees mis prebable que la biogénesis de la gassing

os nis simple y eorrespenda a la ciclacidén de un deido nlt-ﬂ-
etonico econ una molécula de amonfaco o sus equivalemtes.

N
0 0
I i Ii Condensasién
uooc/cuz cq{c/cug_(c—cug)‘—c—cng —
"la I
0
0
0 ? HO
uﬂc /cuz—(g—cnz)—é—cu,“—"'ﬂ‘-
H | 1 ¥ 1)
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Este esquema pone en evidencia la estrecha relacidn
¢ la gagsina (IV) con las bases aisladas por Goutarel y colabo-
adores (16) de la Prosopis africana de donde se ha ebtenido
mbien gasgipna (139). En la prosopins (V) y prosopinipa (VI)
)arece un grupo hidroximetilico en la posicidn 2 1lo que podria
star de acuerdo con el mecanismo de biogenesis a partir de uwn
yido poli- ﬂ -cetdonico. Una evidencia de tipo similar sirve

ira proponer mas adelante en esta tesis una estructura probable

ra la Base III aislada de Cassia sarpaval.

ijj\( HIj\
- N CH,) —CHOH—CH HO-H N (CH,)—CO-CH
o 275 3 2° g 9

(V) (vi)

g CHg

En base a lo arriba expuesto y a los datos experimen-
les que se presentan a eontinuacidén se propuso (15) la formula
V) que representa mas adecuadamente la estructura de la cassi-
y on forma independiente de los trabajos de Highet y Highet
3) y de Riee y Coke (1%) que se dessriben en el capftulo III
esta disertacion.

En primer lugar se uwstudid la curva de dispersion ro-
toria de la gcassing puesto que la presencia de un centro asi-
trico en la vecindad de un cromoforo Opticamente inastivo -

0 el earbonilo - pod{a indueir la aparicidn de efectos anoma-

3 6n la misma.
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Djerassi y colaboradores (140) han encontredo que la
) do las curvas de dispersion rotatoria de compuestes earbe-
08 ali.ta’tiet;s depende de la distancia del eentro asimétries
rupo cetonico. Bn los mismos las curvas tienden a adqui-
m cardster crecientemente normal o simple sin ningin efeste
m aprecliable cuando la distaneia que separa a ambos grupes
) por lo menos dos atomos de carbono,

Highet eneontrd originalmente que el glorhidraip de
na presenta en el espectro ultrsvioleta un miximo muy déwil
'mu (12) que dobe corresponder & la transieién n—11"
raitida del carbonilo. Ho obstante este dato la curva &e
reion rotatoria (Fig. 1) de la gaasina es simple y de sigme

(D~ Cloraidrato de Cassina

@—v Cassina
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itivo deseendiendo en forma acentuada por debajo de los 250 ,A
) significa que la transicidn elestrdnica del earbonilo a
% 10 ¢s opticamente activa; por carecer el grupo eetonieo
na vecindad asimetrica muy proxima como para inducir la apa-
on de un efesto Gotton. Por lo tanto, la ourva representa-
nla Fig. 1 constituye una evidencia en faver de la estruc-
'no ramificada (IV), de la cadena lateral.

los centros asimétricos de la molécula se hallan en
imidad del grupc amino, segundo croméforo importante en la
uctura. Craig (1%1) ha publicado datos de dispersidn rota-
i de algunos alcaloides piperid{nicos monosustitu{dos y ha
strado en el caso de la D-goniina (VII) y 2-metilpiperidins
I) que el miaximo incipiente que se observa por debajo de
7upuede asociase con la banda de absorcion préxima a 200 I/L

uible a una transicidén del par de electronos no compartidos

itowo de nitrogeno. Esto queda corroborado en la eurva de
ireion rotatoria del glorhidratc de caszaina que se presenta
curva muy plana (Fig. 1) lo que demucstra ademas la inaeti-
| optica de la transicidn n—T" del carbonilo que no puede

i enmascarada en este caso por la segunda transieidn indi-

(glufcu'\ CHq O\CH

P 3
(viI1) (vii1)
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La ospectrometria de masa ha sido de graan utilidad em
la elucidaeion de las estructuras de los alealoides del garnawal
debido a la veolatilidad satisfactoria de las bases libres.

El espectro de masa de la gcassing (IV) se aprecia eo-
® ion molesular al pico de we 297, que aparece con una intensi-
dad relativa, respecto del 1i6n bass de m/e¢ llk, de aproximada-
mente 2§ y que corresponde a la formula molecular correcta

C188580,.

o~
-

HO -e HO
° Iol
I
—C— d N — C—CH
liyo ™ Cly) g C—Clg * Cz) 5 3

H

- -

o+

(IV) l/. = 397

El i6n molecular se forma durante el bombardeo elee-
tronico de la moléeula por perdida de un elestron. En la gasaina
hay tres hetereitomos que pueden estabilizar ficilmemte la earga
positiva y de ellos el dtomo de nitrdgeno os el gque le pusde ha-
cor mas eficientemente (143). De ahf que las carssteristicas
principales del espestro de masa se encuentran determinadas por
los modos de estabilisacidn de la carga positivae del dtemo de
nitrogeno.

La ruptura hemol{tiea de¢ una unidn o3 eon Tespesto
al dtemo de nitregono es el camino favorecido qus permite la es-
tabilisaeién de la carga positiva, eon la econsseuente separssidém
de un radical libre. Se ha encontrado quc prevaless en estes
casos la separecién del radical mas grande (1k3, 1W7),
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En el espectro de masa de la gassing se verifican es-
as hipdtesis como se ve en el siguiente esquema de formaciéa dal
on base del espectro de m/e 11k,

e L, =L L)
N>R

H

l/l:ll‘

Este i6n ha sido desoripto en el espectro de masa del
irpamodidél por Spiteller (107) quien atribuyd su intensidad a
i posibilidad de distribufir la carga en dos estructuras meséme-
is. BEste ion a su vez plierde agua para formar un ion de masa
5y con una intensidad de 7.4%, lo eual queda confirmado en ol
pectro de masa de la gcassina por la presensia de un pico meta-
jtable a m/a = 80,7 ( m* x962/11k).

boBwelENNe
z HaC z* H G~ N7

I/O- 114 I/.: 96

-+

Bl idn base de m/e 1ll% también puede dar origen a mn
n de masa 70 que aparece con una abundaneia considersble, 6,35,
. mismo 16n se forma en ¢l espectro de masa de la 2,6-dimetil-
peridina a partir de un ién andlogo al de m/¢ llh, habiéndese
stulado un mecanismo de fragaentacidén retro-Diels-Alder (1h3,

7.
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HyC N 330/\ N
H [}
./. = 70

La ruptura de las restantes uniones ecarbono-scarbono

| posieién -3 con respecto al dtomo de nitrigenc, son en cam-

o menos favorables o probables y por esto aparecen oon pooa

tensidad los iones de m/e 238 y M-15 (m/e 282); 2,46%, y 1,8%

spectivamente.

.

Hy

o
:Ij\cuz) o C0CH3
B

- CH4CHzCHoOH

+L
N

CH,) —COCH
u 2/ 1o v

= HgC— CHo—CHOH

L

-

CHOH

f}u.

CH—(CHg)5—COCH3

——

CH~_ +
Hsc/ u%n
H

—

C
Hyc~ NN
B

CH— (GH,)— COCH
2%y S m/e =238

o e )/\rou

8 Lcu_ 4
e >

—

CH
F
\(Gﬂz)iTCOCHa

N
H

-l

" 07011\"/0“\
H

2 (CHg)To— CocH,
- I/O =238
CH 1o
hic %
X CH,) COCH
H 10 3

l/.: 262
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El mecanismo de la formacidn del idn de w/e 238 fué
pstulado por Spiteller (107) para expliear la aparicién de um
{on andlego on el espectro del carpamodiol.

Otros iones nitrogenados que son carascter{stieos de
la fragmentasion de un micleo piperidinico y que se presentan en

¢l espectro dec la gAasina son los siguientes:

+ + +
L+/Cﬂz L+ SHz CHCH=—NH,  -CHMH=—CM, OH;=N=CH,

!—-

nfe 5T m/e = 56 n/e = 44 n/e =43 a/e = 43

Los datos do espeetrometria de masa presentados hasta
1 omento corroboran la informacion quimiea quo ebtuvo Highet
(12) en euanto & que la gaszsina eonsta de un mieleo piperidinieo,
rustitu{do en tres posicioncs, por um grupe aleohelico, un grupo
mtilo y un tercor sustituyente en posicién ol eon respesto al
itemo do nitrogono. Ademis, estableeen gue ¢l peso molecular
ds]l alcaleide que s 297 y que ¢l tercer sustituyente tieme 183
midades de masa.

Las caraster{sticas alifitiecas de la moléeula de la
sssine evidoneiadas en les espectres de mb y de resanan-
ola nucloar magnétiea eomo as{ tambiéa la presencia del toreer
(ripo funsional, carasterisado como motil-getoma por ospestres-
wpia (Penem.) y quimicamente (12), se aclaran y erdeman en la
wléeula por la interpretaeidn de los picos signifieatives ez la

sons de masas mayeres del espoetre de mmsa.
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El ion de masa 240 aparece con una intensidad 8,1% £
por lo que se destaca de todos los otros picos en esta zona del
espectro y se forma por perdida de un fragmento de 57 unidades
de masa a partir del ion molecular, (M-57). Considerando la
tormula (IV) de la ecassina se puede interpretar la formacidn del
ion M=57 debido a la fragmentacion de un idn molecular producido

por eliminacién de uh electrén I del grupo carbonilo.
'.Io.:
CH_=—C—CH
. 2 3
‘03 > —+
Hge” N7 o )—/Cb?itl:tCH "
x” N 2)y 3 .
H,C : c"a)g_cuz
l/. = 240

Esta reaccion no ha sido deseripta en la fragmentacion
de compuestos cetdnicos, pero el mecanismo descripto ha sido
utilizado para explicar la aparicidén y abundancia del idn M=h3
on aldeh{dos alifaticos (143). La dificultad con que se tro-
pleza en nuestro caso 3 explicar la estabilidad del idn formado
utilizando los conceptos de mesomeria o resonancia. FEn casos
similares se ha postulado que la interaccion a traves del espa-
¢lo de la carga formada con otros grupos funcionales puede ex-
plicar la formacidn y estabilidad de un idn como el de m/e 240
que posee la carga positiva sobre un carbono terminal de una ca-
dens alifdtica (147).

La separacién del fragmento de masa 57 se debe exclu~-

sivamente a la presencia del grupo ecarbonilo en la nolécula, ya
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la reduscion del grupo cetdonico a un grupo aleohdlico deter-
» un cambio marcado en el espectro de masa, segin se vera en
iesoripcidn del espectro de masa de la carnavalina. Esta hi-
sis ha sido también confirmada por Highet al estudiar los
tros de masa de una serie de compuestos aislados de la C.
iga o de derivados de éstos (148),

La fragmentacion tipica de las cetonas alifaticas se
iuce, cuando es posible por ruptura de la union 0(‘/4 con res-
to al £tomo de earbono carbon{lico ocon la transposicidn de um
0 do Mdrdgeno de la posicién ¥. Esta transposicidn que se
)¢e como transposicidn de Mc lLafferty, ocurre en la cassina

smndo un ion de masa 58, que aparece con una intensidad de

::m CHg)— CH =Gl
H —— 3 i T ‘

0 N %)_c;‘*'g P +

) 7
: A r
I\/c\mg3 Gﬂz/c\ﬂa /e =58

[ respecto del idn base.

La ruptura o de los compuestos sstdonicos se produce
Mnere que se separa un radical, preferiblements ¢l mas gran-
quedando @l 10n oxigenado oon la carga positive. De esta
i'a 8¢ forma un idn do apreciable intensidad a m/e 43, aungue
o paedo ostablecer el porcentaje con exactitud dedido a la
uwoidn do iones nitrogenados de igual masa.



La fragmentacion anterior se puede producir tambieén de
anera que la carga positiva quede sobre la cadena alifatica,
)gin se aprecia en el espectro de masa de la gassina por pre-

mela de un 16n de masa 25% (M-43) con una intensidad de 0,85%.
HO

HyC N CH:) 10 + — CH,
H n/e - 254

La ruptura de la otra union o respecto del carbonilo
) suy poco probable, y daria origen a un ion M-15 por pérdida
) un radical metilo. En el espectro de la gagsina aparece,
mo se ha mencionado arriba, el ion M-15 a m/e 282, pero se
wde demostrar por comparacion con los espectros de otros alca-
1ides que se desoriben mas adelante, que la pérdida de metilo

1 micleo es el principal contribuyente al idn M=15.

m/ﬁ = 282

o
w, - 3
\
- 4
O=o+
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De acuerdo con lo expuesto, los picos de masa 240 y 58
contradicen la posibilidad de una ramificacidn de la cadena late-
ral de la ¢assina en posicidn oC con respecto al grupo carbonilo,
como se sugerfa en la férmula originalmente propuesta para este
alcaloide (I). Una ramificacidén como la indicada daria origen a
Picos de abundancia significativa a m/e 226 y 72, que no aparecen
en el espectro de la gassina.

La cadena lineal de metilenos se pone de manifiesto por
uma serie de picos separados por lk unidudes de masa que se ex-
tiende de m/e 240 hasta m/e 11lL4 (20, 226, 212, 198, 184, 170,
156, 142, 128) que se presentan con intensidades del orden o me-
nores a 1%, Ademds de esta serie de picos aparesen otras dos, en
las cuales los picos tambien se encuentran separados por 14 uni-
lades de masa y las series se encuentran separadas entre si{ por
los unidades de masa. Ambas se presentan con intensidades del
»rden de 1¥ o menor y se extienden desde m/e 238 y m/e 236 hasta
/e 112 y 110 respectivamente. La ultima serie esta formada por
lones en los cuales se ha producido una deshidratacidn del nidcleo
iperidf{nico y cuya cadena lateral, a similitud con la primer se-
rie descripta, consta de fragmentos con numero variable de meti-
lenos. Es de interés mencionar que los picos de esta serie son

los de mayor intensidad relativa en el espectro de 10 e.v.
[~ 7+

- CH —6:..0
ut - 297 e h /(l
2 > >
HaC <N CHg) s— Ci

b -

I/O = 236




/e 236 -—» ( 222, 208, 194, 180, 166, 152, 138, 124¢) —e

L | s — |, e 9
: H ¥R e
L 2 |
mfe 110 (1X)

El pico de m/e 110 tambien se forma en el espectro de
asa de la isopelleterina (125) y ha sido representado por la es-
ructura (IX).

La otra serie indicada, entre m/e 238 y m/e 112, proba-
lemente se diferencia de la normal, entre m/e 240 y m/e 114, en
ue por un reordenamiento se ha perdido una molécula de hidrdgeno.

La pérdida de agua se confirma con claridad en el es-
setro por la presencia de picos metaestables que aparecen por
jemplo: a m/e 261,5 originado en el 16n molecular M*, (g%;)a =
51,5; a m/e 247 originado por el ién M-15, (gﬁ%)z z 2W7;

n/e 205,5 originado por el 1idn M-57, (§§§)2= 202,5%; y a w/e

)y7 que, como ya ha sido mencionado, se origina del idn base de
2

‘e 11k, ége) = 80,7.

El grupo hidroxilo se hace evidente ademias por la pre-
meia de picos caracter{sticos de compuestos alcohdlicos como
r M=1, pérdida de hidrdgeno, y M-17 pérdida de hidroxilo que
nducen a iones de masa 296 y 280 con intensidades de 0,9% y

42% respectivamente.
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La informacidn obtenida de las curvas de dispersidn
tatoria del espectro de masa,complementada con aquella obtenida
) los espectros de resonancia nuclear magnética e infrarrejo

:mitieron postular la fdérmula correcta (IV) de la gassina (15).

Huj\/j\
e (CHz) — CO—CHg

(1v)
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RSIRUCTURA DE LA CARNAYALINA
La garnavalina (X) os un alcaloide piperidf{nico nuewvo

similar a la gaasing que se separo de los componentss biasicos de
la C, oarpaval por repotidas cromatograf{as en columna de sf{lica
gel., Bl alealoide se oristaliso como clorhidrato por precipi-
tacién parcial de una solucidn de lau base en éter et{lico anhi-
dro con cloruro de hidrdgeno gaseosoc Yy 8eco. La base 1ibre se
parifico por destilacion a alto wac{o. 8o prepard también un

derivado triacetilado de la carnavalina que no pudo cristalisar-

30 y se obtuvo como un aceite.

HoC /(\/L\ou 4)— CH—CH,

10|

(X)

La estructura de este compuesto fué doterminada en
base a los datos obtenidos de los eospectros infrarrojo, de re-
sonancia magnética nuclear y de espectrometria do masa. La
isma 89 confirmd por correlacidén quimica con el producto de
reduceidn de la cassina con borohidruro de potasio (15).

El espectro infrarrojo de la carnavalina (X) es t{-
pico de una sustancia alifitica con la excepcidn de la presen-
:a de una banda ancha a 3330 em™t
wino y/o hidroxilo., A diferencia con la cassina no presents

correspondiente a grupos

ibsoreidn en el infrarrojo correspondiente a un grupo carbonilo.
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il compuesto acetilado, desaparece la banda ancha a 3330 cn"l

arecen dos bandas carbonilicas intensas a 1740 om-l y a 1653
| adomis de una banda ancha ¢ intensa a 1245 em~l, caracte-

tica de grupos ésteres, 1o cual demuestra la presencia de por
unos dos grupos acetilables diferentes.

El espectro de resonancia nuclear magnetica de la car-
Uine presenta a campo alto dos dobletes atribuibles a dos
s metilos que en cada caso se encuentran acoplados a un
bn y que estdn centrados a J =1,10 (J=5 cps) y a d =1,19
jcps)e El primero corresponde a un grupo metilo unido al
leo piperid{nico como en la cassina o =1,10 (J=6 cps) y el
mdo corresponde a un grupo metilo en posicidén X oon respecto
) grupo alcoholico secundario como en el caso del 2-octanol,
4,15 (J=6 cps). Utilizando como referencia los 6 protones de
)8 dos grupos metilos en la curva de integracion, se establece
otal de 37 protones en la molécula, de los cuales la mayor
wreién, atribuible a los grupos metilenos alifiticos, se en-
itran agrupados er el pico mas intenso del espectro ¥y que como
4 cassina, aparece ubicado a J =1,28. A d =2,53 aparece un
mlete ancho, atribuible a 3 protones activos, que se superpo-
| los multipletes que se extienden entre d 22,65 y dJ =3,0 de
protones en o¢ al nitrégeno. La diferencia mas apreciable en
spectro de la carnavalina con respecto al de la cassina entre
4,0y J=3,5, es 1a ausencia del pico nftido en d =2,15 que en
assina corresponde a los protones del grupo metil cetona. El
ulete ancho que aparece a ¢ =3,6 con un ancho de media alturas
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proximadamente igual a 7 cps, es caracter{stico y define a un hi-
dgeno ecuatorial unido a un dtomo de carbono hidroxilado perte-
sclente a un ciclo de seils dtomos, sustitufdo alifaticamente en
»sicion alfa (131), correspondiente al pico a Jd =3,55 en el es-
setro de la cassina. A continuacidn se observa un miltiplete
who centrado d =3,82 que por integracidn corresponde a un protdn
es atribuible al hidrdgeno de un carbono hidroxilado secundario
1 una cadena alifatica, que en el caso del 2-octanol se encuentra
mtrado a d =3,76. No aparecen sefiales de resonancia de protones
campos mas bajos, lo cual confirma la ausencia de protones ole-
[nicos o aldehfdicos.

La posibilidad de complementar y substanciar la informa-
lon obtenida con el espectro de resonancia magnética nuclear de
| carnavalina, llevo a que se prepararan derivados acetilados de
| base y de compuestos de referencia.

En la acetilcarnavalina se observa que las sefiales atri-
{das a los dtomos de hidrdgeno de los carbonos hidroxilados se
)splazan a campos mas bajos. Tanto el singulete ancho que se
‘esenta a ¢ =3,6 en el espectro de resonancia magnética nuclear
) la base, como el multiplete a d =3,82 aparecen a d =4,89, El
ralelismo se encuentra para el primer caso en la cassina donde
| sefial a d =3,55 se desplaza a d =4,9 en el acetilderivado y
ra el segundo en el acetato del 2-octanol en el cual la sefial a
=3,76 se encuentra a d =,88.

En el espectro de resonancia nuclear de la acetilcarna-

lina aparecen tres picos nitidos correspondientes a los hidrd-
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genos met{licos de los grupos acetilo a d =2,12, 2,07 y 2.02.

la identificacidn de estas tres sefiales no es my clara, pero se
puede presumir que ol pico a d =2.02 corresponde a los hidrdgenos
dol grupo acetato que esterifica el hidrdoxilo de la cadena late-
ral ya que la diacetilcassina presenta dos picos a d =2.,12 y 2,07
sorrespondientes a las acetilaciones del nicleo. Se realisaron
espectros de otras sustancias O- y N-acetiladas, pero la relativa
divergencia de valores no permite asignar con certeszsa cual de las
sefiales corresponde a una u otra acetilacion. El espectro de la
scetilcarnavalina presenta ademas, ¢l pico intenso de los metile-
s aliféticos a O =]1,28 y desaparecen los dobletes de los dos
grupos metilos debajo de la sefial anterior.

De estos espectros se deduce claramente que la carnava-
lina posee una estructura alifatica saturada con tres grupos ace-
tilables, con un micleo igual que el de la cassina y que se dife-
rencia de esta dltima base por carecer del grupo carbonilico y
tener en su lugar un grupo aleoholico. Esto queda corroborado
por el espectro de masa.

El espectro de masa de la carnavalina presenta como ion
base o1 de m/e 114 y que corresponde a la férmula 06'12.) por me-
icidn de alta resolucién., El ion molecular aparece a m/e 299
) igualmente por una medicién precisa se encontrdé que corresponde
| 1a férmula Cy gH37%0, .

En 1lineas generales ol diagrama de fragmentacioén del
ispectro de la carnavalina es muy similar al de la cassina., En
la carnavalina (X) tambien se separa el sustituyente mas grande
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en posicién X con respecto al dtomo de nitrdgemo del micleo pi-
perid{nico para dar el ion base de m/e 11k, estabilizado por re-

sonancia.

80.e I + -
H,.C

También como en la cassina se identifica el ion de ma-
n 96, de apreciable abundancia relativa (8.45%), como producto
de deshidratacion del ion base, proceso que se confirma por la
sparicion de una sefial "metaestable® a m/e¢ 80.8 (m= ﬁelz ~ 80.8).

Entre los fragmentos de masa pequefia aparecen los

iones que contienen un atomo de nitrdgeno, como ser:

cuz H, Hz
CH
\-;/] k+/ H +/ 3 ——
33 H / CH 3CH Nﬂz Cllzﬂﬂ_CHz CHz— '—.— cuz

L L ST P A

Un ion que sobresale entre estos (7.82%), es el de
msa 70, que como se hadia visto en la deseripeidn del espectro
de masa de la eassina, corresponde a una apertura del mucleo
piperidinico del tipo Retro-Diels-Alder. (13, 147).
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La ruptura de las uniones 0(/3 ciclicas, con respesto
1l dtomo de nitrdgeno, conducen a la formacidn de un ion radical,
[ue se estabiliza perdiendo un radical de masa 59. En el es-
wetro de la cassina este ion (M-59=238) aparece con una inten-
idad cercana del 2.5% y en este caso (M-59=240) aparece con uma
ntensidad de 1.6% relativa al ion base.

HO OH
M 0
( (

L) .+ +

HqC N~ CH, )~ CHOKCH B CH N A(cu ) — CHOHCH
i 3 2 2 3
H 10
- CH,,CH.,CHOH

3

—3 2 e NS AN CHy) — CHOKCH
d

m/6 = 24V
i
" NGHox
] R— (-‘
H,C I CH,,) — CHOHCH e\ 3 u
3 " 2'70 3 Ha¥ N7 0K —(un,) —uHoHoH,

-65201120&2‘1 HyG” X N Xy A CHy) S —CHOHCH,
! e =240

En el espectro de masa de la carnavalina el ion que
Mrece con mayor intensidad en la gona cercana al ion moleocular
) 61 M~15 (m/e 284) que se presenta con una intensidad de 3.36%.
) habfa visto al deseribir el espectro de masa de la cassina
6 61 ion M-15, originado en la pérdida de un grupo metilo,
d{a oourrir de dos maneras: la mas favorecida : sy por separa-

On del metilo en o del micleo piperidinico y la menos proballe
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b, pérdida del metilo carbonflico en el extremo de la cadena
reveldndose ambos en una sefial de intensidad 1.81%.
HO R
HO\/\ —y‘ \/\ \;
N, A -
J(k A N ( CHz)lO_CO —Chy
ot (CHy) —cv -§—u1 H

Hu M-15 m/e - 282
(1V) L
_ +
HaC N CH,) —C =0
3 < 10

H

La mayor intensidad del pico M-15 en el espeotro de
la carnavalina es atribufble a una diferencia en la estructura
ie la cadena lateral, que conforma con las caracter{sticas de
fragmentacion de compuestos alcohdlicos alifidticos en la que la
sarga positiva se establliza por formacidn de una unién oxonio

r se ejemplifica en la fragmentacion ¢.

HO
a
a — m e
+
0\/\ c+:u N CH )-—— <':x:|—cu3
1V
/\ ‘\
H u’\)\ (CH,) - CH—4~CHy n M-15 m/e =284
[ __.,
; CH )——c.u_ou

(x)

Es una regla general de las rraaontacionos de eoste
tipo, en las que hay sustituyentes de diferente tamafio en ol
itomo de carbono que lleva =1 heterodtomo, que se expela el
nustituyente de mayor tamafio, pues el electrdn del radical neu-
iro puede estabilisarse mis facilmente en una cadena larga por
las me jores posibilidades de reordenamiento o posterior descom~
wsicidn (143). BEn la carnmavalina se produce preferiblemente
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la fragmentacién d, evidenciada en un pico de intemsidad 11.3§

para el ion de masa u45.

HO ' +
OH OH
~ < . ,
Hou N vn,) — CH—Ch BG —CH -+ radical
3 }-{ 2 10 k]

3
m/e:llb

Se puede inferir que en el espectro de la carnavalina
)s importante la contribucidn del ion formado en la fragmenta-
on d al pico de masa 45, porque en el espectro de la cassina
la sefial a m/e 45 se presenta con una intensidad menor de 2%,

La validesz de la regla arriba mencionada puede ilus-
irarse quizds de un modo arbitrario, determinando la relacidn
le intensidades de los picos M-15 y m/e 45 dadas por las frag-
ntaciones ¢ y 4, para 1o cual habria que restar las contrie-
uciones que hacen a los mismos el resto de la moléoula. Esto
o puede lograr de una forma aproximada utilisando el espectro
le la cassinu como base por 1o que la relacidén serias
3036 - 1.,81) dividido por (11.3 = 1.93), lo cual da una rela-
ion de 1 a 7. Esta relacion es compatible con la comprobada
ara las fragmentaciones del 2-butancl en la que la fragmenta-
1in d prevalece son respecto a la ¢ en una proporeién de 5a l
143),

El grupo alcohdlico de la cadena lateral puede dar
rigen a un tercer ion oxonio por pérdida del dtomo de hidré-
eno unido al atomo de carbono hidrox{lico, con lo que contri-
uye a 1la intensidad del ion de masa 298 (M-1),
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El ion (M-1l) aparece en el espectro de la carnavalina
con una intensidad doble a la del ion molecular M, a la inversa
de 10 que ocurre en la cassina scuyo pico M-l es de menor inten-

sidad que el ion molecular.

HO o+ O
OH °
—_—
N TR .
HqC N CHy) —C— B.C N7 > (CHy) —C =0k

i 10 | 3 ki 10 |

CH, M1 Ch,
Sin embargo la eontribucidn de la fragmentacidn ¢ a
la intensidad del ion M-l es m{nima, como ha sido demostrado en
¢l ejemplo del 2-butanol citado anteriormente y que tiene una
importancia del drden del 1% (143). De esto se desprende que
el ion M-1, que tiene una intensidad del 0.9% tanto en el es-
pectro de la cassinu como en el de la carnavalina, se debe prin-
cipalmente a la pérdida de los atomos de hidrdgeno vecinos al
nitrogeno del nicleo piperidinico. De ah{ que puede utilizarse
con cierta razon el espectro de la cassina como base al estable-
cer la relacion de preponderancias de las fragmentaciones g y 4
arriba mencionadas. La menor intensidad del ion molecular de
la carnavalina 0.53% respecto al de la cassina 1.98% es justi-
ficable en rasgdn de la caracteristica conocida de 1los alcoholes
de dar iones moleculares muy bajos.
Una serie de picos metaestables presentes a m/e
264+, 263 y 249 indican que se produce una perdida de agua de

los iones M’ (m/e 299) [m' = (281)° = 26‘{, y M=1 (m/e 298)
2%
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. _ %%)2 = 263} y M-15 (m/e 284) {.‘= ‘%ﬁ&’z - zug} ,

0 que s cowpatible con los procesos de fragmentacidén del mi-

leo, de la siguiente manera:

HO

l/o = 284

3

/<( Chz) — CHOHCH

HO
/e = 266
sz)—bHONbH
Ha(' A H ™~ ~H \
m/e=299
CHOHCH

-Hyu w'= 264 n/o = 298

l -H,0 o'z 263

| /<cuz) 5 CHOKCH, @
RS N~ "N CH,) — CHUHCH
3 i 2’10 3

B/e = 281 n/e = 480

-CH

El resto del espectro, entre el ion molecular y el pi-
' base de masa lll, presenta tres series de picos secundarios,
 intensidades menores de 1%, en los que los picos de cada se-
¢ se encuentran distanciados en 1% unidades de masa y las se-
os estdn separadas entre s{ por dos unidades de masa. La mayor
estas series se extiende desde m/e 25% hasta 11l ¢ identifi-
n la cadena lineal de 10 metilenos unidos al micleo piperidi-

co tal como se habia descripto en el espectro de la cassimm.
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a segunda serie se inicia dos m/e mas abajo o sea a 252 y se
xtiende hasta m/e 112 y probablemente corresponda a una serie
ue se diferencia de la anterior en la que por un reordena-
iento se ha perdido una moleécula de hidrégeno. La tercer se-
ie se extiende desde m/e 236 hasta m/e 96 y que como se habfa
1sto en la cassina corresponde a los iones que contienen
ragmentos de distinto numero de metilenos en la cadena late-
al y en la que el nucleo piperidi{nico se ha deshidratado.

La interpretacion del espectro de masa de la carna-
alina (X) permite confirmar que la base tiene una férmmla
'1811371102, compuesta por un micleo piperidinico sustitufido por
n grupo hidroxilo y en posiciones o por un metilo y una ca-
ena alifdtica lineal en la que el segundo atomo de carbono a
artir del extremo se encuentra sustitufdo por un grupo
ddroxilo.

La confirmacién quimica de la estructura del aleca-
oide se logrd al obtener un compuesto idéntiso por reducoidn
¢l grupo carbonilo de la cassina (IV) con borohidruro de po-

asio en solucidn hidrometandlica.

H H
. OH
—_—
M N —— v N — U
Ha /‘\‘952)10 COCH, Hyo”” N (GHg) -G —CHg

N
H
(1V) (X)
El compuesto eristalino obtenido se identificd con
a carnavalina porque tanto la base sintética como la matural

resentaron similares espectros infrarrojo y de resonancia
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Near magnética ademis de los mismos R, por comparacidn en
wmatografia sobre placa delgada en distintos sistemas. La
ualdad persiste oen los derivados triacetilados de estos com-
mtos. No se encontraron evidencias de la formacidn de una
xla de diasteroisémeros. Este problema no puede resolver-
hasta que no se obtengan pruebas sobre la estereoquimica
| {tomo de earbono carbinélico de la cadena lateral de la
‘navalina .

En uno de los espestros de masa efectuado con la
W II se han obsergado picos de muy baja intensidad que
responden a iones de masa mAyor que el ion molecular de la
pavalina, de los cuales se distinguen los de m/e 355, 340,
', 326 y 312. Dadas las caracter{sticas de los alcaloides
la Cassia carnaval y la forma en que se efectud su separa-
8, es posible considerar gue estos iones corresponden a
s de homdlogos superiores en 2 y en % metilenosa la carna-
ina., Bl pioo a m/e 355 se identifica con el ion molecular
ws base de férmule C,H,sH0, para la oual el pico a w/e 30
responde al ion M-15 por pérdida de metilo. De la misma
ars, ol ion de m/e 327 corresponds a un compuesto de férmula
By, ¥ los de m/e 326 y 312 a los picos M-1y M-15 de esta

0

l‘j\/l r nel3 Homélogo 1 Cagte1 0
67 N 7 XGHg) -— OH—CHy n:lé Homélogo 1l

CaghesN0g
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ESTUDIOS8 REALIZADOS CON LA BASF III

La Base III se obtuvo ocomo un e¢lorhidrato eristalino,
al acidificar con acido clorhidrico una solucidn de una mescla
de bases en etanol, que se precipitd por dilueidn con isopropa-
ol y luego con eéter de petroleo hasta turbides., Por enfria-
aento, oristalizacidn, filtracidn y lavado, se obtuvo una pe-
quefia cantidad de un compuesto de p.f. 138 - 139.5¢C. Bl clor-
hidrato se recristalisd de alecohol isoprop{lieo, elevandose el
p.f. a 139.5 - 1412C. La base se liberd de su clorhidrato y
oon la misma se realizaron espectros de resonancia muclear mag-
nética, infrarrojo y de masa.

El espectro infrarrojo de la Base III es muy similar
il de la cassina ¢ indica las caracteristicas netamente alifd-
ticas de este tipo de basges. La similitud se observa hasta en
la presencia de una banda intensa de absorcidn a 1710 on~!
sorrespondiente al estiramiento de la doble ligadura carbono -
oxigeno de un grupo ecarbonilo. La diferencia mis marcada oon
)l espectro de la cassina se evidencia en la mayor intensidad
ie 1a banda de absoreidn correspondiente a la regidn de estira-
iento de uniones nitrdgeno-hidrdgeno y ox{geno-hidrégeno entre
3.500 y 3.300 on~l.

La Base III presenta un espectro de resonancis magneé-
tica nuclear relativamente simple. A similitud ocon las otras
bases aisladas del carnaval, no aparecen sefiales por debajo de
d=4,8 1o cual indica la ausencia de protones aldehidiecos u
slef{nicos, y a S =1.28 se presenta el pico mis intenso del
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)spectro correspondiente a los grupos met{licos. A diferencia
on las otras bases no se observa el doblete centrado a O =1,08
ue corresponde al grupo metilo situado en la posiocidn 2 del
heleo piperid{mico. El dnico grupo metilo detectable en el
ispectro de r.n.m., de la Base III es el singulete n{tido situado
1 1gual que en la cassina, a d #2,15 atribuible a los protones
o un grupo acetilo. La curva de integracidén del espectro re-
''vido a la intensidad de esta sefial da un total de 35 protones
m 1a molécula.

El singulete ancho caracter{stico del proton ecuato-
1al del dtomo de carbono hidrox{lico en posieidn 3 del micleo
iperid{nico presente en la cassina y la carnavalina a J =3,6,
nh el caso de la Base III se confunde en una sefial ancha que se
xtiende desde O =3.5 a J =k,5, centrada a ¢=3,95, que integra
m total 6 protones. No resulta clara la explicacidén de la in-
snsidad de este pico eon los datos que se poseen, ya que en el
ismo debe estar incorporado otro proton ademis de los que
seoncialmente deben ser considerados; 1los dos protones mo hi-
rox{licos del grupo alecohdlico primario, sustituyente en posi-
idn  del micleo piperidinico segin se desprende de la inter-
retacion del espectro de masa, el protén del dtomo de carbomo
ddroxflico del micleo, ya mencionado, y posiblemente los dos
Totones hidrox{lioos.

La pequefia eantidad de sustancia disponible tampoco
wrmite asignar oon precisidn las sefiales presentes entre
Js2.25 y d=3.0 que integran 4 protones y que deben ocorrespon-



dor as 1os 2 protones del m tileno vecino al resto acetilo y
los 2 dtomos de hidrdgeno en posicidn « respecto del atomo de
pitrdgeno del nuocleo.

Una primera apreciacién del espectro de masa demuestra
qu¢ el 16n base aparece a m/e 130, o sea desplaszado en 16 unida-
des de masa con respecto a 1o que ocurria en 1los espectros de la
cassina y de la carnavalina. Otras alteraciones evidentes en
¢l espectro de masa de la Base III ocurren en las inmediaciones
del ion molecular, destacindose ademis un pico muy intenso en
/e 282, 53F% con respecto al idn base.

La evidencias de los espectros infrarrojo y de resonan-
¢la nuclear magnética demostraron la presencia de un grupo metil-
tetona ademas de un mimero considerable de metilencs alifidticos,
a similitud de lo que ocurrfa con la cassina donde un grupo ace-
1o concluia la cadena alifitica. Este ordenamiento se carac-
teriga por dar en el espectro de masa de la cassina un ién M-57
que resalta en el espectro ya que aparece con una intensidad de
8.14% a m/e 240 y también un pico a m/e 58 con una intensidad de
5,28 probablemente originado por la participacién del earbonilo
@ una ruptura de tipo Mclafferty.

Analogamente en la Base III, ge enouentra un idn de
msa 58 que tiene una intensidad de 13.3% y un idn a m/e 256 que
tiene una intensidad de 8.16%. Esta coincidencia implica que el
{6n molecular deberfa tener una masa igual a 256 + 57 = 313, y
Mends indica que el grupo metilcetona es extremo de una oadena
wlirdtioa de 10 grupos metilenos de longitud ya que la diferencia
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mtre la masa del ién molecular y el i6n base, 313 - 130, corres-
ponde @ 183 unidades de masa al igual que se habfa deseripto para
la cassina., BEsta evidencia se confirma por la presencia de las
uries de pieos secundarios de intensidades menores del 2% sepa-
radas por 14 unidades de masa y perfectamente identificadas con
las nismas series encontradas en los espectros de la cassins y de
4 carnavalina, De 1o que antecede ¥ en base a la experiencia
nrificada en los espectros de masa deseriptos anteriormente, se
nede inferir que la Base III tiene como sustituyente mas grande
n posicion o€ con respecto a un atomo de nitrogeno, a la misma
adena lateral de la cassina.

Una explicacidn andloga a la recién emunciada indicarfa
ue el sustituyente de segunda magnitud en la molécula que se en-
uentra en posicidén « con respecto al dtomo de nitrégeno debe ser
astante mis grande que el metilo de la cassina o de la carmava-
ina, y que debe tener una masa igual a la diferencia entre la
ol i6n molecular ,313 y la del idén intenso de m/e 282, que
orresponde & 31 unidades de masa., Este requisito lo satisface
irfectamente un grupo carbindlico y encuadra con la posibilidad
o explicar el aumento de 16 unidades de masa del ion base de wm/e
30 son respecto al correspondiente de la cassina o de la earmava-
ina @ m/e 114, REsquematizando, la Base III tiene la estrustura
ndicada por la férmula (XI) a partir de la cual se explican las

{stintas fragmentaciones mencionadas:
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w0 9 ‘ HO
OV SO
b /C\ +
H
(x1)~M*"; mfe =313 (0,57 %) X m/e =130 (100 X)
\do
TL
N
H
N-31,m/e =282 ( 53 X)

HO _

H” +

r\/‘\ AV OH
HOHZC : (CHy) -——clzu 0

CH,) —
( 2)10 COCHgy

“ —= R +
cﬂ L 25\
1 ~& el \uu” ok, “o,
* I/. = 58 (13’3 x)
[ ko ) ] °‘ﬁj’
Il -y a7 T
+
N —— GH,— C —GCH
et H ) g : HOH cIu\/Ll Clg) G
L ] 2 i g CHz

M=-517, I/.z256 (8,16 x)

A similitud de lo observado en los espectros de masa de
la cassina y de la carnavalina se distingue la presencia de piocos
mtaestables, en este caso a W/e's: 96.5; 247 y 221.5, que indi-
can el proceso de pérdida de agua que se esquematisa s eontinuae

eién:

. HO
- R - uzo
*- 96,5 |
+ R = +
HOHZC <N "> Hou,C Z

HO N 2 ,’:
" m/e =130 »/e=112 (8,3 %)
HOH G-t~ N+ 2Np
b H 4 . HO
(x1) - GHgoH \O\ -‘Hzo @+
R: (cﬂz):chm3 b \;- R n= 247 0 N R
H

n/o - 283 m/e:264 (1,2 %)
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HO HO
/\Q +l +

./.=256
(n) / .
- HaO’I :221.5
HOH cmcu ) — Gi
2 N al g— iz

m/e=-238 ( 2 )

Salvo algunas excepciones, que se discutirdn mis ade-
ante, el resto del espectro de masa conforma con las earacter{s-
icas dadas por la formula (XI) para la Base III, La interpre-
acion no sdlo se basa en la experiencis obtenida con la cassina
'la earnavalina, sino que también se encuentra sustanciada per
os datos publicados por Goutarel y sus colaboradores (16), donde
ecionan que los dos iones mis importantes encontrados en los
spectros de masa de la prosopina (V) y de la prosopinina (VI)

b los que se presentan a /e 130 y a M=31, En este trabajo
16) también se deseribe la obteneidn de la prosopinona por oxi-
scién de Oppenauer de la prosopina. Como la Base III tiene
na estructura propuesta (XI) igual a la del produecto de oxida-

i6n, deber{a recibir el nombre de prosopinona.

HO HO
CI)H Oppenauer
_—_——
[
0H,C ~~ CH,) — CH—CH —C—
HOH,C : 25 3 HOH ,C ; CHg) 756 —CH3

0

=]

(V) Prosopina (XI) Prosopinona
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Experiencias posteriores a las deseriptas en esta tesis
K9) confirmaron la identidad de una mmestra de prosopinona pro-
sta por Goutarel con la Base III de Cassia Carnaval en compara-
ones por cromatograf{a en placa delgada con diversos sistemas
 solventes.

Como resimen de la estructura de la Base III se puede
tipular que este alcaloide salamente difiere de la cassina en
e poses a un grupo hidroximetilo como sustituyente en posioion 2
1 misleo piperid{nico en lugar de un grupo metilo. 81 se eon-
leran las especulaciones biogenéticas que se hiecieron en el Ca-
tulo II, es plausible suponer que el sustituyente en posicion 2
| misleo piperid{nico pueda aparescer con distinto grado de oxi-
yién entre los 6 o 7 alcaloides presentes en ¢l Carnmaval, A
e respecto conviene indicar que entre los compuestos denomina-
) acotogeninicos por Hendricksen (144) ge encuentran numerosas
raquinonas naturales vinculadas & las antronas o & los sendsi-
| presentes en el género Cagaia, que se pueden ejemplificar con
) férmulas de la Refna (XII), Aloemodina (XIII) y Emodina (XIV)
las cuales se observa que el sustituyente en posicién 2 apa-
e con tres grados distintos de oxidacion.

0 i 0
COOH HQOH HO3
) 0 OH Ho 0 OH HO 0 OH

(a) (xaix) ¢xav)
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Bl diagrama biogenétieo de ciclacidn mis caracter{stico
)stos compuestos se origina en la eondensacién de ocho unida-
aetato con posterior oxidacidén del étomo de sarbono de la
eién 10 de la antrona intermedis y descarboxilacidn:

Y\n/\cwﬂ coms)
— O‘O

Se observa,asimismwe, un grado oreciente de oxidacicn
grupo metilo de la posicién 2 de la parietina que aparece en
1908 compuestos transformado en un grupo aloohdlico primmrio
sjemplo en teloschistina), en grupo aldehido (eh fallaoinal)
rboxilo (en el deido parietinico) (1kh),

Parietina . .. . .. R=x Gﬂa

! 08N,
Telosohietine.... R = cuaou
Falleginal _ _ ___. - R= CHO

Ao, 1 -- =
Ho 0 ol Parietinico.. R= GQOQH

Los ejemplos precedentes servirian pars explicar la re-
n entre la cassina y la prosopinona si estos alcaloides se
un de acuerdo al esquema establecido por Bevan y Ogan (159)
tudiar con precursores marcados la bios{ntesis de la carpai-
a que se estar{s considerando la oxidacién del metilo termi-
s un daocido /Q-ootopolinotu‘nioo.
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Condens,

Y Red,
COUH —
0 COOH
Hy0 o /%/
n
1O
0x, del C-3
—_—
COOH
HoC N
B n

La carpaina se forma por interesterificacion de dos de
)stas unidades, n=3, mientras que para llegar a la cassina, n=5,
jebe oxidarse tambien el Cll' a cetona y reducirse el grupo car-
oxilo, C12', & metilo.

81 se considera el esquema inverso, mas acorde con la
ibicacidn de los atomos oxigenados en la cassina, el sustituyen-
te en posicidn 2 del nicleo piperidinico se originaria en el
sarboxilo inicial del &eido /)’-cotopolimetilénico, y en este ¢a-
% se deberian producir las oxidaciones de 1los carbonos X y/o &£
ara permitir las incorporacion del nitrdgeno y la condensacidén

egin los mecanismos conocidos (156, 167).

0 o HO
—_—
£ € Hy Ij\(
um% uac N caz)l_o co -Cﬂa
0 0 B
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En ambos esquemas anteriores se requiere reducir o reem-
plazar el grupo ocarboxilo del &cido /Q-cotopolimetilinico. En
este sentido, se sabe que on la auroglaucina (XVII), flavoglauci-
na (XVIII) y palitantina (XIX), todos compuestos que incorporan
acetato en cultivos de diferentes especies de Aspergillus y Peni-
¢il1ium, se produce la reduccidn del carbonilo terminal a un gru-
po aldehido o alcohdlico primario (1u45).

0RO - GH=0lCH), OHC HpH=C(Cuy)
oH{ o= ou) ci- (it o)
oH

(XVII) OH  (xviIiI)
0
. OH
BOH,C
CH-CH-CHACH—c¢H OH

Por otra parte Birch (146) ha encontradc en la auran-
tiogliocladina (XX), metabolito acetogeninico de Rogeum glio-
sladum que la distribucidn isotopica producida por la incorpo-
racion de acetato marcado esta de acuerdo con un proceso bioge-

nético como el que se muestra

i 0
Ha H3G0_ St
—fie
%
ﬁ < ¥\ (¢cooH) H3Co Hy
/ T
J 0 0
G

(xx)
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con un paso de descarboxilacién del grupo carboxilo terminal e
introdusci6n de un grupo metilo por C-metilacidn. Un mecanismo
de este tipo también podria explicar el origen del metilo de la
posicidén 2 en cassina, o el del extremo de la cadena lateral

segin los esquemas considerados.

(HoOC) ma ( HooC) N R
P b

C1 en cassina y (#] en prosopinona
en carnavalina

Aunque los datos aportados no permiten definir el meca-
nismo de biosintesis, la presencia de Base III (prosopinona)
conjuntamente con la cassina en C. Carpnaval y de cassina y los
demds alcaloides hidroximetilpiperidinicos en Progonis ALricana
(139), permite suponer una correlacion biogenética entre los al-
caloides de estas especies,

Haciendo referencia nuevamente al espectro de masa de
la Base III, se puede dar una evidencia concreta en favor de la
blosintesis por via acetato, por lo menos en 1o que concierne a
la cadena lateral de este alcaloide. Aparecen en el espectro
tres picos de intensidad considerable, a m/e 284+ (4+,0%), 310
(13,758) ¥ & 311 (3.15%) y los mismos no se pueden integrar en
el marco general de las fragmentaciones conocidas para poder ex-
plicar racionalmente su presencia conforme a la estructura pos-

tulada para la prosopinona. Se habia mencionado que para la
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carnavalina, compuesto dihidroxilado el 16n molecular M tenfa una
intensidad de 0,53% y el ion M-1, 0,94%, Los iones M-2 y M-3
eran practicamente inexistentes. ™n la prosopinona, el 16n M,313,
tiene una intensidad de 0,57% y el ion M-l 1,148, bastante con-
cordantes con los de la carnavalina, por lo que los picos a 311
y 310, dif{cilmente podrfan ser el M-2 y M-3. Los unicos picos
intensos del espectro de la Base III que se esperan en esta zona
son el M=57 y el M-31, siendo la diferencia entre ellos de 26
unidades de masa. Esta misma diferenclia es la que se observa en-
tre los picos m/e 28% y 310 y el desplazamiento entre los dos pa-
res es de 310-282, o sea 28 unidades de masa. El espectro de ma-
sa de la Base III muestra que a m/e 340 y 341 hay dos pequefias
sefiales que corresponden al i6n molecular y el pico M'-l de un
homélogo superior al de la Base III en dos metilenos, o sea que

a este nuevo compuesto le corresponde la sigulente estructura:

r =B M'=1, m/e =340

KO ,
- CH3=CO0-CH
]\/j\ . Lo W'-5T, /e . 204

—— ¥'-i, m/e-30

M'y m/e =341 (16n base: m/e.130)

La intensidad del pico a 311 es simplemente la que
corresponde por concentracidn isotopica del idn a m/e 310. Como
el resto de los iones que deben producirse en el espectro de ma-
sa de este compuesto deben superponerse con los producidos por
fragmentacion de la prosopinona, no se observa ninguna otra va-
riacion en el mismo respecto de lo indicado para la cassina y

carnavalina.,
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Aunque la espectrometria de masa permite detectar 1la
presencia de trazas de otros compuestos que acompafian a la mues-
tra analizada, no se puede clasificar al homélogo superior en
dos metilenos de la prosopinona como traza en el espectro des-
erinto de la Base II1I, La presencia de una cantidad apreciable
del homologo (XXI) puede entenderse debido a que el método de
obtencidén de la pequefia cantidad de Base III (prosopinona) por
eristalizacion del clorhidrato de una mezcla en solucidon y re-
cristalizacién del mismo no ha sido suficientemente selectivo
como para separar a los homélogos, ya que tiene muy poco carac-
ter funcional una diferencia de dos metilenos en la longitud de

la cadena lateral.

H HO
0 YT o
|
)\N/k(cﬂz)_!;_cﬂa
H 12

|
HOH ,C A Oh,) —C—CHy HOH2C

BASE III - Prosopinona {XXI) Homélogo de la Buse IIl

La separacion se ha podido lograr por repetida croma-
tograf{a en columna y ulterior aislamiento de la Base III de
una cromatografia en placa preparativa (149), segun lo indica
el espectro de masa de este compuesto en el que estan practica-
mente ausentes los picos causados por el homdlogo superior, que
se mencionaron anteriormente.

Fn una publicacién (148) se ha indicado que en el es-
pectro de masa de la cassina no se observa la ruptura caracter{s-
tica de las cetonas del tipo Mclafferty porque el 1dn a m/e 58,
medido a alta resolucion no corresponde a la férmula C3H60.
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in embargo las mediciones de alta resolucion efectuadas en el es-
ectro de masa de la prosopinona purificada (149) mestran que es-
¢ 16n tiene 58,0425 unidades de masa correspondientes a la formu-
a del 1d6n CH2=§OH-CH3 y dada la intensidad del mismo es aparente
ue el reordenamiento del tipo McLafferty complite activamente con
0s otros esquemas de ruptura y estabilizacidén de carga que invo-
ucran al carbonilo cetdénico, descripto en este capitulo en la in-
erpretacion de los espectros de masa de la cassina y de la proso-
inona.

En resumen, se ha identificado como uno de los compuestos
aturales de la Casgia Carnaval a un compuesto que tiene la misma
ormula estructural que la prosopinona, ademas de un homélogo su-
irior en 2 metilenos, lo que constituye una posible evidencia a
avor de una formacidn biogenética via acetato para estos alcaloi-
#s, considerando que no hay trazas de un homdlogo superior en un

stileno.
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ES8TUDIOS REALIZADOS CON LA BASE IV

Este compuesto se separc de 1los otros componentes del
SAIDAYAL como una fraceidén eromatograficamente pura, tras una se-
rie de cromatografias en columna con distintos materiales de so-
porte, No se logrd oristalizar ni la base ni su clorhidrato y
la puresa del alcaloide se determind por oromatograria en placa
delgada con distintos sistemas. La Base IV se sometioc a una
destilacion a alto vac{fo (0.001 mm Hg) a 1309C y oon el producto
destilado se realizaron espectros de masa, infrarrojo y de reso-
pancia nuclear magnética.

La interpretacion de los datos espectroscdpicos que se
discuten a continuacidén, indican que la Base IV es un alecaloide
seme jJante a los otros estudiados en este trabajo, que tiene un
micleo piperidimico sustituido por un hidroxilo y en posiciones
alfa por un grupo metilo y una cadena alifdtica, diferenciandose
de la cassina y de la earnavalina en la naturaleza de la cadena
lateral.

El espectro infrarrojo de la Base IV revela una banda
ancha ¢ intensa & 3350 cn'l, lo que debe corresponder a la pre-
sencia de grupos hidroxilos conjuntamente con un grupo imino.

No se evidencia la sefial correspondiente al estiramiento de la
doble ligadura oarbomo-ox{geno caracter{stica de la cassina y de
la prosopinona, y dadas las caracteristicas alifaticas de este
tipo de alealoides, lasinicas sefiales que pricticamente definen a
este acompuesto y lo diferencian de la carnavalina e¢on las que apa-

recen & 1041, 1001 y 933 cl'l ¥y la que no aparece a 1116 cm'l.
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El espectro de resonancia magnética moclear de esta base
ameja al de la carnavalima o al de la dihidrocassina y se di-
wia deo los de la cassina y la prosopinona principalmente por
¢or do la sefial a d =2,15, originada por el grupo acetilo ex-
b0 do la cadena lateral alifatica, que resultd ser una referen-
jrecisa para las integracionss de 1os espestros.

La auseneia de protones oon resonancia a campos bajos
irma que la Base IV a similitud de los otros alealoides ais-

) do1 carnaval no tiene protones aldeh{diecos u olef{nicos.

La ssflal que aparece a campo mis alto es un pico centre-
d #1,08 que puede atribuirse s los protones del grupo metilo,
tiysnte en la posicidén 2 del micleo piperidinico segin se
wnde de la estructura del ion base de m/e 1ll4 en el espectro
88, y do que este grupo aparece ocomo un doblete centrado a
+J0 en los espectros de la cassina y la carnavalina.

Yecina & esta sefial, se encuentra otro pico a d=1.17
ouya integracién es idémtica a la de la sefial anterior por
¢ puede corresponder & 1os protones del grupo metilo extremo
eadena alifitica sustituyente de un ftomo de carbomo hidroxf-
que en el espectro de la carnavalina se manifiesta como um
to gentrado a d=1.19 ppm. La no resoluecién de estos pioos
hletes nitidos puede estar relacionado al grado de puresa
lcaloide que no pudo ser oristalisado. Refiriendo la curwva
tegrecidn a la proporeién representada por estos dos grupos
)8, se obtiene un total de cerca de ¥5 protones en la molé-
ls los cuales la mayor parte s8¢ encuentran agrupados em la
nis intense del espectro a d =1.26 que eorresponde a una
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santidad numerosa de grupos metilenos. Entre d=2,5 y J§=3,0
8¢ observa un multiplete que como en las bases anteriores debe
corresponder a los protones de los a4tomos de carbono en respec-

to del dtomo de nitrogeno y entre d=3,2 y é:ll-,.? aparecen las seflalss

de dtomos de hidrdgeno vinculados a grupos alcohélicos que carac-
terizan el espectro de resonancia magnética nuclear de la Base IV,
sunque no resulta una correlacidén exacta entre la intensidad de
los mismos y la informacidn estructural obtenido del espectro de
masa queé revela la presencia de 3 grupos hidroxilos en la moleéculs.
Bl ion base de la Base IV a m/e 114 ubica a uno de estos grupos
on el nicleo y por semejanza con las bases anteriores es posible
considerar que esté identificado por la seiial del proton del atomo
de carbono hidroxilico, 03, a d=3.6. También por semejansa con
ol espectro de r.n.m., de la carnavalina se puede considerar que el
mltiplete que se extiende entre 683.65 y d=4,2 s corresponde al
proton similar al anterior sustituyente del atomo de carbono veci-
no al extremo de la cadena alifdatica. FEl1 tercer grupo hidroxilo
de 1a moléecula se considera como sustituyente del cuarto atomo de
sarbono de la cadena alifatica a partir del micleo piperidinico,
segin se interpreta del espectro de masa que se deseribde mis ade-
lante y es posible suponer que los atomos de hidrdgeno del mismo
1parecen en esta gona del espestro de resonancia nuclear magnética.
De acuerdo ocon las caracter{sticas de fragmentacidén de
los aleoholes alifaticos superiores, los mismos dan iones molecula-
res de muy baja intensidad, y generan una mayor proporeidén de iones
'ragmentarios en los que la carga positiva reside en el resto ocar-

onado en lugar de obtenerse iones con estructura oxonio, por lo
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que resulta dif{ecil discernir la fragmentacidn tipica de los al-
coholes (1k43),

Bfectivumente, el ion molecular de la Base IV de m/e
371 aparece con una intensidad de 0,35f relativa al ion base de
a/e 114 (100%). E1l 16n M-15 es el otro ion que sobresals en
esta regidon del espectro, tambieén con intensidad baja, 0.36%,
nientras que el ion M-l apenas es observable con una intensidad
de 0,15, La férmula molecular compatible con el peso molecular
de 371 y con los demas datos del espectro es C223h5m3, para la
cual se propone la posible estructura de la Base IV, indicada a

HO
l 1
H.C N CH,) —CH—(CH SH—
3 2)3 (¢ 2) g CH—Chy

H

sontinmuacion:

Base 1Y

El ion molecular se descompone como en la cassina para

dar el idn base y el 1on M=15 por las fragmentaciores a y b res-

HO
. OH OH a8 -Hz0 ,
| | — + — +
- — ) N
CHp)3CH~( CHy) —CHCH, Hae” N HyG :

pectivamente:

HO

HaC
My, m/e=3T1 B/o=114 B/ e =96
In (0,35 %) (100 %) (10,9%)
Ro!
OH OH
%} i |
N H,) — —
" ¢ 2)3 CH‘—(CHQ)IOGH—CH3

M '15. l/. =356
(0,36 %)
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Entre los fragmentos de masa mayor al del idn base, se
lestacan los iones de m/e 186 y m/e 127, que aparecen con inten-
i1dades de 2,17% y 5.76% respectivamente, Con respescto al pri-
wro, oonociendo la caracteristica de 1os compuestos aleohdlicos
i fragmentarse rompiendo la union alfa para dar un i6n oxonio
istable (143) y que el i6n por presentarse a un numeroc de masa
'ar debe contener al atomo de nitrdgenmo y por lo tanto al nucleo
piporidfm.co, se puede postular que se forma de acuerdo con el

lHiguiente mecanismo:

4 HO ,
.+ - hg w
T, &, L
~ J N CH - CH
H3L. u 2)3

H3C N (Cﬂz)a_—c_ﬂ
H |
B m/e 180 (2,17 %)
La longitud de la cadena alifitica se revela en la apa-
Meién de una serie de picos de masa superior al antetiormente
lesoripto de m/e 186 a intervalos regulares de 1l unidades de masa.
Bstos iones aparecen eon intensidad reducida, del érden de 0.1%

won excepaidén del ion de m/e 284 que posee una intensidad del
). 36%.

~ . +

HO
Ij\( l
N CH,) — CH—(CH
HyC ” 3)3 ( z)n

L -4
Com: n= O 1 2 3 4 ) 6 7 8 9
l/o = 186 200 214 228 24z 256 270 204 298 312
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Una serie similar se observa en una secuencia de iones
que difiere de la anterior por haber sufrido una deshidratacidn
atribufble al hidroxilo del nucleo piperidinico. Esta serie se
presenta con mayor intensidad que la primera, aproximadamente O0.3%
destacandose el de masa 266 m/e con una intensidad de 0.wW7€ y
decreciendo la intensidad de los subsiguientes al de m/e 280, de

manera tal que practicamente no resultan discernibles.

+
A ¥
HaC " SN (CHp) 3= CH —(CH)
1 < 3 4

Con; n-= 5 6 7 8
n/o: 168 182 196 210 224 238 252 266 280

Las intensidades de estas series son marcadamente infe-
riores a las encontradas en los espectros de masa de los otros
alocaloides estudiados en esta tésis, lo que estar{a de acuerdo oon
la presencia de tres o mis grupos alocohdlicos en su estructura.

El i6n de masa 127, también forma parte de una serie
ssparada por 14 unidades de masa y puede interpretarse su forma-
¢i6n por una ruptura del anillo piperidinico en la que se pierde
un fragmento de masa 59. Degradaciones sucesivas de la cadena
lateral dar{an lugar a iones radicales de m/e 169, 155, 141 ter-

ainando la serie en el ya mencionado de 127.

H .
/l . Hz{r ~ CH3CHaCHOH ?h
. +
u3c/L M RS NZ R Hzc/\ nf\(cuz);cn —(CHg) _

H

Con; n = 0 1 2 3
m/e = 1&T 141 155 1lbY

28 43 VY U4

+

intensidud relativa %
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CAPITULO V

PARTE EXPERIMENTAL

BHEBALIDADES
) Haterial Investigado

a)

b)

Procedencia: Las muestras de corteza de rafiz, corteza de tron-
¢0 y hojas de,annLn_ga:ngxnl_gngg. fueron coleccionadas por
los Dres. Cueszo y Legname en las cercanias del Ric Blanco, en
el Departamento de Oran, de la Provincis de Salta el 7 de B1-

i

ciembre de 196+ y clasificadas por el Dr. Teodoro Meyer del
Instituto Miguel Lillo de la Universidad de Tucuman (Argentina).

Preparacién:s En todos los casos las muestras fueron secadas en
estufa a 609C. Posteriormente se molieron en un molino a cu-
chillas, A. Thomas, y se pasaron a traves de un tamiz con per-
foraciones de 1 mm de diametro.

) Datos Fgpectroscopicos

a)

b)

)

d)

0)

Dispersidén Optica Rotatoria: Fueron realizados por el Profesor
W. Klyne y la Dra. P. Scopes de Westfield College, London
University.

Infrarrojo: Se realizaron en un aparato Perkin Elmer Infracopd
137, en el Departamento de Quimica Organica (F.C.E.N.) de la
Universidad de Buenos Aires.

Masa: Fueron realisados en un aparato M.S.-9 por J., Baldas del
Departamento de Q ca Organica de la Universidad de Melbourne,
Australia; en la Universidad de Calbridie r D, H, Williams ¥y
I, Fleming y por el Dr, J, Romo del Instituto de Q ca de la
Universidad Autonoma de Mejico.

Resonancia Magnética Nuclear: Se alizaron en un aparato
Varian A 60 del Departamento de Q eca Organieca de la F.C.E.N.
de la Universidad de Buenos Aires por el Dr, E, B. Demler, uti-
lizando como referencia interna tetrametilsilano.

Ultravioleta: eron realizados en un aparato K. Zeiss del De-
partamento de Q ca Organica de la F.C.E.N. de la Universidad

de Buenos Aires

) Ana ¢ Fueron ienlizndog por la Dr, B. B. de

Deferrari de.l Depar ento de

ca Organica de la F.C.F.N. de

la Universidad de Buenos Aires.

) ’nt Los mismos no estan corregidos. Los realizados
on tubo oapggér se indican "(c)" y los realiszados con un aparato
Kofler se indican "(k)".
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5) Cromatograr{as en Placa Delgada: Se corrieron 12 cm sobre placas
de vidrio plano ocon capas de soporte de 250 miorones de espesor y
salvo indieacidn en contrario se empleo comc soporte nonr 1l G.
de Merck eon ligante para cromatografia en placa delgada ngnn
Stahl. Se emplearon los siguientes sistemas de solventes de
desarrollo para las cromatografias ascendentes:

w.l. Ciclohexano: cloroformo: dietilamina (5:dsl)
" $ " : L (8:1:1)

Slatema II1: " : " s " (1:8:1)
En todos los casos se revelaron las cromatografias oon el reactivo

de Dragendorff, modificado segun Munier y Machdoeuf (1951) y se
sefialaron las manchas inmedia onto despues de reveladas.

1) Extracaidn de los componentes Bisicos

Se extrajeron 784 g. de corteza de raiz finamente dividida, en un
extractor del tipo Soxhlet con 2,5 litros de eter de petrdleo
(60~702C), hasta que el éter de potroloo no extrajo mas productos
soloreados (tres dias). PEn el extracto se encontrd reaccion posi-
tiva de esteroides (Liobernnn-nnrchard), reaccion negativa de al-
caloides (Dragendorff) y se dJescarté. En el mismo extractor se
realizd una segunda extraccion de la corteza durante cuatro dias
oon tres 11troc de no?no hasta ruccg n noiatin de Dragendorrf
o una alfieuota del 1{quido de extraccién. 1 extracto metgndlico,
q? dio rzleoionec tipicas de roconoeizionto de alcaloides (acido

orico, &cido silicotungstico, reaceli 25“ Mayer y reaccién de
Dngendorff), se cancentro por evaporacién del solvente a presién
réeducida y a 458C hasta ubtener 200 ml. de un aceite osquro de gon-
sistencia siruposa. Kl mi se tomo con un litro de §eido aceti-
60 al 10 poreiento en soluai a. quosa y como se verifico que la
scidez mo era mare u agro lcido ¢lorhidrico oonoog:rado hagta
obtener una suspensi fﬂtro la suspension a trav
do un lecho de Celite obteniendo as wmn s0lido (que por suspension
M metanol 416 reaccién negativa de Dragendorff) y una solucién
foida con reacoién positiva de Mayer. BSe descarto el sdlido. La
solucion acuosa se lavo repetidamente (1x350 ml., 2x250 ml.) con
eloroformo. Tanto la soluecion a guou ocomo el conjunto de los la-~
vados olororornicoa dieron reaccion positiva de alealoides. La
fase cloroformica se extrajo tres veges con acido elorhfdrico di-
lutdo (1%) y el conjunto de lavados acidos se reunio oon la solu-
oion acuosa origi S8e descartaron los lavadgs cloroformicos y
la fase gcuosa conjunta se 1levo a pH 6 con hidroxido de nio,
gneiii tandose un sélido ossurc que se separo por decantagidn.

on solido se efeetud una suspension metanolica ,que dio una
reaceidn positiva leve de Dragendorff y se descarto. La fase acyo-
52 se llevd a franca alcalinidad con hidroxido de amonio, producien-
dose una nueva suspension que se extrajo con cloroformo hasta



=160~

reaceion negativa de Mayer. Se descarto la fagse acuosa y el
sxtracto cloroformico se lavo con agua y se geco sobre ato de
sodio anhidro. La solucion cloroformica d10 una reaccion inten-
samente positiva de Dragendorff y se evaporo al vac{o, obtenien-
dose 4 g.de un aceite pardo oscuro, Al realizar una cromato-
graf{a en placa delgada (c.p.d.) -Sistema I- se observd que pre-
ponderaba en la mezcla una base con Rf: 0,75 aconpaﬁnda por una

serie de bases con Rf menores de 0,50.

2) Purificacidn del extracto bdsigo.

Los 4 g. ,de aceite de productos basicos se suspendieron en un
pequefio volumen de benceno se volcaron sobre una columna de
alumina neutra WOZLM (30 g.). Se eluyd eon bencemo y luego con
soluciones zucesivamente mas concentradas de cloroformo. Por
cromatografia en placa delgada no se observo separacion aprecia-
ble en ninguna de las fracciones, por lo cual se reunieron y
evaporaron obteniendo 3,8 g. de ageite algo mas 1{mpido que el
iniecial. Este acelte se disolvio facllmente en etanol y el tra-
tamiento de la solucion con acido clorhidrico oconcentrado acuoso
no produjo delgzes de dos d{as de estacionamiento en heladera
ningin precipitado a {ribuible al clgorhidrato de alguna de las
bases. La evaporacion de la solucion a presién roducida produjo
cerca de 4 g. de aceite. Epte nuevo aceite se sometid entonces
a una eromatografi{a sobre una columna de S{lice BIH (Ereparada
con 100 g. de s{lica gel suspendidos en benceno). aceite se
suspendio en 4 ml. de benceno y se voled sobre la columma. Se
observo que por estacionamiento durante una noche la mezcla se
dirundio hasta alcanzar la mitad de la columna. 8¢ eluyo a c¢on-
tinuacién con dos litros de benceno obteniendose un elufdo eolo-
reado que 416 reaccion negativa de Dragendorff. Luego se sepa-
raron fracciones én un litro de eluyente ue eataban constituldas

r cantidades crecientes (1, 2, 5, 10 y 50%) de cloroformo de

engeno y finalmente con cloroformo puro, sin que ninguno de los
eluidos presentara reaccidén de alcaloidoo. Aunentando la pola-
ridad del eluyente por agregado de metanol al cloroformo se ob-
tuvieron los resultados que figuran en la table siguiente:

Praccion Eluyente | Yolumen | Residuo | Denomina-| C. P .D.
Re Cly , MeOH| litros ng. clon -31st. I-
Fracocion Rr
1 93 I | 1,5 100 mezcla
2 98 ¢+ 2 1,5 50 mezcla
a 97 a 1,5 100 meszcla
96 1 1,0 1000 A 0,77
5 "W 1,0 270 B 0,77
6 " " 1,0 100 o,;;
g » " 1,0 30 0,
n L 1,0 5
9 96 1 5 1,0 70 mescla
10 9% : 6 1,0 70 mezcla
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Por cpd -Sistema I- se encontrd que predominaba en la mesola
ma base eon Re 0,77 acompafiada de pequefias cantidades de bases de
RfO 90, 0,35 y 0,05. Be tomo el aceite en un tubo de ensayos

5 ni &o acetato de etilo con lo que se produjo un precipitade
unroer;atalino y una solucidn sobrenadante de color rojo que se
descarto. El precipitado se disolvio en 3 ml, de isopropanol en
taliente y por posterior enfriamiento se separo una masa volumino-
1a de cristales. Se repitid tres veces la recristalizacidn de
isopropanol separandose finalmente agujas tenuemente coloreadas de
smarillo. Se reorigtalizo de isopropanol con f ltracion en ca-
liente, se lavd con eter etflico y se seco a vacio y temperatura
mbiente obteniéndose 110 mg. de agujas de Punto de fusion (e)
1629C, fraceion a la que se denomino Pragalon A-1. Las solucio-
s remanentes de las coristalizaciones en isopropanol se reunieron

y denominaron le_d.s_ls_zmm_A
b) Egpec :

Presenta maximos & los siguientes numeros de onda:

300 (0.7, F-H), 2920 (£3(C-H), 2660 (sm)(C-H)y ATL5 (£)(C=0)
5’63."8 (N-B, 1460 (r)(C=-H) lklg (sh) ;380 (f (c-gl, ’
1175 - 1165 (doblets), 1010, 1000, 860 y 725 ea-l

o) Iratamiento de la fraceidn B; obtencidn de 1a fracedidn B-l.

Bsta fraoccidn de 270 mg. gristalizo al evaporar el solvente
1tilizado en la elucién. Bl solido se tomo en eéter et{lico y se
'btuvo una solucion coloreada y un precipitado blanco. Se descar-
0 la solucion eterea. El1 sdlido se sublimo a 1106C y 0,001 mm
le Hg, obteniéndose una fraccién sélida blanca mas 9 que se de-
omino fraceion B-1 y un residuo marron que gse disolvio en eloro-
formo y se reunid con los licores madres de la fraccion A.

”W

Esta solucidén se evapord a sequedad y el residuo se disolvid
mb4ml., de isopropanol en caliente pero go enfriamiento no se
rodujo ningun preelpitado apreciable. or agregado de 3 ml. de
icetato de etilo no se produjo ningun cambio. Posteriormente se
\igregaron 6 ml. de éter et{lico a esta solucion produciondose un
wooipitado abundante que se separc por filtrgeién. La solucidn

6 evapord a sequedad y el residuo se disolvio en un ml. de iso-
1 y se volvié a precipitar por airo ado de 6 ml. de éter
if ico. Kuevamente se separo el precip r filtracidn, se
m con éter et{lico Y se reunié con el procip tado obtenido an-
wriorments. Este sdlido se disolvid en metanol en frio obte-
Méndose una solucidén pardo amarillenta., Se percols a traves de
na columna de 10 g. de alumina neutra Woelm, perdiendo parte del
lolor. Por evaporacidn de esta solucién se obtuvieron 174 mg.



r

-170-

doproducto eristalino ligeramente coloreado, Por sublimacidén a
0,001 mm de Hg. y 130¢C se obtuviercn 81 mg. de un compuesto com-
piotanonto limpio denominado fraccidn C.
R 3
- LAsaina.
. Las tres fracociones oristalinas A-l, B-1 y C provenientes de
los distintos tratamientos de los elui&os de la columna de s{lice
on (cloroformo:metanol) (96 : 4), resultaron ser muestras idéen-
lticas al comprobarse la presencia de una sola sustancia Je Rf
10,77 en cpd -Sistema I- que ng se alteraba por sublimacion. Se
|eonprobo adens que la fraccidn A-l mostraba tener el menor ,grado
| {o contaminacion de trasas de otros alcaloides. S8e sublimé una
 prte de la fraccidén A-1l a 1308C { 0, 001 an do K . obteniendose
'm s11do de punto de fusidn (o) 69,5 - 170,5 eon ablanda-
‘dento & 1680C, y punto de fusién (k) 172 - 176 96" Gon eate
compuesto se efectuc el andlisis elemental, un espectro ultravio-
‘letn y un espectro de resonancia magnetica nuclear para el clor-
hdrato de cassina.

i) Andliais elemental del Clorhidrato de Casaina

Etg’bas;; ,‘ la férmula CIBE3502N'H01 los valores de los elemen-

Carbono Hidréogeno KNitrdgeno
Caloulado: 64,73 10,86 4,19
Obtenido : 65,67 10,89 53

b) Eapeatro ultravioleta del Clorhidrato de Cassina
Este espectro solo presenta un miximo muy débil a 280 mu (Cmax =35

*) Ranaatro de resopancia magnética nuclear del Clorhidrato de
Cassina.
Dada la baja concentracién ,de esta sal que se puede lograr en
eloroformo, ol eapectro fué realizado onplundo como solvente
¢l doido trifluoroacetico.

Se prountan picos oclaramente definidos, ubicados a :
= 1,34 (CB2 n Que es ol mas intenso del espectro; otro a

"2 2,33 (CE,-C0-) y el Ultimo a J = 4,33 (DCH-OH).

La integracion del espectro utilizando como referencia estas dos
sefiales indica un total de cerca de 35 protones y para las
sefiales mismas 3 y 1 protones respegtivamente. No aparecen
seflales a campos mas bajos carasteristicos de protones alde-
hidicos u olefinicos.



-171-

AL ALH I 14 010) [0, v A
R JTRONCO DE CASSIA CARNAVAI

Se extrajeron 500 g. de corteza de troncos finamente divididos
nun extractor de tipo Soxhlet durante 6 dfas oon 2,5 litros de
stanol a reflujo hasta reacc on negativa de Dra endortf. El ex-
ragto metanolico se concent ,Jhasta un volm,on e 150 m1. y se
6 con 750 ml. de yna solucidn diluida en acido glorhidrico.
» agito la suspension acida durante 15 minutos a $5¢C y después
) enfriar a temperatura ambiente se filtro a través de un legho
» Coelite. Se goparo agi un residuo oscuro que por suspension
» metanol no dio reaceion de alcaloides por lo que ge descarto.,
3 solucidon clorhidrica se 1levd a pH 6 con hid do de amonio
wdue;endOle un barro que se separo por decantacion. Este barro
) tomo en metanol y dio reaccion positiva de alcaloides. Se
raté con dcido olorhidrico concentrado tnquoﬁo volumen de
broforno Yy un excego de éter de petroieo s ue apareciera
Ingin precipitado solido después de dejarlo os%aoionar en hela-
»*a durante 3 d{as.

La solucion acuosa decantada se alcalinizo con hidroxido de
wnio hasta no mis turbidez y se extrajo repetidamente con c¢lo-
tormo (3x500 ml,) hasta reaccidén negativa de Mayer. EFEl extracto
loroformico se lavd con agua y se seco duyrante una noche sobre
Afato de sodio anhidro. Por evaporacion del solverte al vacio

) obtuvieron 1,65 g. de un aceite oscuro. Por c.p.d. (Sistema I)
leonprobo la presoncia de una mezcla de alealoides similar a la
) la corteza de la raisz con predominio de la base de Rf:0,75.
| destilacion del aceite a 130¢C y 0,001 mm Hg. no produjo nin-
ma separacién diferencial apreoinble de los componentes basicos
| que 61 destilado, un aceite coloreado, presento en c.p.d.
jlstema I- las mismas manchas que el ox%racto original en pro-
reiones similares,

intensidad + ++4+ + t ¥
relativa
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() 1) [} F¥IN)

Se extrajeron 500 g. de hojas finamente divididas en un extrac-
tor de tipo Soxhlet durante 2 dfas con 2,5 litros de metanol. Bl
extracto metandlico se concentro al vacic hasta un volimen de 170
ml. y el residuo se tomo con 500 ml. de acido clorhidrico al 1%
agitandose la suspension a 60¢C durante 30 minutos y luego se r1-
tro a través de un lecho de Celite, lavidndose el residuo con otros
250 ml. de acido clorhidrieco dilufdo.

Las solucignes acuosas reunidas ge extrajeron con clgroforno
hasta que el ultimo extracto cloroformico no dio reaccion aprecia-

ble positiva de Dragendorff. Se obtuvieron asi 800 ml. de una so-

lueion cloroformica de clorhidratos (Solucidn E)I queda:do la so-
va de Mayer,

lueidn acuosa (Fase acuosa D) con reaceion posit

2)

: : oD stalina E-1.
La solucion E, cloroférmica, se extrajo una vez con 250 ml. de
dcido clorhfdrico al 5% y una vez mas con 250 ml. de acido clorh{-
drico al 7%, reuniéndose estos extractos acidos (Fase¢ acuosa F)
que daban reaccion positiva de Mayer. Luego se lavo repetidamen-
te la solucion cloroformica con une solucion acuosa de hidroxido
de potasio hasta que los ultimos lavados salieron incoloros,(en
total 1 1itro). La solucidon cloroformica se lavo con agua, se
seco sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporo, obteniendgse un
acelte oscuro con reaccion positiva de alcaloides. Se tomo el |
aceite con 500 ml. de aecido clorhidrico al 1% con lo que se formo
uns suspension con un brillo nacarado. Esta se dejo decantar du-
rante una noche y se filtro a traves de un lecho de Celite sepa-
randose un solido brillante de color verde oliva claro que dio
reaccion negativa de Dragendorff disuelto en cloroformo. La so-
lucion filtrada se 1lavo con éter etilico, se alcalinizd con
hidroxido de amonio y se extrajo con cloroformo (3x150 ml.).

Los extractos cloroformicos reunidos se lavaron gon agua, se se-
earon sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporc el solvente a
vac{o obteniendo un goceite de color amarillo que fué tratado coy
5 ml. de etanol absoluto y vuelto a evaporar con lo gge se formo
una masa oristalina al enfriarse (1,7 g.) (Fraccion E-1).

3) Iratamiento del axtragto F y obtencidn del sdélido F-l.

, La fase acuosa F se aloalinizd oon hidrdxido de amonio hasta no
mas turbidez y se extrajo 2 veces con cloroformo. La fase organi-
ca se lavo con agya, se seco sobre sulfato de sodio anhidro y por
evaporacion a vacio dejo un residuo aceitoso que por estaciona-
miento en desgoador a vaci{o a temperatura ambiente durante una no-
che eristalizo parcialmente (Fracecién F-1).
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V) Iratamisnto de la fuse acuosa D, ¥ obtencidn del residup D-1.

La fase acuosa D se neutralizd con hidréxido de amonio, precipitan-
lose un barro que se separo por decantacion y luego se alcalinlzo con
idroxido de amonio hasta nc mas turbidez. La suspension acuosa se
ixtrajo repetidamente con cloroformo hasta reacclion negativa de Mayer.
los extractos cloroformicos reunidos se lavaron con afua, se secaron
on sulfato de sodio anhidro y por evaporacion del solvente se obtuvo
m aceite pardo oscuro (Fraccion D-l1).

/) Comparacion de las fracclones,

Se compararon estas 3 fracciones (E-1, D-1, F-1) con el producto
mblimado C de la corteza de rafces (pag.170) por c.d.p. - Sistema I-.
’na vez corrida la placa se observaron a la luz ultravioleta numero-
ks manchas fluoresocentes retenidas cerca del punto de sembrado,

)tras que corrieron con el frente de solvente y otras que acompafiaban
1 frente de los alcaloides, pero que no oorrespondian,a las bases ya
te o1 revelado con el reactivo de Dragendorff demostro que las man-
'has de los alcaloides no eran superponibles con las manchas fluores-

wntes. Se obtuvieron los siguientes resultados:
R, 0,90 | 0,75 [ 0,50 | 0,30 | 0,20 | 0,05
Fraccion E-1 + +44 + +
Praceion F-1 + +++ ++ +
Praccion D-1 +++ ++ + + +
Fraccidén C |

Se observo en consecuencia que en los extractos basicos de las
ojas se encuentran presentes una serie de alcaloides similares a
08 de la corteza de raiz y de tronco preponderando en todos los ca-
os la base de Re:0,75.

) Purdfioacidn de 1A fraccion -1 v obkencidn de Jas fraccionss XX v 2
Por destilacion de la fraccidon E-1 a 1502C y 0,001 mmHg. se obtuvo

n aceite que cristalizo totalmente obteniéndose un solido (1,57 g.)

on una leve tonalidad amarilla. El peso correspondio al 90§ de |

a fraccion k-1, Por e.d.p. del destilado - Sistema I- se comprobo

a presencia de una mezcla de bases en la que predominaba el alca-

oide de Rp10,75. Se disolvid la muestra en un pequefio volumen de

enceno y se cromatografio por una columna de s{lice Malinckrott

60 g.) con el siguiente resultado:
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IABLA 11
Fraccion Eluyente [ Volumen | Residuo c,P.D,
N¢ ClSCH 1 MeOH ml mg. Rf intensidad
L - l relativa
1 100 : O 1200 -
2 99 : 1 g 200 -
0,9 +
3 " " 50 170 ozgg -+
i ! ! 0’ 0
R R 7%
5 | no. 50 79
X 6 | - -;8 | 6'5 0,75 ++
g LI 100 ! ZO
9 n 600 25
1C " " 500 -
11 98 : 2 750 (X)
12 97 1 a 750 (X)
1 96 750 ! (Xg
Y 1 95 : 5 750 | (X 0,75 +++
15 o 1 6 750 ,  (x) | 9,30 t
16 93 :+ 7 750 |
17 90 : 10 750 (X)
'R -~
Z 18 0 : 100 500 107 0,30 +
0,20 +
| 1 0,05 +
(X) ; Estos residuos no fueron pesados

Ia oonpoaioién,do los residuos obtenidos por evaporacion del elu-
nte se determino por c.p.d. (Sistema I). Las fracciones que re-
ltaron similares se reunieron obteniendose 3 fracciones mayores,

!5y 2, compuestos respectivamente por las fracciones anteriores
, 5 6 7y 8), (12, 13, 14y 15, 167y 17) 'y 18.

La fraccién Y no se trabajo mas por tratarse de una megzcla en la
e prepondera cassina.

Iratamiento de la fraccion X v aislamiento de la Cassina.
La fracqion X esta ocompuesta por los residuos de los eluidos
¢ contenian 1% de metanol (fracciones ¥, 5, 6, 7 y 8) y al evaporar
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1l cloroformo que se empled como solvente para reunirlos, se formé
or estacionamiento prolongado a temperatura ambiente una masa eris-
alina de color amarillo tenue. Zsta se disolvid en 70 m1. de aci-
o clorh{drico al 1%, se lavd con benceno y luego con éter etilico,
inalmente se alcalinizo eon hidroxido de amonio y se extrajo con
loroformo. La solucién clorofornioa se lavo con agua, Se $6C0 30~
re gulfato de sodio y se concentrd a presion reducida. Por evapo-
seion a sequedad del solvente se obtuvieron 325 mg. de base libre
ristalina. No se pudo recristalizar de ningun solvente. El sé-
1do obtenido tenfa p.f.(c) 54%,8-56,5% con ablandamiento a 53?, luego
¢ secarse prolongadamente en esecador a vaclo temperatura ambien-
o. La destilacidn del mismo a O ,001 mm Hg. y 1§ooc produjo 307 mg.
¢ producto aceitoso casi 1ncoloro. Por estacionamiento durante 2
oras solidifico dando una masa de color blanco de p.f. (k) 55-57¢C.
a comparacidn en c.p.d. - Sistema I- con la fraccion C de la corteza
01a7§aiz muestra que en ambos casos s6 trata de una sola base con
£=0,75.

k) FEapectiro infrarrcjo del solido ecristalino, cassina, realizido
en mull de nujol
Presente maximos en los sigulentes numeros de onda: 3120 (ancho)
¢-B,N-H), 2920 (f) (C-H), 2860 (sh,f) (C-H), 1715 (C=0),
Mm (2) lc-HY, 1375 @) tc-ﬂ), 1160, "1005, 990, 910, 860, 835,
y 775, 725 y 700 cm espectro o8 simi ar, aunquo d1stinto
ol de su clorhidrato, 1dent1ficado como fraccion A-l (pag. 169

Los demas datos de orden espectroscopico que complementan la éden-
ificacidén de la base como cassina pueden verse en la pagina ie3.

)2:annxnn1nn_dﬂ1_nlnxh1d:n;n_da_la_hﬁﬂs_ﬂn&azinn~4:uuﬂu£umuuL4hL.

Se ,disolvieron 30 mg. del alcaloide en 0,2 ml. de etanol y se
so 0,05 ml. de dcido clorhfdrico concentrado formandose un ,preci-
Se anadio 0,1 ml. de etanol, se agito bien y se enfrid. Je
blco una fraccion del precipitado sobre una glaca porosa y se $eco
| aire, obteniéndose eristales de p.f. (¢) 168-169,5¢C con ablanda-
lento a 1618C. El espectro I.B. resultd ser idénfico al de la
raccién A-1 de la corteza de raiz (pag. 169). Asimismo ambos com-
lestos dieron reacciodn positiva de Beilstein.

Con los resultados anteriores y los datos publicados (12) se com-
rob6 que la base obtenida de la fraccion E-1 del extracto de hojas
$ cassina y el compuesto aislado en la extraccion de la corteza de
i{z es el clorhidrato de cassina.
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9) Iratamiento de las fracciopnes D=1 y F-1, incorporacion de la
fraccion 2 y obtencion de la mezcla G
Las fracciones D-1 y F-1 estaban constitufdas por mezclas similares
de alcaloides (c.p.d. pag.173 ), Se reynieron por disolucion en
tloroformo. Se lavo la solucion cloroformica con una solucion acuosa
fe hidroxido de potasio al 5% y posteriormente con agua ,despues de lo
cal se gseco sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporo el solvente
s presion reducida con lo que se obtuvieron 6,7 gr. de un aceite

Brron,
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Este aceite se extrajo 3 veces reflujandolo con éter de petroleo
(60-80C) durante 15 minutos, separandose la solucidn etérea por de-
¢antacion en caliente del residuo, R-l. Por enfriamiento a tempe-
ratura ambiente de los extractos eteéreos reunidos (P-1) se precipitd

m aceite (R-2).

La cromatografia en placa delgada demostrd que con el éter de pe-
{roleo en caliente se hab{a logrado extraer la magor proporeidn de
bases de Ry superior a 0,50, quedando el residuo R-1 enriquecido en
bases con Re menor a 0,50. 1l residuo R-2 estaba compuesto princi-
pilmente por una base de Rr:0,50, quedando as{ el extracto P-l pro-
poreionalmente enriquecido en cassina.

La solucidn P-1 se evaporo a sequedad y se extrajo el residuo gon
200 ml. de p-hexano a reflujo durante 15 minutos y lyego se enfrio a
temperatura ambiente. Por decantacion de la solucion de p-hexamo
quedd residuo H-l. La c.p.d. indicé que la solucidén de p-hexano
contenia cassina con trasas de otros alcaloides y que el residuo H-l
ton{a una composicidn similar a la del residuo R-2.

Se reunieron los residuos R-2 y H-l y se volvieron a extraer 2
veces con 200 ml. cada vez de p-hexano a reflujo durante 15 minutos,
mfriandose luego a 59C durante una noche y separandose la solucion
wbrenadante de p-hexano del residuo H=-2.

Las soluciones de p-hexano se reunieron con la que se gbtuvo ante-
riormente y el residuo H-2 se reunio con la Fraccion 2 (fa. . 174)
cuyas composiciones eran similares (¢.p.d.), obtemiendo ,53 g. de
sezcla de bases de color pardo amarillento - mazcla G - .

El residuo de las extracciones con el éter de petroleo, R-1, se
oxtraig 3 veces a reflujo cog 150 ml. de éter et{lico decantandose
on frio. Las soluciones etereus reunidas consistian en una mezecla
comvleja de bases de Rf inferior a 0,50 (Sistema I) y en el rediduo
3uedo una pequefia cantidad de bases con Rf inferior a 0,20, Estas
08 fracciones no se estudiaron en mas detalle.
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10) Cromatograr{a en silica gel de la mezcla G.

La mezcla G (1,33 g.) se disolvié en 3 mi. de una mezcla de par-
les 1guales en volumen de benceno y cloroformo y se volco sobre una
tolumna de 25 de s lice Schaar (preparada por suspensién en el
i smo solventeg Se eluyo con los siguientes resultados:

TABLA III
’ Pracecion Rluyente Peso del
NE© Residuo
; ._B&.
1 Benceno 01303 (50 1 50) -
2 Cloroformo puro -
.3 C1,CH : HeOH (99 3 1) -
‘ b " (98 ¢ 2) 250
5 n " (98 : 2) 21C
6 " " (98 1 2) 50
7 " " (98 : 2) 10
8 " " (95 ¢ 5) 370
9 " n (92 3 8) 320
10 " " (92 : 8) 45
ll , " n (92 : 8) 15

Y

La cronatograria en placa delgada -Sistema I- de los eluidos,
etro los siguientes resultadous

L__.__ - rs -

Ry 10,75 [ 0,66 | 0250 70,307 0,22 B

—_— g ¥ B i 1 R

T Praccion 4 I ++ o+ A |

: Praccion § f + + O L+ + ? + !

' Praccidn 8 | + + e 4 +
Fraccién 9 } + o+t +

, Fraceidn 10 | + . 4+ L+ + |

res - —- E—Y
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a) Cristalizacidn

La fraccién Ne 8 no contenia practicamente cassina y en ella
s¢ encontraba en mayor proporcion una base de Rf @ 0£50 ademas de

uma menor cantidad de otras dos oon Rr de 0,30 y 0,2 S¢ disolvie-
ron 108 370 mg. en 1 ml, de etanol y se agrego 0,# ml. de acido clor-
hdrico concentrado Yy se enfrio en bafio de hielo sin que se produjera
precipitado. agrego luego ,3 ml. de isgpropanol, sin que se nota-
ra gambio, y luego 5 ml, de éter de petroleo hasta turbidez. Se
d¢J0 en heladera durante 48 horas obteniendose 26 mg. de un producto
eristalino que se separé por filtracion. Por c.p.d. - Sistema I -
se comprobo que este clorhidrato correspondfa a una base con Rf 0,30
(Base Nt III% Secado en desecador a vac{o a temperatura ambienée
durante 24 hs. d16 p.f. (e¢) 138 - 139,5. Por recristalizacion de
isopropanol se obtuvieron 17 mg. de p. f. (e) 139,5 - 11 ¢C,

b) Eapeciro infrarrojo del clorhidrato de la Base III, prosopi-
nona HCl, en mull de nuiol

Presenta miximos a los siguientes numeros de onda:
%00 (0-E), 3280 (N-H), 2920 (f£)(C-H), 2860 (sh)(C-H), 1710 (C=0),
1535 (N-E), 1460 (f£)(c-H), 1380 (f)(c-H), 1160, 1090, 1060, 990, 925
1725 en™l

12) Obtencidn de la Base N° III; Prosopinona.

, Se liberd la base por disolucién en agua, alcalinisando con hi-
iroxido de amonio y extraccion con cloroformo. Este se seco y eva-
oréd, obteniendo 15 mg de un aceite que eristalizo por estaciona-
uonﬁo y secado a temperatura ambiente. Con la buse 1libre se efec-
fuaron:

a)JﬂHMMﬂuELJnI2l:2n4Q_dﬁ_LlJNHHLJII_BB_IQIEGUBLJELGI393
Presenta miximos a los siguientes numeros de onda:
1350 = 3020 (ancho)(0-H, N-H), 2920 (f)(C-H), 2860 (sh)(C-H),
710 (£)(C=0), 1650 (sh)(N-H), 1460 - 1360 (ancho), 1290, 11k0,
090, 1000, y 835 - 825 (ancho), am™t.
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El espectro esta representado en la pagina 165 y las sefiales

is importantes se destacan a:

’ ,
tpnm5 Eppﬂg protones

s, 1,28 1,0 - 2,0 22 ~CH,- alifaticos y c{clicos

2
s, 2,15 2,0 - 2,25 3 CHy CO -
m,(2,45) 2,25 - 2,65 2 ~CH,CO -
m,(2,83) 2,65 - 3,10 2 ~CH - NH - C§ -
3,95 3,5 - &4,5 6 HO - CH<ciclico (aprox.c5=3,6)
HO - H,C - (d = 3,95)

2 - 0§ (?) y Ng (?)

No hay sefiales a campos mds bajos que J =4,5 ppm. La inte-
gragéon basada en los 3 protones del acetilo indican un total
e .

La destilacién de la Base III a 0,001 mm Hg y a 1302C produjo
}mg. de un aceite que solidifico en uyna masa cristalina de color
\anco. Su ceped. -Sistema ITI- indico que contenia pequefias impure-
18 de otros alcaloides. Con el producto destilado se obtuvo el es-
etro de masa.

c) Eapegtro de masa de la Base III

, Intensidades relativas de los Yicos importantes referidas al
n base de m/e=130, 100%, comun a M-183 y M-211; siendo M' el idn
)lecular de la Base III zprosopinona) y M't el {én molecular del
mologo que tiene la cadena lateral extendida en dos metilenos.

n m* se identifican picos metaestables.

Ion m/e abundancia Ion mn/e abundancia

(+) relativa,¥ §+) relativa,%
M 313 0,5 M 341 0,19
M-1 312 1.1 M'<l 340 0,15
M-15 298 0,98 M'-15 326 0,40
M-1 296 0,51 M'-17 324 0,37
Mo ggg sg’gg M 310 13,75
M-E% 270 1:20 M'-a% 298 (ver M-15)
n® 278 (313-320)
M=57 256 8,16 M'<57 284 .0
M=59 2 0,69 M'-59 282 (ver M=31)
m* 2 (282-H,0) m* 276 (310-H,0
M=-75 238 2,00 M'275 266 1,20
m* 231 (2561320) m# 249 (28%1320)

M-183 13 160,00 M'-211




Picos significativos de masa menor que el idn base:
114 : 17%; 112 : 8% (base - H)0) y m* = 96,5; 86 : U%;

69 : 18%; 60 : 34%; 58 : 13%; 57 : 17%; 56 1 23%;
55 : 4L0%; 43 : 73%; 41 : 48%.

JLa solucion remanente de la precipitacion de ,1a Base III se eva-
se tomd en acido clorhi{drico, se alcalinizo con hidrdxido de

pord

uwnio ,Y se extrajeron los componentes basicos ,con cloroformo. la

solucidn cloroformica se lavo con aguai se seco sobre sulfato de so-
o

d1o se 1llevd a guedad por evaporacion a presion reducida. La

mezcla de bases se disolvio en 150 ml. de é€ter et{lico bien seco y

se burbu jed acido clorhidrico seco hasta turbidez. Se dejo estacio-

nar la solucidn eterea en frasco bien cerrado en una heladera duran-

te 24+ horas obteniéndose 26 m de clorhidrato de carnavalina en

inl:ﬁn estado de pureza (c.p.d. % -p.f.(c)154-155¢C con ablandamiento &
€C.

La solucidén eteérea remanente se trato con un exceso de acido
elorhfdrico g§as€e0s80 seco y se de Jo nuevamente en la heladera durante
¥8 horas obteniéndose por decantacidn un aceite que consistfa en una
pmezcla de clorhidratos de diferentes alcaloides.

1+) Alslamiento de Carnavalina

La base se l;bero de su clorhidrato por disolucion en una solu-
¢1én dilufda de acido clorhidrico, alcalinizacion con hidrdxido de
amonio y extraccion con eéter et{lico que se lavd con agua y se seco
sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporo dej}ando una masa blanca
¢ristalina de 23 mg. de carnavalina - p.f.(c) : 60,7-61,5¢C. Con
la migma se efectuaron los sigulentes espectros:

al Infrarrojo, como film, de la Base II, Carnavalina

Presenta maximos a los siguientes numeros de onda:

3380 (ancha - f)(0-H,N=H); 2920 (f£)(C-H); 2860 (sh)(C-H);
1460 (C-H); 1440(sh)(C-H); 1375; 1320; 1120-1080 (doblete);
980 (ancha) y 725 emL.

El espectro esta representado en la pdgina 164 y las seiiales mas
importantes se destacan a:
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Pico Extension Integracién  Asignacidn

(ppm) (ppm) (protones)
d, 1,10 1,00 - 1,12 3 CH,~-CH< cfclico J = 5 c.p.s.
d, 1,19 1,12 - 1,22 3 CJ-CHOH -
s, 1,28 1,22 - 2,40 2% -CER - alifaticos y c{clicos
s, 2,53 2,40 - 2,65 3 2-0§ (?) y NH (?)
m,(2,85) 2,65 - 3,10 2 -CH - NH - CH -
s, 3,60 3,50 - 3,7 1 HO - CH< cfelico

m, (3,82) 3,7 =-4,1 1 -CH, - CHOH - CHq

No hay sefiales a campos mas bajos. La integracidn basada en los
seis protones met{licos da un total de 37 protones.

c) Espectro de masa de la Bage II

Presenta los siguientes picos importantes cuyas intensidades
relativas (%) se dan con respecto a la abundancia del i6n base
a m/e = 114, siendo M el 16n molecular de la carnavalina y M' y
M'' los iones moleculares de las trazas de homologos de la
carnavalina que tienen sus cadenas laterales exteniidas en 2 y
metilenos respectivamente. Con m* se identifican picos meta-
estables.

on m/e aburdancia 1én m/e abundancia 1on m/e abundancia

+) relativa £ relativa ¥ ) relativa §
299 0,53 M' 327 0,02 M'' 355 0,03
=1 298 0,94 M'=1 326 0,04 M'"-1 354 0,07
=15 284 3,36 M5 312 0,07 M5 340 0,04
=17 282 0,74 M'da7 310 0,04 M'\17 338 0,01
=18 281 0,28 M'-18 309 0,02 M"a8 337 0,03
~19 280 0,50 M-19 308 0,03 M"a9 336 -
33 266 1,18

d 264 (299-H,0)
P 263 (298-320)
45 254 0,53

i 249 (28#-320)

57 242 0,97

59 240 1,58

icos significativos de masa menor al 1dn base; M-185, m/e=11lk : 100%;
6 s+ 8,58 (Base-H,0) y w* =80,8, 70:8%, 6915%, 67:5%, 5811,7%,

7 s 3,48, 56:4,3%, 55:5,68, Wu5:11,3%, (44, 43 y 42) intenwidad
nperior a 20%.
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'1) Extraceidn y separacidn con n-hexano

Se extrajeron 61827 kgs. de hojJas secas finamente divididas por

suspensidn en 25 litros de metanol durante 3 semanas a temperatura

ambiente.

El extracto metandlico se separc por filtracidn y se concentro
s presion reducida a 50¢C hasta un volumen de 2 1litros, obtenien-
tose un aceite oscuro y siruposo que se dividio en dos fracciones
para facilitar su posterior tratamiento, Estas se trataron repe-
tidamente con soluciones acuosas de dcido sulfurico al 2% obtenjen-
dose un extracto acuoso total de 3 litros,separado por filtracion
(Filter-Cell) del barro residual libre de alcaloides.

Luego se extrajo la fase acuosa varias veces con cloroformo
hasta que este saliera incoloro. Se encontro reaccion negativa de
Dragendorff en los lavados clorofdrmicos. La solucion acuosa se
slealinizd con hidrdxido de amonio y se extrajo con cloroformo (W
litros en total) hasta reaccion negativa de Mayer en la fase acuosa.

Una vez lavada la fase organgca con agua, se seco sobre sulfato
de sodlo y se concentro a presion reducida obteniendoso 40,5 gs. de
tn aceite de bases de color pardo cuya composicidy se establecid
cualitativamente por c.p.d. Sistema I - determinandose la presen-
cia de por lo menos 6 alcaloides siendo el principal de ellos la
cassina.

El aceite se extrajo con 150 ml. de p-hexano a reflujo durante
¥ minutos, luego se enfrio a 59C durante media horg y se dejo equi-
librar la solucion con el residuo a temperatura ambiente durante
pedia hora, despues de lo cual se decanto la solucion sobrenadante
de p-hexano. Esta operacidon se repitid 9 veces y se reunieron las
extractos de p-hexano, obteniendo 750 ml. de una solucion amarilla
aue por evaporacion del solvente a presion reducida dejso un resiguo

9 g. que por c.p.d. (Sistema I) demostrd estar formada princi-
palmente por cassina (Rr:0,75) y una pequeila proporcion de carnava-
lina (R£:0,50). Se obtuvo ademds un residuo de la extraccion con
p-hexano cuyo tratamiento se desecribe mas adelante.

2) Alalamiento del clorhidrato de casaina J
La mezcla de bases que se exirajo con p-hexyno se disolvio en
25 ml. de isopropanol, se agrego un exceso de acido clorhidrico
concentrado y se calento a eb 1icidén hasta disolucidén total. En-
friando la solucion se produjo un precipitado voluminoso de agujas
de color ambar., Se separd la masa de cristales por filtracion.
Se recristalizo dos veces mas de isopropanol obteniéndose 6,5 gr.
de clorhidrato de cassina Eura pOr Ce.pP.d. - Sistema I) de color
amarillo tenue : p.f. (c): 165¢C. Las aguas madres se reunieron
y su tratamiento se describe mias adelante, (pag. 184).
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a) Purificacion del clorhidrake de Caasina
8e¢ sublimd una fraccién del clorhidrato de eassina a 0,001 mm Hg
{? 1%(6);clggganien&on 800 mg. de clorhidrato de oassina pura, p.f.
6% - .

b) Rsnagtroa realizados aon el glorhidrato de cassing

- Datos de la curva de dispersidén Sptica rotatorias en solucidn

de O, r. por 7 ml., en metancl, no cuoninamn indicacion de aeti-
vidad dptica entre 200 y 500 mps o curva esta sepresentada en la
pagina 120.

- Egspestro ultravioleta en etanol: en solucidén 2; 31% mg./litro
y 49 mg./litro no se encontraron maximos ni absoreidén apreciable.
Jolamente a 280 mu aparece un maximo de muy pequefia intensidad.

- Bapeotro infrarrojo (ver pigina 169).

- Bl espectro de masa del eclorhidrato no se pudo realizar debido
a que no tenia una volatilidad apropiada.

3) Alalamiento de la cassina.

Los 5,5 g. restantes del clorhidrato de cassina se disolvieron en
una golucién acuosa metanlica que se alcalinizo con un excego de

droxido de amonio y se extrajo con cloroformo. La solucion cloro-
férmicg se lavo con agua y se 2000 con sulfato de sodic anhidro. B8e
evapord & presién reducida obteniéndose 5,3 { de cassina que erista-
1120 al eliminarse el solvente. Se separo g de esta dase y se
dest116 a 0,001 mm. Hg y a 1002C obteniendose 850 mg. de cassina pu-

1'&, p.f. (0 H 5505‘57,2‘00
- Datos de la curva de dispersidn Sptica rotatorias en solucidn

de 5,032 %6 por 1 ml. en metanol di0 una curva simple nogativa eon
g = 0( mu)y =20 (300mu)y <120 (250 mu )y =530 (2 Om/«-).
La curva esta representada en la pagina 120.

- Espectro ultrgvioleta en etanol: en solucidn de W9 ng./litro
no se encontraron miximos ni absorecion apreciable. Solamente a
mmfl. aparece un maximo de muy pequefia intensidad.

- Bspectro infrarro jo en tetracloruro de carbono presenta maxi-
208 & los siguientes numeros de onda:

3500 (OH), 3300 (MH), 2900 (f£)(C-H), 2820 (sh)(f)(C-H),
1702 (£) (C=0), 1630 (l!-li)1 1445 (£)(c-H), 1420, 1375, 1340,
1300, 1155, 960 y 690 em .

= Espectro de R.N.M: esta representado en la pagina 164 ¢ in-
tegra 35 protones. 8Sefiales a < (ppm): 4, 1,10 (CE;SOI 02) (J=6 ops);

s, 1,28 (CH,) (22H entre 1,18 y 2,0); s, 2,15 (CH,C=0)} m, entre 2,2
Yy 2,W7 (cnz-cao); 2,53 (1H); m, entre 2,57 y 3,0 inc-m-cn); entre
3,0 y 3,50 (1H); s, 3,55 (HO-CH< c{clico). No hay sefiales a campos
aas bajos.

- Bspectro de masat Intensidades relativas de los picos impor-
tantes referidas al ion base de m/e=1llk
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16n m/e abundancia

(+) relativa %
M 297 1,98
M-1 296 0,90
M-15 282 1,81
M-17 280 0,42
M-18 279 0,30
n* 261.5 (297-H,0)
M-43 254 0,85
M-57 240 8,14
M=-59 238 2,46
M=75 222 0,56
m* 205.5 (240-H,0)
M-183 114 100,00

Picos significativos de masa menor que el 16n base:
96: 7,4% (base-H,0) y m* 80,8; 70: 6%; 69:7,8%;
68: 5%; 67: 4,4%; 58: 5,2%; 57: 2,5%; 56: 5%;
55: 11,2%; W7: 8,3%; 43; 2U4¥; Yi1: 13,5%

4) Iratamiento del residuo de las extracclopes con n-hexang

El residuo de las extracciones con n-hexano se cromatografio en
una columna de alumina neutra WOELM, (100g.) que se eluyo con ben-
ceno, soluciones de cloroformo en benceno cada vez mas concentradas
en cioroformo, cloroformo puro, soluciones de metanol en cloroformo
cada vez mas concentradas en metanol y con metanol puro. Se cam-
bid el ,eluyente cuando los residuos obtenidos por evaporacion de la
fraccion eran minimos. La c.p.d. de los residuos de las distintas
fraceiones mostro que la columna no producia separaciones n tidaz
sino que se elufan mezclas de bases cuyos Rf (Sistema I) disminufan
a medgda ue aumentaba la polaridad del eluyente. De acuerdo con
los resultados de la c.p.d. de los residuos, se reunieron las meg-
clas para formar cuatro nuevas fracciones que tenf{an la mayor pro-
porcion de bases de igual Rf (Sistema I), %rdcciones Jy Ky L y M,

5) Ixn1ami:ntg_da_lﬂ_zxﬂnsién_l

La primera fraccion, J, consistfa en 6 g. de bases libres y con-
tenfa principalmente qassina y carnavalina en proporclones lguales.
Se reunid esta fraccion J con las ,aguas madres de la oristalizacidn
del clorhidrato de gassina (ver pag. 182) que por c, p.d, demostraron
tener una composicion similar y el conjunto se diaolvio en una So-
lucion hidroalcohdlica, se alcalinizo con hidrdxido de amonio y se
sxtrajeron las buses libres con cloroformo. Después de lavar,




ecar y evaporar la

160 g.) suspendida
la en la cabeza de
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solucién se obtuvieron 9,5 g. de una mezcla de
ases libres que se cromatografic sobre una columna de sflice BIH
Por estacionamiento de la mez-
la columna se produjo una difusion que alcanzo
e mitad de la misma y a continuacion se eluyo con eloroformo libre
¢ alcohol y bien seco y posteriormente con soluciones de metanol
n ¢loroformo segun se indica en la tabla.

en cloroformo.

~CROMATOGRAFIA DV LA FRACCION J
Fraccidn | Fluyente Volumen | Peso del c.p.d. - Sistema I-
Ne ClacH : MeOH ml, residuo Re Intensidad
mg. relativa
1l 100 s 0 1500 20 mezcla
2 99,5 : 0,5 1000 20 "
3 99 : 1 1000 30 "
L 98 : 2 1000 35 n
5 97 3 1000 25 n
6 96 : 4 2000 |
7 95 : § 1500 0,75 —++
8 92,5 : 7,5 1000 - 54700 0,67 +
9 90 i 10 1000 0,50 +
10 87,5 &+ 12,5 1000
u 85 :15 1500 0,67 -
12 80 : 20 2000 1.000 0,50 e
13 75 1 25 1000
14 60 1 40 1500 | 0,66 +
15 b : 60 1500 ¢ %00 0,50 +++
16 20 : 80 1500 I
17 0 :100 2500 1.000 mezcla coloreada
) Iratamiento de la fraccion K

La segunda fraccidn, K, estaba formada por una mezcla de bases en
8 que predominaba la carnavalina, estando presente en menor cantidad

a Base I1I.

Esta mezecla Sse suspendid en una solucion hidroalcohd-

ica, se alcalinizd con hidrdxido de amonio y se extrajo con cloro-
ormo que una vez lavado, secado sobre sulfato de sodio y evaporado
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deJ6 un residuo de 9,7 gs. de productos basicos que se cromatogra-
fiaron en una columna de sflice de BDH (170 gs.)

La elucidn de esta columna se realizd como la anterior y los re-
sultados estan consignados en la siguiente tabla.

CROMATOGRAFIA Di LA FRACCION K

Fraccidn Fluyente Volumen Peso del c.p.d. - Sistema I-
N© CI3CH : MeOH ml. residuo Rf Intensidad
mg. relativa
1l 1cCoO : O 1000 20
2 98 : 2 1060 l0,75 ++
3 96 L 2000 3.000 < 0,66 +
Y 9% : 6 1500 0,50 +4++
5 92 : 8 1500 soo J0,75 +
1 0,66 +
+ 0,50 ++
0,30 +
.0,20 ++
6 90 : 10 1000 ] 10,66 +
7 80 : 20 2000 ! 0,50 +++
8 60 : Lo 1500 2,000 -~ 0,40 +
9 L’O : 60 1000 . 0’30 t
1cC 20 : 80 1000 | 0,20 +
11 0 3100 1500 1.000 mezcla coloreada

Se observé que cierta cantidad de bases quedd retenida en la columna.

No se pudo obtener ninguna fraceion que contuviera una cantidad apre-
tiable de Base III.

7) Iratamlentq de la fraccion L

La tercera fraccidén, L, contenia principalmente tres alcaloides de
ir: 0,30, 0,20 y 0,10 (c.p.ds - Sistema I ~) encontrandose en mayor
rroporcion la base de Re: 0,20. Como esta mezcla quedo estaclonada
por un perfodo de tres semanas se disolvid en una solucidén hidroal-
:oholica que se acldifico con acido  sulfurico y se lavo con cloroformo.
Por evaporacion del extracto cloroformico se obtuvieron 3,13 g. de
m acelte ogscuro que se suspendio en cloroformo y se cromatografio
:n una columna de s{lice BDH (57 gs.) con el siguiente resultado:
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~SROMATOGRAFIA DE LA FRACCION L
Praccion Eluyente Volumen | Pego del c¢.p.d. (-Sistema I-)
Ne CI3CH s MeOH ml. residuo
mg.

1l 100 N ¢ 500 70 mezcla oscura
2 99 3 1 500 1,500(re= megzslas de ¥ 0 5 bases
3 98 1 2 500 gig:g:s con Re entre 0,10 y 0,66
4 96 : 4 250 solidos) que se encontraban en
5 92 : 8 500 proporeciones similares
6 90 : 10 750 ‘
7 75 + 25 750
8 0 ¢ 100 100 200(aceli-

te oscum)
9 0 1 100 200 270 (s61i- Re = 0,23

do blanco)
10 0 : 100 200 | 250 Re = 0,23
11 0 100 50 10 Rf = 0,23

La c.p.d. (Sistema III) demostrd que la base (IV) aislada en las
fracciones 9, 10 y 11 tenfa un Rf = 0,29 y era distinta a la ba-
se N¢ III (Rr = 0,40) que se hab{a aislado como clorhidrato (pa-

gina 176).

La cuarta fraccion, M, era una meszcla de bases de muy bajos Re.
2 elucién de la mksma por una columna de silica gel no permitié
ln 8 separacidn apreciable, por lo que se descartd su estudio

erior.

) Alalamiento de carnavalina

Se reunieron los resid 203 ricos en carnaval ina (fracciones No. %N
] g 16 de la oromatografia de la fraccion J,,y las fracciones Ne
9 y 10 de la cromatografisg de la fraocio K) disolviéndolas en
Ioroforno, que lyego se elimino por destilacion a presion redugida.
l residug se tomo an 400 ml. de acido sulfiirico al 2 y se lavo es-
i solucidn acuosa con éter egilioo y posteriormente con cloroformo,
sscartando los solventes organicos que extrajeron parte del color
* 1a solucidon acuosa. Posteriormente se alcalinizd la solucion
tuosa con un exceso de hidréxido de amonio, extrayendose los compo-
mntes basicos con cloroformo. La solucion cloroférmica se extrajo
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repetidamente con una solucioén de dcido sulfurico al 2% hasta reac-
cion negativa de Dragendorff descartandose la fase organica. ,La
solucién acuosa se alcalinigd nuevamente cop un exceso de hidrdxido
de amonio y se extrajeron los componentes basicos con cloroformo.
Por evaporacion del solvente lavado y secado se obtuvieron aproxi-
nadamente dos gramos de una mezcla de bases que se eromatografiaron
sobre una columna de 25 g. de silica gel Davidson.

Fraccion Eluyente Peso del ce.Pp.d.
Ne 013GH t MeOH residuo
Eg.

1 100 ¢+ O escaso

2 90 ¢ 10 800 Mezcla de bases

3 80 : 20 560 Carnavalina
cristalino

L 7§ : 25 130 Carnavalina
cristaliné

5 20 ¢+ 80 2C0 Megcla de bases

La fraccién % se destilé a 0,001 mm Hg y a 1209 C, separéndose un
aceite que solidirico formando una masa oriwtalina incolora en el
tibo de destilacion por estacionamiento a temperatura ambiente du-
rante una noche, obteniéndose 107 mg. de Carnavalina cromatografiqa-
mente pura (c.p.d. de p.f. (e)- 60 §-61 52C; p.r.(k)- 62-65%C,

La fraccidn 2 de esta ltima cromatograf{a se reunid cgn el resi-
duo obtenido de los elufdos metandlicos de la cromatografia de la
fraccion K. ILa mezcla se disolvio en una solucion hidroalooholica
acidq ue se lavo con cloroformo. La fase acuosa se alcalinizo oon

xgdo de amonio y se extrajeron las bases con cloroformo que se
lavo, seco sobre sulfato de sodio y se evapord, con 1lo que se obtu-
vieron 1,6 gs. de carnnvalinz impura. Esta se oromatografio nue-
vamente por una columna de silica gel Davidson de 25 gs.

Praccidn Solvente® Residuo cep.de
Ne 01303 t MeOH

1l 100 0

2 9% ¢ § 16 mgs. mezola

3 9 : 10 500 “ mezcla

I 80 : 20 250 » carnavalina

5 50 : 50 250 » carnavalina

é CH30H 300 = megcla

—_ [—

X El1 volﬁnoq de cada una de las fracciones se reguld de acuerdo con
la reaccion de Dragendorff que se obtenia en el eluido.

De esta manera se obtuvo por evaporacidén de la fraccidén 4 una se-
gunda cosecha de carmavalina (250 mg.).

Los datos fiqicos del producto obtenido fueron similares a los
desoriptos en pag. 180 para la extraccion en menores cantidades.
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9) Alslamiento de la Base N¢ IV

Se reunieron las fracciones 9, 10 y 11 de la cromatograria de la
fraceion L por disolucidn en éter et{lico de los residuos obtenidos
al evaporar el eluyente, obteniendo 480 mg. de un producto sdlido
blanco que por cromatograffa en placa delgada - Sistema III- demos-
trd estar constitufda principalmente por [a Base IV e impurificada
con una pequefia cantidad de Base III ademis de trazas de otras ba-
ses con Rf menores,

71 producto s6lido ge dividio en dos fracciones iguales, Con
una de ellas se intento preparar el clorhidrato de la base disol-
viéndola en éter et{lico seco y haclendolo burbujear acido clorhi-
drico gaseoso y seco, hasta que apareciera una turbidez acentuada,.
Se guardo la solucion en frasco bien cerrado en heladera durante L8
horas observandose la formacion de un precipitado blanco amorfo es-
caso. La otra fraceion se destilg a 0,001 mm Hg a 1309C, pero la
c.p.d. del solido obtenido demostrd que por destilacion no se pro-
ducfa una separacion de los alcaloides contaminantes.

10) Purificacidn de la Base N¢ IV

Se reunio el residuo de la destilacion de la Base IV con el
producto destilado disolviendolos en cloroformo. Se elimind el
solvente por destilacidn a presién reducida y se tomo el residuo
con 200 ml. de una solucion acuosa de aecido sulrurico al 2%. Se
lavé la solucién con cloroformo y luego sSe alcalinizo con un exceso
de hidroxido de amonio. Los compueséos basicos se ,extrajeron con
250 ml. de eter et{lico. La solucion etérea se lavo ,con agua y se
seco sobre sulfato de sodio anhidro, Por evaporacion de la misma
sée obtuvieron 250 mg. de productos basicos, que se disolvieron en
un pequefio volumen de cloroformo y se volcaron sobre una columna de
20 g. de alimina neutra WOELM,

Fraccion Solvente Volumen Peso del cop.ds - Sistema III <
Ne Cl.CH s MeOH ml. residuo
3 mg.

1 100 ¢+ O 200 -

2 99 : l 200 -

3 98 ¢ 2 200 -

e 97 ¢+ 3 200 15 megcla

5 96 + L 50 70 megzecla

6 95 :+ § 250 110 base IV Re : 0,29
7 95 ¢+ 5 110 15 base IV Rf : 0,29
8 90 : 10 200 8 mezcla

La evaporacidn de la fraccion 6 dejo un residuc aceitoso translu-
cido con un color amarillo tenue cuyo peso fué de 110 mg. Se guardd
en desecador a vac{o cubierto con papel de estafio para evitar su go-
loracidn por accidn de la luz y con el mismo se efectuaron los si-

gulientes espectros:
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a) Infrarrojo, como mull en nujol, de la Base IV:
Presenta maximos a los siguientes numeros de onda:
3350 (ancha)(r)(0-H,N-H), 2920 (f)(C-H), 2860 (f)(C-H),
1465 (r£)(c-H), 1380, 1080, 1045, 1001 - 985 (doblete),
933, 790 ¥ 725 cn -1,

El espectro esta represzrtado en la pagina 165 y las sefiales mas
importantes se destacan a (ppm);

1,07 (CH3 en 2), 1,16 (CH3 en 16'), 1,26 (numerosos metilenos)
m, 2,35 - 3,00 (B, en € del N), 3,25 (éH ?), 3,60 (H carbindlico
del ndcleo), m, 3,65-4+,10 (2H carbdnolicos de la cadena lateral).
No hay sefiales a campos mas bajos. La integracion basada en los
dos metilos indica un total cercano a 45 protones.

¢) El espectro de pmaga, presenta los siguientes picos importantes cu-
yas intensidades relativas se dan con respecto g la abundancia del

10n base a m/e 11k,

on a
ion n/e abundancig i :ﬁj abundanci
Mt n 0,35 M-89 280 0,25
M-1 370 0,15 M-105 266 0,47
M-15 356 0,36 M=-164 207 0,63
M-17 353 0,20 M-185 186 2,17
M-18 352 0,24 M-202 169 0,43
M-33 338 0,14 M-216 155 0,92
M-45 326 0,10 M-230 11 2,28
M-57 31k 0,13 M-24k 127 5476
M-59 312 0,19 M-257 11k 100

M-87 284 0,36 Base~-18 96 10,9
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VI - DERIVADOS DE LAS BASES NATURALES DE CASSIA CARNAVAL

1) Dihidrocassina
a) Obtencidn de dihidrocassina por reduccion de gcassina.

,Se disolvieron 200 mg. de cassina en 10 ml. de metanol y se
agregé 1 ml. de a y 115 g. de borohidruro de potasio. No se pro-
dujo reaccion en frio., Se calentd la solucién a 702 en baflo maria,
observ«ndoae el desprendimiento de burbujas durante 15 minutos, Se
suspendid el calentamiento después de una hora y se ,descompuso el
exceso de borohidruro de potasio volecando la solucion sobre 200 ml.
de agua. El producto de la reaceidn se extrai de la solucidn
acuosa con 150 ml. de éter etflico. La solucidn otorea se lavo
con agua, se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporo, Ob-
teniéndose 200 mg. de cassina reducida, que al dejar estar a tempe-
ratura ambiente durante tres q{as oristalizé to mente, p.f. (0)1
569C. El producto se destild a C,001 mm Hg y su pureza se comprobo
por c.p.d. -Sistema I- al aparecer 'una sola mancha de Rp= 0, 50.

b) Comparacidn de la dihidrocassina con la carnavaling

Los espectrgs infrarrojos de la dihidrocassina y carnavalina
resultaron ser idénticos y la similitud se mantiene a través de los
espectros de resonancia magnética nuclear.

La comparacion de estos compuestos, por c.p.d. con los dife-
rentes materiales de soporte y distintos sistemas de solventes, in-
dicados a continuacidn, comprobd su identidad.

MATERIAL DE SISTEMA D& SOLVENTES Rt f
SOPORTE Cassina | Dihidro-|Carna-
cassina |valina
S{lica gel G | Clelo- Cloro- Dietila-
(eon ligante) hexano: formo: mina
5: 3 L 1 0,73 0,50 0,50
Aldmina badsi-
ca WOEIM Acetona 0,71 0,63 0,63
(Banda azul) Cloroformo 0,41 C,19 0,19
Cloroformo : Metanol
L 2 1 0.88 0,87 0,87
9 : 1 0,90 0,9 0,90
98 : 2 0,90 0,83 G,83
Cloroformo : n-Hexanol
7 H 3 - 0’06 0’06
Avicel Butanol : Ac.acetico: Agud
b 1 : 1 0.90 0,90 0,9
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2) 0,0, N-triacetilcarnavalina v 0,0, N-triacetildihidrocasaina
a) Qhtencidn por acetdlacidn de las bases; metodo general.

Se calentaron a reflujo 75.5 mg. de carnavalina, o 150 mg. de
dihidrocassina con 10 ml. de anhidrido acético y 120 o 200 mg. de
acetato de sodio durante una hora a bafio maria. La mezocla se dejo
enfriar a temperatura ambilente y se voled sobre 250 o 300 ml. de
solucidn 1 N ,de bicarbonato de sodio para descomponer el exceso de
anhidrido acetico. El producto de reaccidén se extrajo con 150 a
200 m1, de eter etilico o cloroformo y la fasge organica separada
por decantacion se lavo con 50 ml. de una solucidn saturada de bi-
carbonato de sodio, luego con agua hasta neutralidad y finalmente
se secd sobre sulfato de sodioc anhidro durante una noche. La g¢va-
poracion del solvente produjo un aceite con una tenue goloracion
amarilla que se purifico por disolucion en 100 ml. de eter etilieco
y gercolacion de la solucidén a traves de una columna de 15 g. de
alumina neutra WOiLM. Una vez lavada la columna con 50 ml. de éter
et{lico se evapord la solucidn obteniendo en los respectivos casos
102 mg. o 170 mg. de un aceite traslicido constatandose en cada ca-
:o la presencia de una sola sustancia de Re=0, 50 por c.p.d. - Sis-

ema II-,

Resultaron ser idénticos los espectros 1nfrarrojo y de reso-
nancia nuclear magnética de 0,0,N-triacetilcarnavalina y de 0,0,N-
triacetildihidrocassina.

En los espectros infrarrojo de los films de estos compuestos
se apreclan picos a los siguientes numeros de ondat

2920 (£) (C-H); 2860 (sh)(£)(C-H); 1740 (£) (éster); 1650 (f)
(amida); 1460, 1420, 1375 (f), 1245(f)(ancho)(amida), 1170,
1130, 1075, 1033, 955, 915, 860, 750 y 725 em~l,

En los esvectros de resonancia magnética nuclear de los mismos
se destacan las sigulentes sefialess a d =1,28 el pico mas intenso
del espeotro correspondiente a los numerosos grupos metilenos, a
$=2,02, d=2 07 ¥ 6-2 13 los sinfuletes de los tres grupos acetilo
1ntroduc1dos, ad=lW un multiplete correspondiente a la superpo-
sicidén de dos senales atribuibles al proton,de cada uno de los dos
dtomos de carbono que portan las funciones éster de la molécula, y
a d4=1,17 un pico que debe corresponder a una parte del doblete
originado por uno de los dos grupos metilos de la molecula, mien-
tras que la parte restante, como as{ también la seflal del segundo
grupo metilo, probablemente se encuentran enmascaradas por la in-
tensa sefial de absorcidn metilénica.
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