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RESUMEN

El género Berberis, consta de 497 especies repartidas en ambos Hemis

ferios, de las cuales muy pocas han sido estudiadas desde un punto de vista
de sus alcaloides menores,y muy excepcionalmente otros metabolitos. En Chi-
le el género Berberis estd representado por cerca de 50 especies, distri-

buidas desde Antofagasta (Il Regidn) hasta Magallanes en la XI| Regién.

En general las especies del género Berberis, son conocidas por produ-
. . . . . . £ . .

cir un ordenamiento muy especial de alcaloides isoquinolinicos. Previo a es
te trabajo un estudio de 4 Berberis de Pakistdn dio como resultado el aisla
miento de pakistanamina, el Gnico dimero del tipo proaporfina-bencilisoqui
nolinice. Analizando B. empetrifolia de Chile, se aislaron y caracteriza-
ron una serie de nuevas bases proaporfinicas-bencilisoquinolinicas. Con
ellas se establecieron importantes correlaciones en la transformacion de

proaporfinas en aporfinas examinando la estereoquimica del reordenamiento

dienona-fenol.

Productos de oxidacidn in vivo de los dimeros mencionados, examina-
dos mediante RMN-ENO sirvid para establecer un sencillo método para la asig
nacién de la estereoquimica en el carbono 13 de las proaporfinas, sean dime

-

ros © monémeros.

Dos nuevos alcaloides aislados de B. empetrifolia denominados chile

nina y puntarenina mostraron esqueletos isoquinolinicos (nicos, por primera

vez encontrados como productos naturales.

Durante el desarrollo de la tesis se aislaron y caracterizaron 10

alcaloides nuevos y 11 conocidos. Alqunos de estos dltimos




fueron caracterizados por primera vez en las especies del género Berberis.
Se discute cada uno de los compuestos aislados basados en las técnicas mo-

1

dernas de andlisis, RMN-'H, RMN—IBC, DC, Poder Rotatorio, Espectrometria

de Masas y Espectrometria de U.V.
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INTRODUEC ON

1.1.~ Alcaloides Isoquinolinicos

Para que un alcaloide sea 1lamado un alcaloide isoguinilinico, debe
contener o ser derivado de ta unidad bdsica siguiente:
A
N
Aunque hay muchos grupos de alcaloides de este tipo todos ellos es~
tdn relacionados biogenéticamente, pues derivan del amino-3cido tirosina

1)

como se muestra en la figura 1-1,

c
O2H RO N O N
-—-————b
Tirosina RO RO ‘

Una bencilisoquinolina
Una aporfina

O ORRO
R/N OR RO O N\R
LN

Una proaporfina Una bisbencilisoquinolina

figura 1-1

Relaciép biogenética de alcaloides bencilisoquinilfnicos




2.

Las bencilisoquinolinas derivadas biogenéticamente delatirosinaactian

in vivo como precursores de muchos otros alcaloides naturales, tales co

mo las proaporfinas, aporfinas, pavinas, protoberberinas entre otros.

Las protoberberinas, a su vez originan otros grandes grupos de alcaloi-

des isoquinolinicos, tales como las protopinas, las benzofenantridinas

y las ftalidoisoquinolinas (figura 1-2).

RO
RO ‘ N
CIT,

OR - =

benzofenantridina

protopina

ftalidoisoquinolina
figura 1-2

Alcaloides originados de las protoberberinas

De todos los grupos mencionados anteriormente, sélo el de las ben-
zofenantridinas no ha sido encontrado en ninguno de los géneros de la
familia de las Berberiddceas, siendo comunes en la familia de las Fuma-

ridceas, Papaverdceas y Rutdceas. El presente trabajo est3 relacionado




con los grupos de las proaporfinas, aporfinas, protopinas, berbinas, iso
quinclonas, dimeros proaporfina-bencilisoquinolinas, dfmeros aporfina-
bencilisoquinolinas, 'y bisbencilisoguinolinas, asi también como dos nue-
vos grupos estructurales, las homochileninas y los alcaloides isoin
dolobenzacepinicos por primera vez aislados en forma natural (figura 1-3).

Una discusion detallada de cada uno de los grupos mencionados aparece en

cada una de las secciones correspondientes.

N

bencilisoquinilina blsbencnllsoqutnolxna (Puede también contener
uniones cabeza-cabeza)

dimero bencilisoquinolina- dTmero bencilisoquinolina-proapor-
aporfina fina

RO
N ~ )
| 0 f
RN M > MR! RO . NR

O
CHO ﬂlii
HO OR
seco

bishencilisoquinolinica aporfina

Grupos de alcaloides encontrados en el género Berberis




proaporfina

ftalideisogquinolina

) O
RO N

berbina
RO
-
RO X N&
o)
OR
OR
protopina

) O”O -
RO OR

isoindolobenzutepina

Pavina

homochilenina

Figura 1-3




1.2:- El género Berberis en Chile

Introduccién.-

El género Berberis de la %amilia de las Berberiddceas, ha mostrado
ser de bastante interés para el fitoquimico por su contenido de alcaloi-

des de estructuras nuevas y novedosas. El estudio quimico del género Ber-

beris fue iniciado en Chile el afio 1976]"3 con el aislamiento de (—)-nqi

argemonina (1-1), (-)-argemonina (i-2), (-)-calafatina (1-3), calafatimi

ha junto, al lignano siringaresinol {1-4), de Berberis buxifolia Lam.

(figura 1-4), planta recolectada cerca del Estrecho de Magallanes a po-

cos kilémetros de la Ciudad de Punta Arenas.

E1 género Berberis, consta de 497 especiesh, de las cuales airede-
dor de 50 se encuentran distribuidas a lo largo de Chile desde Antofagas
ta a la Patagonia Austral. En este género se han encontrado alcaloides
pertenecientes a los siguientes grupos estructurales: bencilisoquinoli-
nas, bishencilisoquinolinas, dimeros bencilisoquinolinas-aporfinas, dime
ros bencilisoquinolinas-proaporfinas, ftalidoisoquinolinas, aporfinas,

protoberberinas, protopinas y pavinas.

-

Las especies chilenas que actualmente estdn siendo estudiadas des

de un punto de vista quimico son B. buxifolia, B. chilensis, B.valdivia-

na y B. empetrifolia.

A continuacidn se detallan los trabajos realizados en cada una de

las especies nombradas.




B e et

1.3.- Berberis buxifolia

Ya se ha mencionado la presencia de (-)-norargemonina (1-1), arge-
monina (1-2), calafatina (1-3)y calafatimina de estructura parcialmente
caracterizada en B. buxifolia. Trabajos recientes han informado nuevos
alcaloides bisbencilisoquinolinicos, chillanamina (1-5)y osornina (1-6),
como asi también las nuevas secobisbencilisoquinolinas (-)-curacautina
(1-7) y talcamina (1*8)5.

OMe e O

HO N Me

NMe Me

CHO @/{:OO Me
Me O OMe o




Me O OMe

HO 0O Me
=

Me O = O Me

Me 07 XX 0 Me

0O Me

figura 1-4

Primeros metabolitos secundarios aislados de

Berberis buxifolia Lam.




Los dimeros bisbencilisoquinolinicos aislados en B. buxifolia incor
poran un oxigeno extra en el anillo C, al igual que unas pocas bases en-
" , i 6
contradas en las especies del género Thalictrum (Ranunculaceae)  uno de

cuyos exponentes es el alcaloide (+)-talibrunina (1-9).

A continuacibn se detallan los estudios realizados en la determina
cién estructural de los alcaloides bisbencilisoguinolinicos aislados en

Berberis buxifolia Lam.

1.3.1.- (-)-Calafatina.

Calafatina cristalizé de benceno-ciclohexano en forma de agujas,

MeOH

p.f. 135-137°C, (a)D-15h° (c U.28,CHC13). Su espectro de UV mostré A

(log €) 281 (3,82), 258 nm (3,32), no experimentando cambio con la adi-
cién de dlcali, consistente con un croméforo oxigenado benciltetrahidroi

soquinolinico no-fendlico.




Su espectro de masas (figura 1-5) mostrd un ién moleculas a m/z 652 co-
rrespondiente a la férmula molecular C39Hth207. El pico base se encuen-
tra a m/z 198 y junto al observado a m/z 396 (26%) dieron evidencia de

la unién éter difenilica cabeza-cabeza7.

—t

OMe Me O M 120
MeN\ ! MC‘N\ OMe o -~ NMe

m/z 198 (100%) m/z 396 (26%)

ii + v con transferer

cla de H
OMe MeQ Me O MeO,
'Sonpe 00
Me Ny OMe o NMe ° oNMe -~ NMe
_m/z 485 5% ° @ m/z 174 (67%) m/z 192 (28%)
-]

figura 1-5

Fragmentos observados en el espectro de masas de calafatina




10.

El espectro de rmp(CDCl3) mostrd la presencia de dos grupos N-metilos a
6 2,35y 2,59 ppm y cinco metoxilos a 3,29;3,68;3,75; 3,73 y 3,89 ppm.
Un protdn resonando como un singulete a 5,38 se asignd al hidrégeno en
C-8'. Otros dos singuletes corresponden a los hidrégenos enlazados a los
carbonos 5 y 5' presentan desplazamientos quimicos a § 6,36 v 6,51 ppm.
La molécula presenta también un par de dobletes con un acoplamiento de
hidrégeno aromiticos en posicidén orto (J 8,5 Hz) a 6,92 v 6,72 ppm co-
rrespondiente a los &tomos de hidrégenos enlazados a C-14 y C~13, respec
tivamente. Cuatro doblete de dobletes, correspondientes a los hidrdgenos
en C107, 11', 13' y 14' resuenan a & 5,90; 6,35; 6,92 y 7,11 ppm con J_

8,5 Hz vy Jm 2,1 Hz.

1-3

El alcaloide calafatina es levorotatorio y su fisidn con sodio en amonfa
co lfquido produjo 6,7,10,IZ—tetrametoxi—i—benciltetrahidroisoquinolina,
(+)-(1:ié) y 6-metoxi-7,12-dihidroxi-1-benciltetrahidroisoquinolina, (-)-
(1-11). La oxidacién con permanganato de potasio dio lugar a la forma-

,cion del alcaloide encontrado en forma natural en la misma planta,

(-)-curacautina (1-7).




6-Metoxi-7,12-dihidroxi-1-bencil
isoquinolina ( N-metilcoclaurina

1-10 1-11

Biogenéticamente, calafatina y los alcaloides relacionados implica que
dos unidéﬁes N-metilcociaurinicas se combinan primero cola~cola. El dime-
ro resultante es luego oxidado enzimadticamente orto al puente éter diarf-
lico para originar la funcidn oxigenada en C-10. Posteriores O-metila~
ciones darfa lugar a la formacién de chillanamina (1-5), (-)-osornina (1~
6}y (-)-calafatina (1-3). Mayores consideraciones biogenéticas se hacen

en la seccién 1-4.

1.3.2.- Chillanamina (1-5)

Es este un alcaloide obtenido en forma amorfa. Su espectro de UV

“ . MeOH
mostrd absorciones a A
max

(log €) 209,226 h, 283 nm (4,81; 4,54; 4,02).
El espectro de masas de este alcaloide exhibié un modelo bastante simple

que inclufa un pequefio idn molecular a m/z 626 037Hh207N2 con un ié6n base

a m/z 192 debido a la porcién a del dimero.
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El espectro de rmp, resumido en la estructura 1-5, es concordante

con la estructura propuesta ., T . La clave
es el par de dobletes integrado para dos protones con una constante de
acoplamiento de 8,5 Hz, centrados a 6,69 y 6,58 ppm. representando los

dos hidrogenos aromdticos del anillo C, un estudio de rmn usando el efec
to nuclear Overhauser mostré que la irradiacidn del singulete metoxiiico
en C-12 a 83,91 daba como resultado un incremento de 6,8% del doblete

a 6,69 ppm (h-13), indicando que los hidrégenos involucrados deberian es

tar cerca.

1.3.3.- (~)-0sornina (1-6)

Osornina (1-6) es un producto cristalino que funde a 244-245°C (metanol).

Su espectro de U mostrd absorciones a Aggg“ (

loge )} 207 (4,80), 230 h
(4,53), vy 282 nm (3,75). El espectro de masas exhibié un i6n molecular a
m/z 638 correspondiente a la férmula molecular c38H4207N2' El pico base

se encuentra a m/z 381 representado por la porcién a de la molécula, menos

un atomos de hidrégeno.
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1-6

-

El espectro de rmp se encuentra resumido én la estructura 1-6
observandose que hay un doblete de dobletes centrados a 6,74 y 7,16 ppm
(J0 8,6 Hz) representando los protones H-13 y 14 semejante al modelo mos-
trado por el alcaloide chillanamina. La O-metilacién de osornina condujo
a la obtencién de (~)-O-metilosornina (1-12), C39H4407N2, cuyo espectro de
rmp incluye un s{ngulete extra correspondiente a un grupo metoxilo en C-7!

a & 2,97. Su espectro de rmn estd mejor definido que el de la osornina mis

ma, y sus datos de desplazamiento quimico se anotan en la estructura 1-12.
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Lon la finalidad de asignar correctamente las sefiales observadas
,en el espectro de rmn protbnica se 1tevé a cabo un estudio usando el e.n.0.
irradiando diversas zonas del espectro. Los resultados de este detallado es

tudio se encuentran resumidos alrededor de la expresién siguiente, 1-12a.

1-12a

De particular importacia es el incremento de 1% de H-13! (§7,00)
observado por la irradiacidn del metoxilo en C-10 (§3,81), y el en0 de
2,3% de H-8 (gk,79) resultante de la irradiacién del metoxilo en C-7'
(§2.97). En geperal, como se indica en la figura de mis abajo,ungrupometoxilo
puede relajarse rédpidamente, no pudiendo hacerlo de igual forma un hidré-

geno aromdtico, Se observaran asf, e.n.0., diferentes para ambos tipos de

Me O
- pequei
Gran e.no.

e.n.Q. H

protones, es decir si se irradian los protones metoxilicos se obtendrd un

gran e.n.0, para los H aromdticos.
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Para conocer la estereoquimica, tanto de osornina, como de la (-)-0-
metilosornina se realizé la fisidn con sodio en amonfaco 1Tquido del Glti-
mo de los alcaloides nombrados. La reaccién produjo las tetrahidrobencili-

soquinolinas (+)-{1~13) y (~)-armepavina (1-14) indicando que la estereo-

quimica de osornina y O-metilososrnina es SR.

285 3 ‘;575

o
3555
A He
Me O
O ol 5.‘)75\<H
A ‘Tm 48H2 £93L |-
&7z
6564435&2Ha
Ms.&: -} o 6.93

& 724d :]:) 82Hz

1-1 1-14

1.3.4.~ (-)-Curacautina (1-7)
Este compuesto es uno de los dos alcaloides .secobisbencilisoquinoii-

nicos aislados en B. buxifolia. Su espectro de UV muestra absorciones a

MeOH
max

A (log ) 207 (4,85), 223 h (4,74), 2,71 (4,35), 282 nm (4,29). En el
espectro de IR se observan Vioax @ 1610, 1640 y 1690 em 1, El espectro de
masas mostrd un pequefio i6n molecular a m/z 682 (039H4209N2) y un pico ba
se a m/z 411 debido a la porcién a de la molécula. La curva dicroismo circu
lar con un méximo a 214 nm es consistente con una tetrahidrobencilisoquino-
lina de configuracidn 58. Tal como se indicé anteriormente la oxidacidn de
(~)-calafatina dio como principal producto el alcaloide (-}-curacautina,

idéntico en todas sus propiedades al producto siguiente, siendo caracte-

ristico los dos dobletes (JOB,S Hz) centrados a 6,73 y 6,96 ppm asignables

a los dtomos de hidrégeno en C-13 y 14,




65688 ' '

3044
NMe
7.16s
7
S HO
9480 s
7.59d

6.85d I, 8.8Hz

1.3.5.- (~)=Talcamina (1-8).

Este alcaloide obtenido en muy bajo rendimiento corresponde al estermetilico del
acido derivado de curacautina (1-7). Su espectro UV mostrd absorciones a

MO (1oge) 208 (4,93), 225 h (4,79), 260 (4,41), 272 h (4,27) y 305 nm
(3,67) Al IR se observan Viax CHCI3 a 1605, 1640 y 1710 cm—1. E1 espectro

de masas mostré un pequefio i6n molecular a mfz 712 y su pico base se loca

lizo a m/z 411 idéntico al observado para el alcaloide curacautina y debi

do a la porcién a de la molécula. Las curvas de DC son muy similares como

puede observarse en la Tabla 1-1, reflejando igual configuracién para los

alcaloides 1-7 y 1-8. Los datos de espectro rmp se anotan en la estructu-

ra 1-8.
5 6.64s
MeQ
304s
O NMe
717s
7.77d a,B6s

OOMe
7.77d

675d Jg 8.8 Hz




Tabla 1-1 Curvas de discroismo circular de los alcaloides

encontrados en Berberis buxifolia

Compues to Ae (nm)

Calafating 0(300) +9(247) o(242) -18(234) 0(225) +10(219)

g?;;'a”a’ 0(300) +0.5(271) 0(265) -6(230) 0(220) +8.3(212)
Osornina 0(300) +0.6(282) 0(276) -2(270) 0(250) +41(232)

0(219) -6.0(209)

Curacauti [ 0(320) -1.5(300) 0(290) +1.7(281) +3(263) 0(249)
na -16(230) 0(218) +4.3(214)

Talcamina 0(320) -3(297) 0(266) +4(252) 0(245) -23(230)
0(221) +14(214)

1.4.- Configuracién absoluta y consideraciones biogenéticas de los alca-

loides bisbencilisoquinolinicos aislados de Berberis.

Hasta ahora la quiralidad de los alcaloides bisbencilisoquinolini-
cos (BBI) ha sido determinada inequivocamente haciendo uso de las
reacciones de fisidn,con sodio en amoniaco )Tauido, las que permiten obtener
en la mayor parte de los casos, las dos mitades del dimero. Luego, se a
nalizan las curvas de dicroismo circular y el poder rotatorio de ambos
fragmentos bencilisoquinolinicos. De los alcaloides encontrados en Ber-

beris buxifolia, s6lo a chillanamina no fué posible hacerlo reaccionar

con sodio en amoniaco liquido dada la escasez de material. Sin embargo,
un estudio cuidadoso de las estructuras de la (-)-calafatina 1-3, chilla
namina 1-%, (-)-osornina 1-6,(-)-curacautinai-7 y (-)-talcamina 1-§ su-

giere que todos estos alcaloides estan biogenéticamente relacionados. Se

puede indicar que chillanamina debe incorporar la misma configuracion




absoluta que sus acompafiantes en B. buxifolia, de tal forma que H-1y
H-1' estén localizados sobre el planc de la molécula, como se dibuja en
cada una de las estructuras. Es también importante indicar que todos los

alcaloides BBl aislados de las Berberidiceas, como la berbamina (1-15),

berbamunina (1-16), oxiacantina (1-17), himantina (1-18), isotetradrina
(1-19), belarina (1-20), espinidina (1-21), espinina (1-22), lauberina
(1-23), O-metilisotalicberina (1-24), obaberina (1-25), 2'-N-metilber-
bamina {1-26), oblongamina (1-27), obamegina (1-28), aromolina (1-29),

baluchistina (1-30), 7-O-desmetilisotalicberina (1-31), isotalicherina

(1-32), y talrugosina (1-33) incorporan la configuracién absoluta 1R,
1S 6 1S, 1'R, es decir los hidrdgenos en los carbonos asimétricos son
syn uno respecto del otro, estando ambos sobre o bajo el plano de la

molécula.
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La caracterizacion de los productos naturales encontrados en el ca-
tafate magallanico proporciond interesantes antecedentes acerca de la se
cuencia biogenética que ocurre en la planta. Por ejemplo, chillanamina
(l:g) debe sufrir un acoplamiento oxidativo intramolecular para dar, des
pués de O-metilaciones, (-)-osornina(l-6) o calafatina (1-3). Este GQltimo
puede sufrir ruptura oxidativo para dar (-)-curacautina (l:l), el que
puede volver a oxidarse y esterificarse originando talcamina (1-8) (figu

ra 1-6).

1. (0)
2. Esterif.
Curacautina (1-7) . Talcamina (1-8}
B figura 1-6 —

Parcial ruta biogenética de los alcaloides BBl aislados de Berberis

buxifolia
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Considerando que todos los alcaloides bisbencilisoquinolinicos de
rivan del acoplamiento oxidativo de dos unidades N-metilcoclaurfnicas

(1-11), es posible preguntarse donde se produce

MeO
Q¢
HO NMe
HO 1-11 N-metilcoclaurina

la incorporacion de la funcidn oxigenada extra en C-10 presente en to-
das estos compuestos. Esta cuestién puede responderse con cierto grado
de seguridad, ya que monémeros del tipo 1-10 y 1-13 no han sido aisla-
dos de fuente natural alguna, de tal forma que no pueden acoplarse oxi-
dativamente con una mitad N-metilcoclaurinica, para dar los alcaloides
en B. buxifolia. Las especies 1-10 ¢ 1-13 tendrTan que originarse de
una mitad N-metilcoclaurinica que sufre oxidacién meta en el anillo C,
y tal oxidacidn es desconocida en la naturaleza. La conclusién es, por
lo tanto, que dos N-metilcoclaurinas se combhinan cola-cola, y el dime-
ro resultante es luego oxidado enzimaticamente orto al eter diarflico
para proporcionar la funcion oxigenada en C-10. Posteriores O-metila-
ciones en el estado apropiado darfan lugar a la formacidn de chillana-
mina (1-5) (figura 1-7).
OMe OMe -
MeNB @ MeN O OMe
P
MeO @

u?

OH
OMe MeO O OMe
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MeN

OR ) O
OH HO . NMe
iillu'oﬁ Hollilll

OR
Me N OH

Alcaloide tipo chillanamina

figura 1-7

Origen posible de la posicién oxigenada en C-10
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En el caso de los alcaloides del tipo de la talibrunina (1-9}, ca-
racteristicas de las especies del género Thalictrum (Ranunculaceae) la
oxidacion enzimdtica tendria q;e ocurrir en posicidn para al puente eter
diarilico siguiendo un esquema similar al mostrado para los alcaloides

aislados de las Berberidécgas:

Otro punto interesante que debe ser analizado en la formacion del
puente eter diarilo originado por condensacién de las dos unidades N-me
tilcoclaurinicas, es si &l origina el alcalolde berbamunina (1-16) o su
enantidmero (-)-magnolina {1-34), cuyos modos de dimerizacién pueden o-
currir en las especies del género Berberis. Como se verd mas adelante,
s6lo berbamunina puede sufrir oxidacion fendlica para dar como producto
los, dimeros proaporfina-bencilisoquinolinas de la serie de la pakistana
mina (1:§§l]aque podrfa reordenarse en forma intramolecular al dimero

1-0-metilpakistanina (1-39), como queda de manifiesto por el tra

bajo realizado en la presente tesis y cuya exposicidnh se realiza en Ia
seccién 3.13.5. Por otra parte, la (-)-magnolina (i-34) sigue un curso
diferente, con uno de los caminos involucrando oxidacifn orto al puente
eter diarilo acompafiado por O-metilaciones para originar chillanamina

(1-5), tal como se explicé anteriormente.
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) OMe  MeOQ
MeN MeN O HO NMe
H¢ He vH
OH o
1-1 1-34
Me N
H
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1.5.- Berberis chilensis Gillies ex Hook.

Berberis chilensis es una de las especies mas abundantes en la Cuen

ca de Santiago. Esta especie ha sido bastante estudiada desde un punto de
vista quimico, habiéndose informado la presencia de una serie de nuevos
alcaloides, todos ellos del tipo de las bases bisbenciitetrahidroisoqui-

9_]]. Todos presentan configuracion absoluta 1R, 1'S a diferen-

nolinicas
cia de los dimeros de configuracion 15, 1'R caracteristicos de B. buxifo-
lia Lam. Los alcaloides diméricos aislados en B. chilensis, como se vio
en la Seccin anterior se forman por condensacién de dos unidades N-metil
coclaurinicas, las cuales no incorporan una posicién oxigenada extra como
en el caso de (-)}-calafatina (1-3) y sus derivados. Los alcaloides aisla

dos hasta el momento en la planta son : (+)-berbamina (1-15),(-)-isota-

licherina (1-32), 7-0O-desmetilisotalicberina (1-31) (-)-O-metilisotalic-

berina (24), (-)-espinina (22) vy {(-)-12-0-desmetillauberina (1-36). A
continuacidn se detalla la forma como se reélizé la determinacion estruc

tural de cada uno de los compuestos mencionados.

1.5.1.- (+)-Berbamina (1-15)

Este compuesto al iqual que los restantes fue obtenido, traba-
jando. con las partes aéreas (incluyendo las hojas) de la planta. Fue pu-
rificado de una de las fracciones de la columna cromatografica, mediante
recristalizacidn con una mezcla de cloroformo vy benceno, fundiendo a
174-175°C. El espectro de UV medido en etanol mostrd absorciones a
Amax (log €) 282 nm (3,80). Su (u)D es ifgual a + 104°. E1 espectro de
masas mostrd un i6n molecular a m/z 608 correspondiente a la férmula mo

tecular C37H4006N2, observandose otros fragmentos importantes, caracterfs

ticos de estos compuestos, uno a m/z 396 que representa al pico base




(figura 1-8) y otro a m/z 198 que corresponde al fragmento anterior con

doble carga positiva.

e

m/z 396 l m/z 396
OMe Me O,
1 ¥
Me N~ Me o ~ NMe
m/z 198
figura 1-8

Fragmentos mds importantes registrados en el espectro de

masas de la berbamina

El espectro de rmp medido en CDCI3 a 300 MHz mostré los desplaza-
mientos quimicos que se anotan en la estructura misma. Los acoplamientos
de los protones aromiticos no se observan con claridad, noténdose sélo

multipletes mal resueltos.




6.68
6.90
7.10

1.5.2.~ (-)-lIsotalicherina (i-32).

1-9.
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6.33-6.53 (m AB,, 4, Art)  (+)-berbamina (i-15)

[,

(s, 2H, Ar H)
(s, 1H, Ar H)
(d, 1H, Ar H)

(~)-1sotalicberina (1-32), (alBB-ZOS (c=0.2, CHCIB), tiene un peso
molecular de 608 con una férmula molecular de C37H4006N2‘ Su espectro de
UV mostré absorciones a AE;gH (log €) 284 nm (3,98). El alcaloide fue re-
cristalizado de CHC]3-ciclohexano y fundié a 153-155°C. El espectro de ma-
sas muestra la fragmentacidén comiin en este tipo de compuesto, un ién origi
nado por la pérdida de los anillos Cy C' y un pico base correspondiente al

mismo fragmento, pero doblemente cargado, tal como se observa en ia figura
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OMe Om

b

MeN OMe / Me© ~~ NMe
L]
m/z 396
OMe 6]

+ +

Me N oMe/ oo = NMe

m/z 198

figura 1-9

Esquema de fragmentacion del espectro de masas del alcaloide

{-)-isotalicberina (1-32)

Los espectros de rmp de los alcaloides isotaiicberina,(T-BZ)fO—Heti]isofé
licherina (1~24), y 7-O-desmetilisotalicberina (1-31) son bastante pare-
cidos en-cuanto a los datos que se pueden leer en la bibliograf?a10’11.
Por ejemplo, los protones aromaticos, presentan parecida complejidad

con desplazamientos guimicos que van desde 5,44 ppm a 7,55 ppm. En la

estructura {1-32a) se anotan los § del alcaloide isotalicberina.
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6.52-6.82 (m, 5H, Ar-H)
7.03 (d,TH, ArH J =2Hz

1-32a

1.5.3.~ (-)-7-0-desmetilisotalicherina (1-31).

7-0-desmetilisotalicberina, &1)35 -230° tiene un PM de 594 y una
formuta molecular 036H3806N2' Como se menciond,su espectro de rmp es muy
similar a la O-metilisotalicberina (1-24), pero en este caso hay dos me-

toxilos menos.

NMe

6-53"6083 (ms SH, Ar ﬂ)
7.03 (d, 1H, Ar R Jp = 2.0 Hz)

Como una forma de determinar con exactitud la estructura de la ba
se 7-O-desmetilisotalicberina y de la base isotalicberina se 1levd a cabo
la permetilacidn con diazometano en eter,originando en ambos casos un pro
ducto idéntico con la O-metilisotalicberina,_previamente aislado de Ber-

beris Iaurinaizt En cuanto al espectro de masas es aplicable el mismo
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esquema de la fig. 1-8, con la diferencia que el pico base se encuentra a

m/z 381, que corresponde a la pérdida de los dos anillos inferiores. El

fragmento a m/z 381 es el equivalente al de m/z 396 de la figura 1-9, me

nos CH..
3

1.5.4.- (-)-0-metilisotalicherina (1-24) .

Este compuesto fue aislado por primera vez el afio 1965 en una es-

. . TR ¢ 5 ; F
pecie uruguaya, Berberis laurina “. La O-metilisotalicberina, es un com-

puesto no-fendlico, que se diferencia de los dos anteriores en un mayor
0 menor grado de desmetilacién. Cristalizé de metanol, fundiendo a 207-
208°C. Su poder rotatorio fue de -197° (c=0,3 CHCI3). El espectro de masas

muestra un id6n molecular bastante intenso Y su pico base a m/z 198 corres

ponde a la pérdida de los dos anillos inferiores C y C', el cual se en-

cuentra doblemente cargado. Unos datos del espectro de rmp medido a 300

MHz se escriben en la estructura siguiente 1-24a,

1-243




+

1.5.5.- (~)-12-0-desmetiltauberina (1-36).

En las X1V Jornadas Chilenas de Quimica se informé de la presen-
cia de este compuesto y de otra bisbencilisoquinolina, la espinina carac
teristico de Berberis Iaurina]z. La presencia de estas dos bases, junto

a las anteriores derivadas de la O-metilisotalicberina acercan bastante

a Ta especie chilena y a la uruguaya, en cuanto a su contenido en alcaloi -

des. De B. laurina se ha reportado la presencia de O-metilisotalicberina
(1-24), lauberina (1-23}, espinina (1-22), espinidina (1-21) y berbamina
(1-15)19.

12-0-desmetillauberina (1-36) fue obtenido de una de las fraccio
nes de una columna cromatogrdfica, que contenfa dos alcaloides, uno de
los cuales se obtuvo por cristaiizacion con benceno, resultando ser la
7-0O-desmetilisotalicberina. Las aguas madres de los cristales, mostraron
por ccf la presencia de un alcaloide minoritario, el cual se purificé
por repetidas placas preparativas, dando origen a un compuesto amorfo ca
racterizado como la 12-0-desmetillauberina. Este dltimo presenta un (a)-
334°, con un espectro de masas que contiene a los fragmentos a m/z 594
(33;h3806N2)’ m/z 382"y 381. Estos dos dltimos representan la pérdida de

los anillos C y C', tal como ocurre en la O-metilisotalicberina y deri-

vados {ver figura 1-9}.

El espectro de rmp nedide a 200 MHz en CBCl, presenta los desplazamientos

quimicos dibujados en la estructura.
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1.5.6.- (-)-Espinina {1-22)

20_
D

nol). Su espectro de masas mostré un i6n molecular casi imperceptible

Espinina (1-22) fue obtenido como un sélido amorfo, () 13°(Meta-
(1%), con un pico base a m/z 192 formado por la ruptura de la unién C-1,
C-a. El espectro de rmp medido a 360 MHz en CDCI3 reporté los datos que

se anotan en la estructura.

1.6.- Berberis empetrifolia Lam.

13

1.6.1.~- Caracteristicas generales

Berberis empetrifolia Lam. (Nombre comdn: "michay, zarcilla') es una
P ¥

especie que crece en ambas vertientes de la Cordillera de los Andes, des-

de Santiago a la Patagonia Austral, donde baja al nivel del mar.

Arbusto bajo, a veces decumbente, de ramas retorcidas y entre nudos
cortos; espinas partidas, mds cortas que sus hojas coridceas, lineares,
mucronadsg, de borde doblado hacia abajo. Flores solitarias o reunidas de
a dos; estambres cortos apendiculados. El fruto es una baya esférica, co-
mestible, negro vinoso, con fuerte rocio glauco que le comunica un viso

azulado.
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En el sistema de Ahrendt, Berberis empetrifolia estd clasificado en

la Seccidén Buxifolia, Subseccién Empetrofilia a la cual pertenecen cuatro

especies sin datos completos de su distribucién:

1.- B. empetrifolia var. empetrifolia

Provincia Magallanes, Prov. Santiago, Prov. Ruble y Prov. Valdivia.

2.~ B. empetrifolia var. magellanica Schneid.

Prov. Magallanes

3.~ E, wawrana Schneid.

Prov. Colchagua

h.- B. mutabilis Phil.

Prov. Maule, Hacienda de Cauquenes, Cajéﬁ del Arriero, Prov. Valdivia

y Villarrica.

1.6.2. Estudio quimico de Berberis empetrifolia Lam.

De todos los trabajos realizados en la planta, ninguno merecia con=~

fianza en cuanto a la composicién alcaloidal. En un trabajo antiguo14 se

informa de la presencia de berberina, berbamina y oxiacantina sin ningin
tipo de prueba. De los alcaloides mencionados séio berberina pudo ser i-
dentificado.

Berberina es el alcaloide mayoritario en todas las especies estudiadas.
1.6.3.- Objetivos del trabajo. i

Las especies del género Berberis, pertenecientes a la familia de las
Berberiddceas, han producido una serie de alcaloides isoquinoiinicos nue-
vos y muy novedosos. En particular, un estudio de 4 especies del género
Berberis cosechadas en Pakistan15-1?,produjo hasta ahora un solo alcaloide

dimérico del tipo de las proaporfinas-bencilisoquinolinas, la pakistanami

na (1~35)]6, asi también como una variedad de dimeros aporfina-benciliso-




quinolinas, entre las cuales se puede incluir la pakistanina (1-37), chi-

[ tralina (1-38), 1-O-metilpakistanina (1-39), kiberina (1-40), y kalashi-

na (1-41).

1-40 1-b1

Con Ta intencidén de ubicar otros compuestos fenélicos andlogos a la

pakistanamina (1-35) que ayudaria a explicar la secuencia biogenética-que

conduce a los dimeros aporfina-bencilisoquinolinas, se decidié realizar
un estudio de las abundantes especies del género Berberis chilenas dis-

tribufdas desde Antofagasta hasta el Archipiélago de Tierra del Fuego con
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cerca de 50 especies descritas. El estudio quimico que comenzd con

Berberis buxifolia, continué con B. empetrifolia vy los resultados

obtenidos en €sta (ltima especie constituyen el aporte original de

la presente tesis.
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2.1.- Material Vegetal

La corteza y madera de tallos subterraneos de Berberis empetrifolia

fue recolectada a 70 km de Punta Arenas sobre el Seno Otway, a orillas
del mar en Febrero de 1981. La identificacion fue realizada por el Sr. Ed
mundo Pisano del Institutoc de la Patagonia, donde se mantiene la especie

en herbario.

2.2.- Antecedentes Generales

La mayor parte de los alcaloides se obtuvieron wmo sbélido amorfo vy
en aquellos casos donde fue posible su cristalizacién se determind su pun
to de fusidn en un aparato de Kofler. Los espectros de rmn fueron regis-
trados a 200 o 360 MHz usando TMS como referencia interna, en un aparato
Bruker 200 MHz Supercom (TF) y Bruker 360 MHz Supercom (TF)} en solucio-

nes de CDCI] Los espectros de UV se registraron en un aparato Hewlett-

3"
Packard 8450 A UV/VIS en scluciones de metanol. Los espectros de IR se

reg{straron en un apdrato Perkin Elmer, usando soluciones de CHCl, o pas

3
tillas de KBr. Los espectros de masas fueron registrados con fragmenta-
ciéon inducida por ?mpacto electrénico a 70 eV en un aparato AE] MS-902,
Las medidas de Dicrolsmo circular fueron realizadas en un espectropola-
rimetro Jasco-20. Para la cromatografia en capa fina se utilizaron los
siguientes sistemas : CHC]B-MeGH (:1) (Sistema A), CHCIS—MeOH (8:2)
(Sistema B), EtzNH-CHCl3 (1:9) (Sistema C), C¢Hg-Acetona-NH; 0H (60:60:

1,5) {Sistema D) en capas de gel de silice preempacadas Merck de un es-

pesor de 0,2 y 0,5 mm. Las ditimas fueron usadas en forma preparétiva,

reveldndolas con reactive de Dragendorff o &cido cloroplatinico . La

rotacién éptica (a) fue medida en un instrumento Perkin Eimer 420. En los
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diagramas, los desplazamientos quimicos con idéntico exponente

(e, #, o, * , etc) son intercambiables.

2.3.- Extraccién y fraccionamiento preliminar de Berberis empetrifolia

Lam.

La planta fue secada al aire y molida obteniéndose 20 kg. de polvo
el que fue agotado con metanol frio durante una semana, lavandose perio-
dicamente con solvente puro. La solucidén metanélica fue concentrada a no
mds de 40° C de temperatura en un evaporador rotatorio. El residuo
obtenido fue luego tratado varias veces con una solucién acuosa de HCI
5% p/v. El volumen total de &cido usado fue de 10 1.

El extracto dcido fuealcalinizada con hidréxido de amonio a pH 9-10

y extrafdo con CH013 para dar 62 g de alcaloides crudos, luego de lavar
secar y evaporar el solvente en un evaporador rotatorio.a 30° C.

2.4.- Aislamiento de Alcaloides.

Los 62 g del crudo fueron disueltos en 200 ml de cloroformo y ubi-
cados en una columna cromatografica rellena en himedo con gel de sTlice

60 Merck (2,5 kg). La elucién fue realizada con CHCI, (15 1) y CHCI,-

3 3
MeOH de polaridad creciente. Se recogieron cerca de 400 fracciones de a-
proximadamente 100 ml cada una contadas desde el momento que comienza a

producirse reaccidn positiva en los eluatos. Esto ocurre cuando se esta

eluyendo con una concentracién de MeOH en CHCl3 de 2% v/v.

2.5.- ldentificacion de los Alcaloides.
2.5.1.- Puntarenina (3-6)
De las primeras fracciones de la columna (5 a 11), reunidas una

vez analizadas por ccf analitica en el Sistema A, se obtuvo un compues-

to que cristalizé de MeOH y fundio a 214-216°C. Se obtuvieron 46 mg de
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este alcaloide en forma racémica. El andlisis mediante espectrometria de
. o 2 s +
masas de alta resolucién dic un i6n molecular M de wm/z 381 calculado pa

ra 62]H1906N.

RMN CDC]B: a 360 MHz
C-6 H § 3.00,4.60 (2H, tt, J]=6.0 Jp=19 Hz}
C-5 H 3.24,3.32 (2H,dd, J]=8.0 Jp=13 Hz)
C-9 H 3.00,3.88 (2H,d, Jgem=19 Hz)
c-10 OCP_I3 3,81 (3H, singulete)
c-11 Oﬁﬂj 3.89 (3H, singulete)
c-2,3 OCH,0 6.023,6.029 (2H,d, J=1.3 Hz)
C-1,4 H 6.73,7.21 (2H,.singuletes)
C-12,13 H 6.90,7.07 (2H, d,‘JO=8.5 Hz)
IR (CHC]3)
1642 cm-] (amida)
1650 (cetona conjugada)
uv
AMeOH log &
max
231 3.93
278 3.45

316 3.44




Espectro de masas :

m/z

381
352
205

190

Resonancia Magnética

C-5

C-9

c-6
IT-OCH3
IO-OCH3
C-14
0CH29
c-1

C-4
C-12

c-13

Intensidad Relativa.

50
100
28

21

Nuciear de carbono-13 (RMC)

§ 32.0 ¢-9a
33.0 c-13a
42.0 C-ka
55.8% C-15a
60.7"

66.7 c-2
102.0 C-11
108.7 C-3
109.9 C-10
110.5 c-8
123.5 c-15

40,

Asignacién
+
M (021H1906N)

m/z (381-C0-H)

m/z (205-CH3)

en CDCI1..

3

124,1% -

125.9%

130.8%
134.5%

#
#

142.5
145.5
152.1°
152.5°
169.0

198.9

2.5.2.- Conversién de Puntarenina al acetato endlico (3-10).

Puntarenina (3-6) (10mg) se disolvié en 0.5 ml de piridina, se afiadid

0.5 ml de_anhidrido acético, y se dejo en reposo a temperatura ambiente

durante 24 hrs. Se agregaron 3 ml de EtOH y se concentrd a sequedad, repi

_tiendo estas operaciones hasta eliminacidn del olor a piridina. Se obtu-

vieron 8 mg los que fueron purificados en una placa de 0.25 mm de espesor

en el Sistema A.




Se recuperaron 6 mg de compuesto puro.

Andlisis por espectrometria de masas

+ - .
M" calculado para C23H2107N. m/z 423

RMN : 360 MHz (TF) en CDC15

b1,

CH,-C0 § 2.18 (3H,s)

C-5H 3.10 (2H, t, J=8.0 Hz)

C-9 H 3.60 (2H, s)

C-10 OCH, 3.83 (3H, s)

C-11 0CH, 3.90 (EH, s)

C-6 H 4.03 (2K, t, J=6.0 Hz)

0CH,0 5.98 (2H, s)

C-1,4 H 6.757,6.727  (2H, s)

C-12,13 H 6.82,7.13 (2H, d, J=8.3 Hz)

IR CHCI,
1655 cm | (amida)
1755 (acetato endlico)
) Egg“ Log &
210 nm 4.02
318 3.65
Espectro ée masas:

mn/z Intensidad Relativa Asignacién
423 33 M+(C23H2107N)
380 100 M+~CH3C0
352 38 m/z (380-C0)
205 7
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2.5.3.- Conversién de puntarenina en dihidropuntarenina (3-11)

A 15 mg de puntarenina (3-6) disueltos en MeOH (3 ml) se le agre-
g6 NaBH,, (alrededor de 15 mg) en pequefias porciones por espacio de 5 minu-
tos. La mezcla fue dejada en la oscuridad durante toda la noche a tempera
tura ambiente. A la mafiana siguiente fue disuelta en agua (10 ml), y ex-
trafda con CHCI3 (2 x 10 m{). Las capas organicas fueron lavadas con agua,
secadas sobre KZCO3 y evaporadas. Posteriormente, el compuesto dihidropun

tarenina obtenido fue purificado en ccf usando el Sistema A.
Andlisis por espectrometria de masas:

+

M calculado para C21H2]O6N : m/z 383

RMP : 360 MHz (TF) CDCIB

C-5Ha § 2.67 (1H,dd, J;=5.0Hz, J,=14.0 Hz)
C-6 Ha 2.81 (1H, t, J=12.5 Hz)

C-5HB 3.50 (1H, t, J=12.5 Hz)

C-9 H 3.72,3.84  (2H, d, J =21 Hz)

C-10 OCH, 3.83 (3H, s)

C-11 OCH, 3.88 (3H, s)

C-1h H 63t (1H, s)

C-15 H 473" (1H, s)

C-6 HB 4.93 (1H, dd, J;=5, J,=14.0 Hz)
0CH,0 5.95,5.97 (2H,d, J=1.5 Hz)

C-1,4 H 6.68,6.73  (2H, singuletes)

C-12,13 H 6.87,6.94 (2H,d, J_= 8.3 Hz)




h3.

IR(CHCI3)1635 cm | (amida)

3610 {hidroxilo)
uv AMeOH log €

max

212 nm k. 46

283 3.65

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacién

+
383 29 M (Cy Hy 0N
365 6 M'- H,0

H..@ o

205 100

S romne

‘ore

2.5.4.- Preparacién de acetato de dihidropuntarenina (3-12)

Dihidropuntarenina (3~12),(10mg)sedisolvié en 0.5 ml de piridina para
luego agregar 0.5 ml de anhidrido acético. Entonces se procedié de igual
forma que como se realizé en la preparacién del acetato endélico. Su puri

ficacién se 1levd a cabo mediante ccf, usando el Sistema A.
Analisis por espectrometria de masas:

+
M" calculado para CZ3H2307N : m/z 425




RMN 360 MHz (TF) en CDCI

3
CH,CO 6 1.93 (31, s)
-5 H a 2.69 (1H,dd, J;=5.5, J,=15.7 Hz)
C-6 H o 2.84 (1H,t, J=12.2 Hz)
C-5HB 3.39 (1H,t, J=12.2 Hz)
C-9 H o 3.54 (IH,d,Jgem=21.3 Hz)
C-9 H B 3.88 (IH,d,Jgem=21.3 Hz)
C-10 OCH, 3.83 (3H, s)
C-11 oCH, 3.88 © (3, s)
C-14 H 4,81 (1H, s)
C-6 H 4,98 (1H,dd, Ji=5.4, J,=15.4 Hz)
C-15 H 5.69 (1H, s)
00520 5.94,5.95 (2H,d, J=1 Hz)
C-1,4 H 6.93,6.66 (2H, singuletes)
c-12,13 H 6.88,6.97 (2H,d,J=8.5 Hz)
RMN-ENO (efecto nuclear Overhausser): CDC]'3 a 360 MHz
Protén lrradiado dggm Sefial Observada (§8) % Incremento
Hot-5 2.87 HB-5( 3.39) 6.3
H~4{ 6.66) 7.8
Ho-6 2.84 HR-6( 4.98) 16.3
H=14( 4.81) 10.0
HR-5 2.39 H-a5( 2.69) 12.5
HB-ga - 3.88 Ha-9( 3.5k) 3.8
10-0me 3.83 Hoa-9( 3.54) 5.0
11-0me 3.88 H-12( 6.88) 16.0
H ~14 5,81 Ho-6{ 2.84) 10.0
Ha-15( 5.69) 8.1
H -13( 6.97) 15.0
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HE~6 4.98 Ha-6( 2.84) 10.0
Ho-15 5.69 H -14( 4,81) 6,3)
H-1( 6.93) 37.0
H -13( 6.97) 8.8
H -4 6.66 Ho-5 ( 2.69) 7.5
H-12 6.88 H-0Me( 3.88) 2.7
H -13{ 6.97) 5.7

2.5.5.~ Natalinamina (3-23)

De las fracciones 17 a 21 se obtuvb una mezclia de alcaloides difi
ciles de separar mediante ccf preparativa. Por lo tanto, se usd una pe-
quefia columna, empacada con no mas de 10 g de gel de silice, usada comun
mente en la preparacién de placas finas. A lo largo del trabajo fue muy
comn el uso de estas pequefias columnas, eluyendo con el Sistema A o B.
En la separacién de las fracciones 17-21 se eluyd con la mezcla de MeOH
en CHCI3 (90:10) (Sistema A) con bastante buen resultado. Directamente de
la columna en forma pura se obtuvo el a]caloidg aporfinico, bautizado na-
talinamina. E1 compuesto fue obtenido como un s61ido amorfo, {o)-29°
(c=0.04 metanol).

DC : Ae (nm) + 1.9 (300), + k.2 (274), -23 (239)
Andlisis por espectroscopia de masas:
mt para Coghp705N = m/z 433

RMN : 200 MHz en CDCI

3
N-CH, §2.65 (3H, singulete)
c-1 0Q53 3,73 (3H, singuiete)
C-2 OQE3 3.89 (3H, singulete)
C-4'  CH,OH L.70 {24, singulete)

C-3 H 6.63 (1H, singulete)




C-8 H 6.71 (1H, singulete)

c-2', 6!

[

7.09 (2H, doblete, J=8.55 Hz)
c-3', 5' H 7.39 (2H, doblete, J=8.55 Hz)

C-11 H 8.13 (1H, singulete)

MeOH
max

v : A log €

217 nm 4.69
277 3.36
304 3.13

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacién
+
433 65 M7 (CygH, 5, 05N)
432 100
418 47
3,
310 b §:1

2.5.6.~ Isotetrandina (1-19).

Otro de los compuestos obtenidos de la pequefia columna anterior,
fue la isotetrandrina, una bisbencilisoquinolina conocida previamente
en cinco especies del género Berberis. Este compuesto fue idéntico en

todas sus propiedades a una muestra patrén de la coleccién del Profesor

Dr. M. Shamma.

he.
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Analisis por espectrometria de masas:
+
M para 538H42°6N2 : m/z 622

RMN : 200 MHz en CDC]

3
I\I-C_I-_l_3 §2.23 (3H, singulete)
N-CH 2.54 (34, singulete)
c-7 OC_!-‘[.3 3.10 (3H, singulete)
C-6" OCH, 3.58 (3H? singulete)
c-6 OCH, 3.71 (3H, singulete)
C-12 0CH, 3.88 (34, singulete)
c-8' H 5.97 (1H, singulete)
c-5,5' H 6.25,6.51 (2H, singuletes)
c-10',11',13*, 6.42,6.66, (W, iq, Jm=2.i41§, JO=8.21+ Hz)
14H 7.11,7.29
C-10,13,140 6.80 (3H, singulete)
uy A :ng log €
283 nm 3.65
Espectro de masas:
m/z Intensidad Relativa Asignacidn
622 100 K (CygH,,00N)

OMAE O aem
396 82 M;% T e
Ope Me “+
Me%a AtMe
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e 0 Loy K e

381 55
M;I&X::/mbde
198 38 M;@@\ﬁﬁ@@%

2.5.7.- Oxiberberina (3-20). .

Las fracciones 26 a 31 contenfan principalmente un alcaloide, que
al ser analizado en ccf daba una coloracién azul, mis o menos a los diez
segundos de revelar con reactivo de Dragendorff. Este compuesto fue obteni
do en forma pura, de una placa de gel de sTlice preparativa, revelando unc

de los costados de la placa.

El espectro de masas tomado a baja resolucidn mostrd un ién mole-

cular a m/z 351 (C20H17N05), que también correspondTa al pico base.

RMN : 200 MHz en CDCI

3

C-5 H §2.89 (2H, triplete)

C-9 OQﬂB 3.95 (3H, singulete)
C-10 OQﬂ3 401 (3H, singuiete)
C—B‘ H k.29 (2H, triplete)

OCH, 0 6.01 (2H, singulete)
C-4 H 6.714 (1H, singulete)
C~10 H 6.73° (1H, singulete)
C-1 H 7.22 (1H, singulete)
C-13 H 7.30b (1H, singulete)
C-12 H 7.31b (1H, singulete)
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vy ;A MeOH log €
max
228 k.39
340 k.09
Espectro de masas:
m/z Intensidad Relativa Asignacidn
4
351 100 M (C20H1705N)
336 97 ' M - cHy

2.5.8.- Chilenina (3=3)

Desde la fraccién 35 se cambié la concentracién del solvente de 2% de

HeOHenCHCl3alh%,para a partir de la fraccidnhl comenzar a recibir un alca

loide que fue purificado por ccf preparativa, usando el Sistema A. Se ob

tuvo 20 mg de este novedoso alcaloide, opticamente inactivo.

Andlisis por espectrometria de masas:

M para C,.H,-0.N : m/z 383

2001777
RMN : 200 MHz (TF) en coc13
C-5 H §3.08,3.56
C-6 H 3.28,4.25
c-10 0553 3.88
c-9 OCﬂ3 4,00
0CH,0 5:.95; 5.97

C-b H 6.67

El espectro fue cerrido a baja resolucién.

(2H,

cuartetos, J]=3.5 J2=7.0

Jo=14 Hz)

3
(2H,

cuartetos, J1=ﬁ.0 J,=9.0

J.=15 Hz)

3
(3H,
(3H,
(2H,
(1H,

singulete)

singulete)
dobletes, J=1.2 Hz)

singulete)




C-1 H 6.72 (1H, singulete)

c-12 H 7.04% (1H, doblete, Jy=8.2 Hz)

c-11 H 7.37" (1H, doblete, J =8.2 Hz)
IR ; (CHC]3)

1690 cm"1 (lactama)

1720 (cetona conjugada)

3450 {(hidroxilo)
w o A Heon log e

211 nm k.39

228 h 4,25 .

281 h 3.68

312 3.72

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacién

+
383 17 M (020H1707N)

2.5.9.- Nandinina (3-17).

De la fraccidn 44 a la 59 se recibidé un compuesto muy inestable,
que fue purificado por ccf, usando 1 Sistema C. Fue muy dificil su ca-
racterizacién, tanto porque descomponia rapido, como porque su espectro

de masas daba un PM mayor que el real. Sin embargo, su transformacidn en

canadina y el derivado acetilado permitié conocer su estructura, que

50,




correspondia al conocido alcaloide nandinina.
Andlisis por espectrometria de alta resolucion:

M* calculado para C]9H1904N : m/z 325, 1275

RMN : 360 MHz(TF)} en CDCI

3
c-5,6,8,13,14 H 63.25-4.36 (9H,
C-10 OCH, 3.87 (3H,
OCH, 0 | 5.93 . (2H,
C-4 H 6.60 (1H,
C-118 6.67 (1H,
c-1 H 6.73 (1H,
C-12H 6.73 (1H,
RHC: (CDC13)
C-5 8 28.92 c-12 119.
c-13 35.81 C-8a 121
c-6 51.04 C-ha 127.
c-8 53.00 C-12a 128.
10-0CH,  56.15 C-la 131.
c-14 59.45 -9 141
OCH, 0 100.84 c-10 144,
c-1 105.48 -2 145,
C-4 108.46 C-3 146,

c-11 109.26

multipletes complejos)
singulete)

singulete)

singulete)

doblete, J=8.5Hz)
singulete)

doblete, J=8.GHz)

32
.30
33
10
00
.59
17
90 '

10

51,




52.

w ) MeOH log €
max
205 5,11
285 3.32
236 h 3.54
Espectro de masas: )
m/z Intensidad Relativa .Asignacién
+
325.1275 67 M (CISHISOAN)

0.
176.0705 100 %miH

O Y+ |
174.0553 34 %m‘NxH

H
150.0682 40 [ M@]

135. 0444 16 m/z 150-CH

3
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2,5.10.~ Preparacién de canadina (3-18)

A una solucién de base (7mg), en MeOH se agregaron 6 ml de diazo
metano en &ter (de 2g de nitrosometilurea con 13 ml de KOH 50%) y la mez-
cla se mantuvo por 2 dfias en refrigerador. Se afiadié HOAc para descompo-
ner el exceso de diazometano. Se evaporé a sequedad y luego se disolvid
én cloroformo, extrayendo con NaOH (2 veces con 5 ml). La solucién cloro
férmica se lavd con agua, se secO con NaZSOQ anh. y se evapord el solven-

te, obteniéndose 3mg de canadina de p.f. 164-165°C.

An&lisis por espectrometria de masas di6 un PM correspondiente a la férmu

la molecular C OAN, m/z 336 (baja resolucién).

2021

RMN : 360 MHz (7F) en CDCI

3
€-5,6,8,13 H §3.21-4.27 (9H, muitiplete compl.)
€-9,10 OCH, 3.85 (6H, singulete)

OCH,0 5.92 (2H, singuiete)
c-4 H 6.60 (1H, singulete)
c-1H 6.73 (1H, singulete)
C-11H 6.79 (1H, doblete, J=8.0Hz)
C-12H 6.82 (1H, doblete, J=8.0Hz)
uv ;A MeOH leg €
max
284 nm 3.69
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Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacion

+
336 75 M (czoﬁz1 0,N)

176 : 13 (gm*
~H
/N\H
Mo
164 2 ]‘:i@
/ Me

.4
+
.—I
e

149 | 83 [QEQM‘J

2.5.11.- Acetato de Nandinina (3-19).

Nandinina (3-17) (5 mg) se disolvié en 0.5 ml de piridina, se

afadié 0.5 ml de anhidrido acético, y se dejé en reposo a temperatura
ambiente durante 18 horas. Se agregaron 3 ml de etanol y se concentrd a
sequedad, repitiendo estas operaciones hasta eliminacién del olor a pi-

ridina. Se obtuvieron 3 mg de producto.

Analisis por espectrometria de masas de baja resolucién:

+ a
M para CZZHZSOSN m/z : 383




RMN : 200 MHz (TF) en CDCI

3
COCH, 6§2.35 (3H, singulete)
€-5,6,8,13 H 3.21-4.09  (8H, multipletes compl.)
c-10 OCE_3 3.82 (3H, singulete)
0CH, 0 5.93 (3H, singulete)
c-4 H 6.60 (1H, sinquiete)
C-1 H 6.72 (1H, singulete)
C-12H 6.85 (1H, doblete, J=8.55 Hz)
C-11H 7.03 (1H, doblete, J=8.55Hz)
uv ;\MEDH -log €
max
211 nm k.3
218 h 3.73
282 3.37
Espectro de masas:
m/z Intensidad Relativa Asignacion
-
367 60 M (CZIHZIOSN)
352 9 Mt ~CH,§
324 21 Mh ~CH;CHO

O
176 38 ( tH
17 o <mt“
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- +

R

150 100

2.5.12.~ Noroxihidrastinina (3-15).

Las fracciones de- la columna madre entre la 60 y 69 contenfan
pequefias cantidades de nandinina y un alcaloide mayoritario (15 mg), que
de acuerdo a sus datos espectroscdpicos resulto ser el conocido alcaloi-
de noroxihidrastinina (3-15). Este compuesto fue purificado por ccf pre

parativa usando el sistema B. p.f. 182-183°C.
El andlisis por espectrometria de masas de alta resolucidn entregd un

ién molecular a m/z 191.0593 para CIOHSDSN

RMN : 200 MHz (TF) en CDCI

3
C-3,4 H $2.99-3.91 (4H, multipletes comp.)
0CH,0 6.00 (24, singutlete)
C-5H 6,65 (1H, singulete}
cC-8 H 7.52 (1H, singulete)
RHC : (CDC13) a 90,56 HHz
C-4 §30.4 C-la 118.2
C-3 41.7 C-ka 134.6
0CH20 100,5 c-7 145.9
c-8 106.1° C-6 150.4
c-5 106.8° C-1 166.0
IR : CHCI 1660 cm™ ! (amida)

3




T, MeOH
max
222 nm
263 h
301

Espectro de masas:

m/z

191.0593

162.0269

134.0369

log ¢

h.39
3.85
3.93,

Intensidad Relativa

82

57.

Asignacién

&4
M (C10H903N)

-
{m;:
S

+

Desde la fraccién 70 se comenzo a eluir la columna con una concen

tracion de MeOH en (HCI3 8%.A partir de la fraccidén 80 se comenzé a re-

cibir una mezcla de 5 alcaloides, uno de los cuales correspondia a la

noroxihidrastinina que ya se encontraba en muy pequefia cantidad. Analiza

das por ccf se juntaron las fracciones 84 a 126. Una vez evaporado el

solvente, siempre lo mas rapido posible para evitar descomposicidn, se

cromatografié el residuo resultante {600 mg) en una serie de 15 placas

preparativas. Se eligié este método, porque al analizar la muestra en el

Sistema C se observaba una muy buena separacién.

Fue asi como se corta-

ron 4 zonas positivas, obteniéndose los alcaloides que se detallan a conti-

nuacion:




S A SRS

2.5.13.- Dorifornina (3-16).
Fue obtenido como un sdlido que funde a 210-213°C (CHC]3). Su
andlisis por espectroscopia de masas mostré un ién molecular a m/z 205
para una férmulta molecular 011H1103N.
RMN : 200 MHz (TF) en cocl,
N-CH, 83.59 (3H, singulete)
C-6 OCH3 4,00 (3H, singulete)
C-4 H 6.41 (1H, doblete, J=7.32 Hz)
C-5H 6.87 (1H, singulete)
C-3 H £.98 (1H, doblete, J=7.32 Hz)
C-8 H 7.91 (1H, singulete)
uy : » MeOH log €
max
242 L. 6L
271 3.h46
282 3.50
292 3.53
325 3.32
Espectro de masas:
m/z Intensidad Relativa Asignacién
+
205 100 M (C10H903N)
CHa0\-=
164 34 NGk
H Csg




Me
4H
136 Y] Hojzggijﬂ*

121 20 , m/z  136-CH

3

"2.5.14. Coyhaiquina (3-35). ‘

Coyhaiquina, con un rf 0.75 en el sistema C produjo 16 mg de com
puesto puro. Dorifornina. presentaba un rf algo mayor en el mismo siste-
ma y en la misma placa. Coyhaiquina debiégsgr manejada cuidadosamente,
ya que descompone tan rapido al aire, como en medio orgdnico. Ademas si
no es extraido rapide de la placa, €sta s? torna de un color café, obli-
gando a extraer y recromatografiar. Este proceso se repitidé un par de ve
ces, hasta identificacién del interesante alcaloide de (o ) + 28°(0.02

MeOHM) v Dc Ae (nm) MeOH, +5.2 (270), + 1.3 (246}, + 6.5 (229).

¥ .
El andlisis por espectrometria de' masas de alta resolucidn por
_ p

impacto electrdnico y ionizacidn quimica fmostrd ién ‘molecular a m/z

433.3991, correspondiendo también a su piéo base y a una férmula mole-

cular CZ6H2705N' :
RMN : 360 MHz (TF) en cel, E —
I
N~CH3 §2.36 (3H, singulete)
C"7_Eg 2.17 (1H,dd, J;=10.7, J,=11.6 Hz)
. C-7 HB 2.41 (14,dd,J,=5.8, J,=12.0Hz)
t-6a H 3.43 (1H,dd,JI=6.2,J2=10.8 Hz)
c-1 oC 3.64 (3H, singulete)

A¥L)

—_—

59.




C-2 OCH, 3.81 (3H, singulete)
c-1¢ C;;OH . 4.61 (2H, singulete)
c-8 H B 6.14 (1H, doblete, J"fz.h Hz)
C-11 H 6.37 (1H, doblete, J0=9.8 Hz)
c-12 H . 7.06 (1H,dd,Jm=z.h, Jo=9.8 Hz)
c-3', 5' H 7.08 (2H, doblete, J_=8.5.Hz)
c-2', 6' B 7.30 (2H, doblete, J0=8.5 Hz)
w lg:gH log €

210 nm L 4l

231 h 4.2k

283 3.63

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacidn
+
.433.3991 100 M (026H2705N)
432.3758 85 Mt - He
+
310.1416 32 M —C7H702
RMN-ENO
Protédn Irradiado §_ Sefial Observada Z Incremento
c-8 H 6.14  C-1 0CH; (3.64) 1
C-3"5lH(7-08) 3

C-7 H (2.17) 3
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C-1 OCH, 3,64 C-8 H (6.14) 2

o C-3*,5" H(7.08) 2
c-12 H 7.06 C-11 H (6.39) 8
C-11 H 6.37 C-12 H (7.06) 5

IR CHC]3 : 1660 c:m-1 (cetona)

4

2,5.15.- Reordenamiento de coyhaiquina (3~35) a la aporfina (3-36).

Una solucién de 5 mg de coyhaiquina en 5 ml de HC} 5% fue
calentada en un bafio de aceite a 70° durante 24 hr. La solucidn fue alcali
nizada con NHQOH a pH 8 y extraida con cloroformo. El solvente fue seca
do y evaporado para dar un sdlido amorfo que presenta un poder rotato-
rio ((x)js de -29 (c 0.04 MeOH) y una curva de DCAe(nm) con los siguien
tes valores: +1.9 (300), + 4.2 (274), -23 (239), cola positiva a 210 nm.

Andlisis por espectrometrfa de masas a baja resolucidn:
' para C,.H),0.N m/z : 433
pal‘ 26 27 5 .

RMN : 200 MHz (TF) en CDCH

3
NCH, §2.56 (3H, singulete)
c—rorJH3 3.72 (3H, singulete)
“c-2 OCQ; 3.89 (3H, singulete)
C-1! C—;OH k.59 (3H, singulete)
C-3 H B 6.63 (1H, singulete)
C-8 H 6.71 (1H, singulete)

c-3', 5' H 7.10 (2H, dobletes, J=8.5 Hz)




c-2', 6' H

C-11 H

w o MeOH

max

217 nm
227

304

Espectro de masas:

m/z
433

310

204

7.40 (2H, doblete, J=8.5 Hz)

8.13 (1H, singulete)

log €

4,36

3.99
3.84

Intensidad Relativa Asignacién

+
21 M (C26H2705N)

-+
4 M C7H7O2

100 - CHo 2 l/\\
+ !
CHORS N e

2.5.16.- (-)-Glaziovina (3-39)

62.

El tercer compuesto aue se corto de la placa preparativa, sembrada

con el residuo de las fracciones 84-126, presentaba un rf=0.57. Este al-

caloide descompone rapido cuando no es separado de la gel de silice in-
mediatamente de desarrollar la placa. Es asi como sélo se logrd obtener

3.5 mg de compuesto puro, suficiente como para determinar su estructura.

Presenta un poder rotatorio (o )-38° un DC con dos efectos Cotton, uno
p Y

a 275 nm y otro muy pequeiic a 235 nm.
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El anilisis por espectrometria de masas mostrd un i6n molecular a

m/z 297 correspondiente a la férmula molecular €. H..0, N, representando

también el pico base.

RMN : 360 MHz (TF) en CDCI

NCIj3 82,51
c-2 OCH3 3.84
c-9 H B 6.31
¢c-11 H 6. 41
C-12 H 6.89
c-8 H 6.98
o e

209 nm

232

285

Espectro de masas a baja resolucidn:

m/z

297

289

268

1871973
3
(3H, singulete)
(3H, singulete)
(1H, dd, Jm= 1.8, JO=9.9 Hz)
(1H, 4d, Jm=1.8, J0=9.9 Hz)
(14, dd, J =2.7, J =9,9 Hz)
(18, dd, J =2.7, J,=9,9 Hz)
log €
L.00
3.72
/
3.15
Intensidad Relativa Asignacidn
+
100 M (C18H]903N)
i0

50

m/z 289-C0



254 42

239 k m/z 254-CH3

2.5.17.- Natalinina (3-24)

El cuarto compuesto obtenido de la fraccién 80-126, purificado
por ccf preparativa ( rf=0¢37) fue una secorbishencilaporfina-benciliso-
quinolina, denominada natalinina que representa un nuevo compuesto para
la ciencia. Su curva de DC tomada en metanol exhibidé los siguientes da-
tos: Ae (nm) + 1.0 (310), +1.7 (273), + 1.7 (213), -6.5 (243)

Andlisis por espectrometria de masas de baja resolucidn:

M para CZSHZBOSN a m/z 417.

RMN : 200 MHz (TF) en CDCI

3
NCtiy §2.52 (3H, ;ingulete)
c-2 OCﬂ3 3.93 (3H, singulete)
C-8 H 6.89 (1H, singulete)
c-3', 5' H 7.16 (2H, doblete, J =8.5 Hz)
c-2', 6' H 7.88 (2H, doblete, JO=8.5 Hz)
c-11 H 8.16 {1H, singulete)
CHO 9.95 (1H, singulete)

C-3-H 6.59 (1H, singulete}.
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MeOH

v . log
max
209 nm ' L. 41
277 L.o3
308 . . 3.87

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacién
h17 100 M™(C. -H, ,0-N)

2572375

313 . 40

297 70

2.5.18.- Protopina (3-13)

Las fracciones 130-158 de la columna madre contenTan alrededor
de 7 manchas positivas con el reactivo de Dragendorff. Como se observaban
compuestos muy cercas en la placa cromatografica, se eligid intentar la
separacion, usando una columna pequefia empacada con gel de silice, de la
usada para la placa fina. Tanto el empacado de la columna, como el siste-
ma usado fue MeOH al 20% en CHCIS. La muestra colocada en la columna fue
de 100 mg. Directamente de la columna se obtuvo dos compuestos en forma
pura. Uno de ellos fue el conocido alcaloide protopina (3-13). Recrista-
lizado de metanol fundié a 205-207°. El espectro de masa mostrd un ién

a m/z 353 correspondiente al ion molecular de férmula molecular CZOH1905N'




RMN : 200 MHz (TF) en CDCI

66,

3
NCﬂ3 8§1.94 (3H, singulete)
€-5,6,8,13 H 2.56~3.75 (84, multipletes complejos)
OCH,,0 5.93,5.96 (4H, singuletes)
c-& H 6.65 (1H, singulete)
C-11 H 6.68° (1H, singulete)}
C-12 H 6.69° (1H, singulete)
C-1 H 6.92 (1H, singulete)}
. . MeOH
LU N log ¢
207 nm 4.18
233 h 3.49
285 3.19
Espectro de masas:
m/z ) intensidad Relativa As ignacion
+
353 10 ™ (€, gH1g0sN)
Fono 17
U
148 100

2.5.19,- Pakistanina (1-37)

El segundo compuesto a que se hacla mencidn, obtenido de la frac

cién 130-158 es el dimero aporfina-bencilisoquinolina, pakistanina,



o
~J

aislado previamente de una serie de Berberis asiéticasls-17

. En esta frac
cién 130-158 pakistanina estaba en muy pequefia cantidad, pero fue aumentan
do en las sucesivas fracciones,'contituyendo el segundo alcaloide en im-
portancia, en cuanto a su rendimiento. Se obtuvo m3s de 5g en forma pura,
los cuales deéen mantenerse en el refrigerador y en lo posible bajo at-
mésfera de nitrégeno para evitar descomposicidn. El alcaloide fue idénti-
co en todas sus propiedades a una muestra patrén de la coleccién del Dr.
M. Shamma. De la columna principal se eluyd pakistanina en forma pura des

de la fraccidn 162 a la 175. P.f. 155°C, (g )p + 106° (c=0.57 MeOH).

DC Ae (nm} = 5.03 (310), + 7.63 (276), -18.02 (2uh4), +22.56 (212),.

Andlisis por espectrometria de masas:

KA
M para CB7H4006N2 a m/z 608

RMN : 200 MHz (TF) en CDCIB

N'CH, § 2.50° (3H, singulete)
NCH, 2.54° (34, singulete)
C-7' OCH, 3.64 (3H, singulete)
C-2 OCH, 3.84 (3H, singulete)
C-6' OCH, 3.92 (3H, singulete)
cC-8' H 6.11 (14, singulete)
c-3,5 H 6.57 (2H, singulete)
C-8 H 6.72 (1H, singulete)
c-11', 13' H 6.69 (2H, doblete, J =8.54 Hz)
c-10', 140 H 7.08 (2H, doblete, J_=8,54 Hz)

C-11 H 8.12 (1H, singulete)

o




MeOH

L Y log €
max
211 4 .61
270 h 4,13
277 4,21
308 4.07

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacion

+
608 20 M (c37Hh006N2)

EX0e
206 100 MeNS Me

2.5.20.- Patagonina (3-26).

Hasta la fraccidn 170 se obtuvo pakistanina pura, directamente
de la columna. La fraccidn 171 a 180 contenia, ademds de la base mencio
nada otros dos compuestos que daban reaccién de Dragendorff positiva.
Ellos fueron separados de la mezcla, mediante ccf preparativa usando el
Sistema A, con la variante que en la cubeta de desarrollo se ubico un
vaso de 50 ml que contenfa NHhOH. Se probaron una serie de otros siste-
mas que no dieron buen resultado. Patagonina (3-26), que representaba

el compuesto de mayor r. fue el primero en ser extraido, por su répida

descomposicidn a un compuesto de color café.

68.




Andlisis por espectrometria de masa:

Mt para C37H4006N2 a m/z 608.

RMN :

uv

360 MHz (TF) en CDCI

3
NCH, §2.37°
NCH, 2.55
C-1 OCH, 3.65
C-2 OCH, 3.78P
C-6'0CH, 3.79°
c-8' H 5.55
C-8 H 5.95
C-3 H 6.48°
C-11 H 6.37
C-5' H 6.58°
c-10', 14' H 6.98
C-11', 13' H 6.98
C-12 H 7.04
a Heoh log ¢
209 nm 4.70
231 h 4.50

283 L.01

69.

(o) + 192°(c=0.2 MeOH). DC Ae (nm) + 8.8(279), 5.5(248), + 32 (230).

singulete)
singulete)
singulete)
singulete)
singulete)
singulete)

doblete, Jm=2.5 Hz)
singulete)

doblete, J0=9.8 Hz)
singulete)
singulete ancho)
singulete ancho)

dd, J =2.5, J =9.8 Hz)




Espectro de masas:

Eii Intensidad Rejativa

608 0.2 MF
516 5 M
192 100

Asignacién

(c

371,0%N,)

70.

- mitad benisoq.

4 MG
Me&g:[:lgH

2.5.21.- Producto de reordenamiento de patagonina al dimero 3-27.-

Patagonina fue reordenada mediante la catdlisis dcida en la mis

ma forma que para coyhaiquina, obteniéndose el dimero aporfina-benciliso

quinolina (3-30}, (a ) + 29°(c=0.4 MeOH)
-33(239), + 27 (210).

Analisis por espectrometria de masas:

M para 637H4006N2 a m/z 608

RMN @ 200 MHz (TF) en CDCI,
NCH, §2.50
c-1 OCH, 3.71
c-2 oCH, 3.85°
c-6' oct, 3.88"
c-8' 6.35
-3 1 6.53"
C-5' H 6.61°
c-8 H 6.72

DC Ae(nm) + 2.6 (304), + 7(275),

(6H,
(34,
(3H,
(34,
(1H,
(1H,
(1H,

(14,

singulete)
singulete)
singuiete)
singulete)
singulete)
singulete)
singulete)

singulete)
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c-11',13'H 6.97° (2H, doblete, J_=8.5 Hz)
c-10', 14" 1 7.10° (2, doblete, J_=8.5 Hz)
c-11 H 8.10 (11, singulete)

_ _ MeOH

W lmax log €

210 nm L.60
224 L.54
267 “h - k.o - -
278 k.17
304 3.97

Espectro de masas:

m/z Intensidad Relativa Asignacidn

. +
608 0.2 M (637Hh006N2)

192 100 4ﬁ::1::¢§40
MeNs H

2.5.22.- Talictricina (3~14)

Talictricina representa al tercer compuesto de la fracciodn
171-180. La comparacién de éste compuesto con una muestra patrén fue
idéntica en todas sus propiedades, co-cromatografia, RMN, UV y EM.
Funde a 260-261°C. El1 andlisis por espectrometria de masas a alta reso

lucién mostré un ién molecular débil a m/z 355.1435 para una férmula

molecular CZOHZIDSN'
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RMN 200 MH, CDCI; (Figura 3-17).

NC_li3 §1,92 (3H, singuiete)
C-9 OCH, 3.76 (3H, singulete)
0CH,,0 5.96 (2H, singulete)
C-4 H 6.64 (1H, singulete}
C-11 H 6.83° (1H, singulete)
c-12 H 6.84° (1H, singulete)
C-1 H 6.94 (1H, singulete)
MeOH

uv m:x log ¢
208 nm L.19
229 3.62
286 3.30

Espectro de masas:
m/z Intensidad Relativa Asignacidn

+

355.1435 4 20H2]0 N)

206.0811 100 [Q}@Q\IM }
a
1500675 14 [ﬁi{ﬁﬁe]
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2.5.23.~ Coyhaiquinina (3-38)

. Las fracciones 181 a 202 de la columna principal, contenfan prin
cipalmente tres compuestos, que fueron separados mediante ccf usando el
Sistema C. E1 compuesto de mayor e resulté ser pakistanina, y lTuego ve-
nian coyhaiqu%nina Q;:ig) y valdivianina (3-28) en ese mismo orden. Coy-
haiquinina se obtuvo como un compuesto amorfo que descomponfa rapido, _
dando una coloracion café. El espectro de masas mostrd un i6n molecular

a m/z 431 correspondiente a la férimula molecular C26H2505N.

RMN : 360 MHz (TF) en €DCI

3
ngs §2.41 (34, singulete)
C-1 OCH, 3.70 (3%, singulete)
C-2 OCH, 3.83 (3%, singulete)
C-11 H 6.38 (1H, doblete, J_=9.77 Hz)
C-8 H 6.58 (14, doblete, J =2.75 Hz)
-3 H 6.66 tTH, singulete)
C-12 H 7.06 (TH, dd,J =2.75,J =9.77 Hz)
c-2', 6' H 7.19 (2H, doblete, J =8.85 Hz)
c-3%, 5' H 7.86 (2H, doblete, J =8.85 Hz)
CHO 9.91 (1H, singulete)
; WoeHel; ¢ A oot log €
;
209 nm L.54

P

275 4.17




Espectro d

€ masas:

m/z

431
430

310

282

Intensidad Relativa

30

100

30

20

2.5.24.- Valdivianina (3-28)

Asignacién

M (c

a6Mz50N

)

7h.

Fue obtenido como un sélido amorfo, que también descompone répi

do a un compuesto de color café. (a ) + 120°(c=0.2, MeOH), DCAc (nm)

-0.74 (300), +8.0(278), +3.8(235), +17 (211).

metria de masas mostré un ién molecular a m/z 608 correspondiente a la

férmula molecular C37Hh006N2'_

RMN : 360 MHz (TF) en coc13 (Figura 3-58),

NCH,

NCH,

- 1
C-2,6' OCH,

C-7 OCH,

-3 H
C-5'H
C-8'H

C-11 H

C-8 H

C-12 H

§2.36°
2.54°

.83

3.5k

W

6.55
6.57°
5.99
34

o

6.19
6.99

C-10",11',13',14'H 7.01

(4H,

Su andlisis por espectro-

singulete)
singulete)
singulete)
singulete)
singulete)
singulete)

singulete)

doblete, J0=9.8 Hz)
doblete, Jm=2.5 Hz)

dd, Jm=2.5, JO=9.8 Hz )

singulete)




. MeOH
w X max log €
214 nm h h.74
232 L.72
282 _ b, 12

Espectro de masas:

n/z Intensidad Relativa Asignacidn
608 © 0.1 ME(C._H, 0.N.)
: 37 407672

4 Me
206 100 b4eﬁ;:[:jé;4e

2.5.25.- Chitralina (1-38)

Chitralina fue obtenido a partir de la fraccién 210, en la cual
estaban presente otros dos compuestos. Se trabajé con alrededor de 400mg
de muestra, que fueron sembrados en una serie de placas preparativas (12
plac;s) y desarrolladas usando el Sistema D. Se repitié el proceso dos y
tres veces, dependiendo de la separacién observada. r. 0.27, DCAe (nm)
+1.79 (310), + 6.44 (272) -21.96(243}, + 19.65(210). Andlisis por espec-

trometria de masas: M+ C36H3806N2 para una m/z : 594

RMN : 200 MHz (TF) en €DCI

3
NCE_3 82,46 (3H, singulete)
N[ZE_3 2.49 (3H, singulete)

-3

C-2 OCH 3,79 - (3H, singulete)
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C-—6‘0l“,~f_l_3 3.85 (3H, singulete)
OH 5.21 (iH, singulete ancho)
C-8'H 6.20 (1H, singulete)
C-5' H 6.50° (1H, singulete)
C-3 H 6.52° (1H, singulete)
C-8 H 6.61 (1H, singulete)
C-11',13' H 6.67 (2H, doblete, J_=8.5 Hz)
C-10',14" o 6.99 (28, doblete, J =8.5 Hz)
C-11 H 8.08 (1H, singuiete)
uv Ar'::gH log €

220 nm h 4,51

268 h 4.03

278 4,10

292 h 3.94

304 3.96

Espectro de masas:

n/z Intensidad Relativa Asignacidn

+

OM
el o

192 100




2.5.26.~ Porveniramina (3~22)

Porveniramina presenta un rf=0.28 en el Sistema D. (a) + 4o°
(c=0.1 metanol). DC Ae (nm) + 5.4 (305), + 8.2 (274), -2h (24h) + 22

(212). Su andlisis por espectrometria de masas mostrd un i6n molecular a

m/z 594 para C36H3806N2.

RMN : 200 MHz (TF) en 00013

NCH, 6 2.50 (3H, singulete)
NCH, 2.52 (3H, singulete)
C-7' OCH, 3.51 (3H, singulete)
-2 OCH, 3.85 (3H, singulete)
c-8' H 5.90 (1H, singulete)
C-3 H 6.53° (1H, singulete)
C-5' H 6.55° (1H, singulete)
C-8 H 6.69 (1H, singulete)
C-10',14" H 6.99 (2H, doblete, J,=8.8 Hz)
C-11',13* H 6.89 (2H, doblete, J,=8.8 Hz)
C-11 - H 8.07 (1H, singulete)
uy R:ng log ¢
225 nm L.66
267 h k.19
277 4.26
307 3,90
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Espectro de masas:

n/z Intensidad Relativa Asignacidn
o+
594 0.2 M (036H3806N2)
4 Me
192 100 Me Ny Me
2.5.27.~ Natalamina (3-25) .

E1 Gltimo compuesto de Berberis empetrifolia obtenido fue la

secobisbencilaporfina-bencitisoquinilina, denominada natalamina, Su es-

pectro de masas entregé un ion molecular a m/z 419 para C25H2505N.

RMN : 200 MHz (TF) en c0c13

NCﬂB § 2.50 (3H singulete)
C-2 OCH, 3.81  (2H, singulete)
CHZOH k.67 (2H, singulete}
C;iﬂ 6.56 (1H, singulete)
C-8 H 6.73 {1H, singulete)
c-3', 5'H 7.06 (2H, doblete, J0=8.5 Hz)
C-2', 6' H 7.35 (24, doblete, J0=8.5 Hz)

-C-11 H 8.13 (1H, singulete)
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A MeOH
max

uv

215 nm
276
267 h
308

Espectro de masas:

n/z
419

h18

log £

h.25
3.83
3.74
3.77

Intensidad Relativa

80

100

Asignacion

M(c

M

+

~H

2512505

N)
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- General idades

De las especies chilenas estudiadas hasta antes de 1981 ninguna ha-
bfa informado la presencia de dimeros del tipo proaporfina-bencilisoquino
lina o aporfina-bencilisoquinilina, si bien habfan sido mencionados alca-
loides bisbencilisoquinolfnicos con modeios de oxigenacidn dnicos y rara-

mente presentes en otras familias, tal como se vio en el Capitulo I.

De las cuatro especies estudiadas de Berberis chilenas, se habfan
aislado 14 alcaloides bien definidos. Con los alcaloides conocidos aisla

dos en el presente estudio de Berberis empetrifolia, berberina (3-1), do-

rifornina (3-18), chitralina (1-38), pakistanina (1-37), isotetrandina
(1-19), oxiberberina (3-20), protopina (3-13), talictricina (3-10}, gla-
ziovina (3-39), noroxihidrastinina (3-15), y nandinina (3-17), mas los
alcaloides nuevos para la ciencia: chilenina (3-3), puntarenina (3-6),
coyhaiquina (3-35), coyhaiquinina (3-37), patagonina (3-26), valdivianina
(3-28), porveniramina (3~22), natalinamina (3-27), natalamina (3-25}), y
natai%nina (3-24), hacen un total dezs alcaloides completamente caracte-
rizados. Otra de las especies que estd siendo sometida a intenso estudio

es B. valdiviana , que ha mostrado al igual que B. empetrifolia una se-

rie de dimeros derivados de la pakistanamina (1-35), por lo que serdn tra

tados en conjunto.

Los extractos metandlicos de los 20 kg de corteza y madera de tallos

subterraneos de B. empetrifolia fueron separados en fracciones de acuerdo

a su distribucién entre CHC]3 y HC1 5% acuoso y CHC!3 e hidroxido de
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amonio (pH 9-10). De Ia capa orgdnica de esta Gltima fraccidn se obtuvo
62 g de un crudo que daba reaccién de Dragendorff positiva. El residuo
fue fraccionado en una columna rellena con gel de silice 60, recogiéndose
mas de 400 fracciones.[as que tenfan igual comportamiento en capa fina
fueron recromatografiados, €n nuevas columnas o en capa fina prepa-
rativa. Los alcalcides que presentaban Fe muy proximos, que contitufan
mezclas diffciles de separar en ccf fueron purificados usando columnas pe
quefias empacadas con gel de silice del tieo de la usada en ccf (HFZSh
Merck). Luego se elufa con una mezcla de solventes, que previamente habfa
sido probado analiticamente en capa fina.

Uno de los buenos sistemas cromatogrificos usados en ccf fue el de
EtZNH-CHCl3 (10:90), que fue empleado para separar casi todos los dTmeros
proaporfina-bencilisoquinolina, con pureza adecuada para su andlisis. Otro
de los sistemas usados, que dio muy buen resultado fue benceno-acetona-
NHQOH (60:60:1.5), que separd adecuadamente los dimeros aporfina-bencili-
soquinolinas y un producto de oxidacidn de ellos. Para separar porvenir-
amina de chitralina fue hecesario correr las placas 2 o mis veces, siem-
Pre asegurandose de cambiar el solvente, ya que de otra manera se produ-
cfan superposiciones de bandas dificiles de separar. Para esta mezcla de
compuestos se debia tener la precaucidn de cortar las placas lo mis rapi-
damente posible, para evitar la descomposicién de los alcaloides, que cam
bian a ve;de cuando se les deja al aire. Esta caracteristica es comiin en
las bases fendlicas aporfinicas, lo cual dificulto mucho su purificacién.

El mismo procedimiento se debig realizar cuando se trataba de bases

proaporfinicas que descomponen a un compuesto café cuando se les mantiene

por mucho tiempo en la placa y al aire.
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Entre los alcaloides con mayor rendimiento en Berberis empetrifolia

después de la berberina estdn la pakistanina (50 g) ,chitralina (0.5 a),
patagonina ( 0.6 g), isotetrandina (1.0g) y protopina ( 1.0 g). Las can
tidades son sdlo aproximadas, pues hubo fracciones que no fueron separa-

das por contener mezclas ya conocidas.

Para la elucidacién estructural se requirieron técnicas de andlisis
muy avanzadas, RMN-H, RMN-]BC, pc, (o), Fspectrofotometrfa de ultra viole
ta y espectrometria de masas. Ademds, algunos alcaloides muy diffciles de
reconocer y con un comportamiento biogenético desconocido requiric de cier-
tas reacciones quimicas y experimentos de doble irradiacién y estudios de

RMN usando el efecto nuclear Overhausser.

3.2.- Chilenina: un alcaloide isoindolobenzacepinico

Chilenina (i:i), representa el primer alcaloide isoindotobenzace~
pinico natural. Es un compuesto incoioro, sin actividad Gptica que mostré
AMeOH 921, 228 h, 281 hy 312 nm (loge k.39, 4.25, 3.68 y 3.72). El ién
molecukér dio una sefial en el EM a m/z 383, lo que permitié postular la
férmula extraordinariamente oxigenada C20H1707N. E! espectro de RMN
mostré sefiales a 63.08 y 3.56 correspondientes a los 2H en C-5, acoplados
con los protones en C-6 y consigo mismo, mostrando constantes de acopla-
miehto J1=3,5, Jp=7.0y J3=1h Hz. El mismo modelo se observd para protones
C-6 (83.28 y 4.25) con J1=b.0, J,=15Hz. Un hecho importante de este espec~

tro medido a 200 MHz, es la absorcidn metilendioxi a §5.95y 65.97 y dos sin

guletes metoxilicos a 63.88 y 64.00 asi también como cuatro absorciones
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debidas a protones aromiticos {8 6.67, 6.72,7.04 y 7.37) (figura 3-1).
El espectro IR de chilenina (3-3) en cloroformo mostré absorciones
a 1690 em ! (lactama), 1720 (cetona conjugada) y 3450 ancha (hidroxilo)

em ! (figura 3-2).

Estos datos coincididieron con aquellos obtenidos para un pro=
.ducto de transformacién de la berberina (§:l) sintetizado previamente1

La sintesis involucrd oxidacién de la berberina con ferricianuro de po-
tacio a un compuesto dimérico, cuya estructura no ha podido ser aclarada.
El dfmero fue luego descompuesto en clorhidrato de piridina

y la mezcla de la reaccién fue posteriormente tratada con dcido acuoso,
originando. 8,13~dioxo-14~hidroxicanadina (3-2). Este dltimo compuesto fue
tratado en CHC]3 con NHAOH, dando origen al alcaloide que ahora hemos de

nominado chilenina. {ver figura 3-3).

<: O n* (0)

l S > Dimero no identificado

OMe -
O - 1) HCl-piridina
OMe . 2) H30+aq

<Z iill N0

HO

CHC]B o O GMe
400 OMe
OMes NHL*OH
2.88s 3-2

figura 3-3

Sintesis de Chilenina
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La identidad del compuesto de B,"empetrifolia con este producto sin

tético fue establecido por comparacién de sus propiedades fisicas y espec

- - 18
trométricas. .

3.3.~ Biogénesis de chilenina.

La hipStesis mis 18gica para la formacién de (¥)-chilenina en la na
.turaleza es que este alcaloide es generado por un paso paraielo a uno se-
guido inadvertidamente in_vitro, es decir, por una oxidacién inicial de
berberina al intermediario (3-2)que ahora puede ser 11amado prechilenina.
El reordenamiento catalizado por base de prechilenina en la planta produ

ciria entonces chilenina (3-3).

Para descartar la posibilidad que chilenina era un artefacto, debi
do al proceso de aislacién, se tomé una fraccidn del extracto metandlico
que no habfa sido tratado con &cido, nl con base y se cromatografid jun-
to a la semi-sintética prechilenina obtenida por oxidacién de berberina
y con chiltenina auténtica. Chilenina, pero Ho prechilenina pudo ser de=
tectado en este material.

Es sabido que el hidroxilo angular de prechilenina (3-2) es 1&bil
y puede ser facilmente sustitufdo por un metoxilo a través de un inter-

mediario azaquinonio (3-4) para formar la especie (3~5)18. Se considero

<X,

MeO

—_— o O OMe
OMe

w
1
8 -
3
U

|
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posible, por lo tanto, que cualquier prechilenina presente en la planta
debié haber sido convertido completamente a (3-5) durante el proceso de
extraccién metandlica. Sin embargo, realizando comparaciones en ccf de
los extractos de la planta con (3-5) auténtico, no pudo detectarse tal
material. (¥)-chilenina (3-3) es el primer alcaloide isoindolobenzacepi-
nico presente en forma natural y puede ser considerado asT el tinico re-

. . e ae
presentante ©5ta nueva clase_ de alcaloides isoquinolinicos 9

3.4.- Puntarenina (3-6)20

De los 20 kg de polvo de corteza y madera de Berberis empetrifolia

se aislé 46 mg de éste alcaloide racémico, cristalizado de metanol, que
fundid entre 214-216°2C. El1 espectro de IR en cloroformo mostrd dos absor
ciones maximas caracteristicas de una amida y de una cetona conjugada a
Voax 1642 y 1690 cm"], resp. El espectro de UV mostré tres absorciones a
lg:gH(logEj 231 (3.39), 278 (3.h5), y 316 nm (3.h4). EI espectro de RMP
figura 3-5, tomado en CDCI3 a 360 MHz estd resumido en la estructura 3-6.

De particular importancia es el par de dobletes de dos protones centrados

J~5: J, 8.0, J, 13.0 He
J-6: J, 7.0, Jé 19.0 Hz
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a 3.00y 3.88 (Jgemlg Hz) representando los protones en €-9 y el singu
lete integrado para 1H a 5.16, debido a H-14,

Una estructura posible para puntarenina era 3-7, que se descartd por

Ove =

una facil y corta ruta éjntética a un andlogo de puntarenina (lactama A,

estructura 3-8), tal como se resume en el cuadro siguiente:

a e
Cf'g—OEE ﬂN@ H(.Jn’!.
EN DHs0 ey
He Case
He
lactana A
puntarenina éégﬂi—j lactama alcohol Zx HCl lactama B ) ;

~

-

La sintesis partiendo de canadina y de puntarenina debieron originar,
la misma lactama A si puntarenina respondia a la estructura 3-8,sin embar-
go ambas lactama; resultaron ser diferentes, lo que permitid eliminar tal
posibilidad.

Otro hecho que permite descartar la estructura 3-7 para puntarenina se

refiere a la pequefa diferencia de los desplazamientos qufmicos para el par

T St Y . T b S

de dobletes representando los dos hidrégenos aromiticos adyacentes del ani-
1To D. Si este anillo estuviera conjugado a una cetona, habria una diferen=~

cia de al menor 0,5 ppm para los dos H aromiticos, mientras que en nuestro i
) 21 i
caso es de sélo 0,17 ppm™ .

El espectro de RMN-136 de puntarenina en CDC1, exhibe picos a 169,0

3
ppm (C~-8 amidico) y 198.9 ppm' (C-15 ceténico), y estéd indicado en la estruc~

tura 3-6a.
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El espectro de masas de puntarenina’(3-6)mostr6 un pico molecular a

m/z 381 (50) y un pico base a m/z 352 (M~-C0-H)¥. Relevantes son las sefia

les a m/z 205 (28), y 190 (21) que apoyan en gran medida la estructura

§:£f para puntarenina. El primero es debido al fragmento 3-10, 'y el G1-

timo a la pérdida de un grupo metilo de 3-3 . (Figura 4).

La acetilacién de puntarenina con anhidrido acético en piridina a
3_113

1655 (amida) y 1755 em”! (acetato endlico), lmggH

temperatura ambiente condujo al acetato endlico de puntarenina

023H2]07vaa¥{CHCi3
210, 318 nm {log £ 4.03, 3.80), cuyo espectro estd caracterizado por la
ausencia del singulete a 85.16 presente en el espectro de 3-& Dbel ace-

tato endlico de puntarenina se resumen los desplazamientos quimicos en. la

estructura 3-11. Para espectro ver Figura 3-9.
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La reduccidn de puntarenina en metanol con borohidruro de sodio‘con
dujo a dihidr0puntarenina 3-11, CZI Hy OgNy Vo (CHCY ) 1635 {amina) y
3610 cm (hldrOX|]o) (figura 3-12); MegH 212, 283 (]og e h.u6 , 3.65).

Un hecho significativo en el espectro de masas, es que ahora el fragmentoa

m/zX5es el pico base (ién 3-9) (figura 3-11).

El hecho mds sobresaliente en el espectro de RMP de 3-1l, mostrados
e; la misma estructura 3-11 son los singuletes a 84.63 y 4.73 para los
protones H-14 y H-15, aiin cuando ellos estén en &tomos de carbono adyacen
tes (fig. 3-10). Los modelos moleculares muestran que 3-1] existe
en una conformacién claramente rigida 3-12a en que el anillo C es aproxi=
madamente plano, mientras que el &ngulo dihédrico entre H-14 y H-15 estd

cercano a los 90°, justificando la constante de acoplamiento cero.

La acetilacién de 3-11, otra vez usando anhidrido acético en piridi
na, condujo al acetato de dihidropuntarenina (3-12), C23H2307N, cuyo es-
pectro de RMP exhibe singuletes para H-14 y H-15 a 84.81 y 5.69, resp.

(figura 3-13}).
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EH-24

Figura 3-11. Espectro de masas

de dihidropuntarenina.
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3-11a
26odd 284t
o 666s3 498dd

Las pruebas concluyentes en la asignacion de la estructura 3-6 para
puntarenina se lograron mediante el estudic de los espectros de RMN usan-
do el efecto nuclear Overhausser en la estructura 3-12. Este estudio se
resume en la expresidn 3-12a. La irradiacién del protén en C-14 (84.81)
produjo un e.n.o. de 10% para H-6c (2.84), 8.1% para H-15 (86.59), y 15%
para H-13 (86.97). La absorcién de H-13 también muestra un incremento de
un 5.7% por la irradiacién de H-12 (86.88). Se desprende que los dos meto

xilos en el anillo D estén localizados en C-10,11 mds bien que en

£-12,13. Otro resultado significativo es que la irradiacion del singutete

96,
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correspondiente al metoxilo en C-11 presentd un e.n.o. de 16% para H-12

(66.88).

3.5~ Algunas notas biogenéticas acerca de puntarenina.

El alcaloide natural conocido m3s cercano a puntarenina es chileni-
na (1:2), que ha sido descrito previamente én este trabajo. Como se dijo,
chilenina se formd probablemente en la naturaleza a partir de berberina
(3-1), y de hecho puede derivarse de ella por una oxidacién qufmica in
31359?8' Una novedosa posibilidad serfa que chilenina o uno de sus cer-

canos andlogos pueda sufrir in vivo homologacién para producir puntare-

nina (3-6). En tal casoc estarfamos en presencia de una nueva e interesan

te ruta biogenética para los alcaloides berbTnicos.

3.6.~ Determinacién de Estructuras de Alcaloides Protopinicos.

3.6.1.- Protopina (3-13).

La cristalizacidon de metanol dio prismas blancos, p.f. 205-207°.

El espectro de masas mostré un pico base a m/z 148, cuya formacién puede




ser visualizada como una fragmentacidn del i6n molecular m/z 353, tal

mo se muestra a continuacidn:

+

0 o

¢

Q 0 \Me

0
mfz 148
miz 353
{M7)
figura 3-14

Esquema de Fragmentacion de Protopina
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co-

El alcaloide fue idéntico en todas sus propiedades con una muestra

patrén en nuestro poder, en término de UV, RMNZZ 22

y EM™", lLa caracteristi

ca principal del espectro de RMP (figura 3-15), son los cuatro singule-

tes para los cuatro protones aromdticos a 86.65, 6.68, 6.69 y 6.92.
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Figura 3-15.

5.23

Espectro de RMN-

.......

39.

NMe

'H (200 MHz) de protopina.
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3.6.2.- Talictricina (3-14)

Es este otro alcaloide del tipo de las protopinas y no habfa sido
nunca aislado de especie algufia del género Berberis. El espectro de RMP
se caracterizo por la presen;ia de un singulete correspondiente al grupo
metilendioxi a 3.76 ppm, un singulete atribuible a un NMe, pero con un
desplazamiento quimico a alto'campo (61.92), aparte de cuatro singu-

letes debidos a protones unidos a anillos aromdticos a 66.64, 6.83, 6.84,

y 6.94.

El espectro de masas (figura 3-18) mostrd un pico base a m/z 206.

(Figura 3-16).

+H

OH o He

m/lx 355 . 13 150 miz 206
figura 3-16

Esquema de Fragmentacién de Talictricina

iy,




188
o
oo
4]
3]
S0
£
30
28

18

140
50

6o
70
2]
50
€0
30
0

T

Figura 3-17. Espectro de
RMN-'H (200 MHz) de talictri-
cina.
3.76
192
594 _
ot
v @
-
§ 664
CDClg,/
|
J"J--..Jl k

I

| I

t]J]\Jll‘rrrr'l 1

s

355

[

b

I ll1 t

l llLI'ITI I

TTFT illlllllillilllillll i(][I'i1l'lllllllll|i|lllilllllli]!illlllllli

220 248 260 2nn 208 azn 248 asn aga a3

o

Ly -I'|]i’l-rr|‘r'1'ilr]':'l'1'|'f[|'r|'l'|'|‘t’r1 - t] :[‘1 ererrfrreert ]lf ey 1‘1“ i :1-|'|'H'I ny r'ﬂi ]'rrrrl' repl Wi r
L) &0 go oo 20 140 160 * Ife 200 220

Figura 3-18. Espectro de masas de talictricina

101.




102.

Este alcaloide fue idéntico en todas sus propiedades con las que

registra la bibiiograffaza'y con las de una muestra patron.

3.7.- Determinacién de Estructuras de Alcaloides Isoquinolénicos

3.7.1.- Noroxihidrastinina (3-15).

Este compuesto fue purificado por ccf preparativa, usando el sis~
tema B,p.f. 182-183°C. No habfa sido nunca aistado de una Berberis y en
general ninguna Isoquinolona lo ha sido. El espectro de IR (figura 3-21}
noroxihidrastina mostré una absorcidn int;nsa a vméx 1.660 cm_1, caracte
rfstico del carbonilo de la 8~lactama (figura 3-21).El espectro de masas mostré

el i6n molecular a m/z 191 (C10H903N), ademds de otros fragmentos impor-

tantes a m/z 162, 134, 104 y 76. (figura 3-19).

[ ¥ [ +
4 = |« —2s
0 b o Cxg
B 0
miz 191 m/z 162
- r +
(m") f
° 4H
Koy | — —
0 0
milz 134
- t
+ +
o
¥ 4 bn
——3
miz 104 miz 76
figura 3-19

Esquema de Fragmentacidn de noroxihidrastinina
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El espectro de RMP (figura 3-20) mostré un singulete a 6.0 corres-
pondiente al grupo metilendioxi, aparte de otros dos a §6.65, y 7.52 para

los protones aromiticos en €-5y 8, resp.

0 o 655
oo<
™~
iy
Y 7525
4]
3-15

214,25

£l espectro de RMP de 3¢ (figura 3-22 mostré las sefiales que

se anotan en la expresion 3-15a.

3.7.2.~ Dorifornina (3-16).

Fue obtenido como un sélido que funde a 210-213°C. El espectro de
masas (figura 3-25) mostré un pico base a m/z 205, correspondiente también
al i6n molecular (C1EH]103N).En general, su fragmentacidén es la misma que

la exhibida por noroxihidrastinina (3-15) (figura 3-23}.

+ * B
m m- 164
-~ 205 z

figura 3-23
Esquema probable de Fragmentacién de dorifornina




Figura 3-24.
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Este alcaloide obtenido por primera vez en Doryphora sassafraszf

mostré un espectro de RMP (figura 3-24), bastante sencillo: a 63.59 un
singulete para el grupo NMe, a 84.00 un singulete para el grupo OMe, a
86.41 un doblete (J = 7.32 Hz) para el protén en C-4%, a 86.87 un singule
te para H-5, a & 6.98 un doblete para un protdn acoplado con aguel que

da el doblete a 86.41, y por dltimo estd el protdn que resuena a §7.91

(H-8).

4eowvs 6875 6414 J=7.32 H;

3.8.- Nandinina (3-17).

Este compuesto fue obtenido como un sélido amorfo, que no pudo ser
recristal izado, debido a que descompone répido. Cada vez que era necesa-
rio determinar alguna propiedad fisica debfa ser. purificado, lo que se lo
graba mediante ccf en el sistema C. El espectro de UV mostrd kmax(MeOH)
205,285 nm (log € 4.11, 3.32), tipico de un sistema tetrahidroprotoberbe-

rinico. La adicién de base produjo un cambio batocrémico.

El espectro de RMP (figura 3-27) mostrd un singulete a 63.87 para el
grupo OCH3, un singulete a §5.93 para la sefial de un grupo metilendioxi,
as7 también como dos dinguletes para protones unidos a anillo aromdtico a
§6.60 (H-L4)}, y 6.73 (H-1), aparte de dos dobletes para dos protones acopla

dos entre si a 66.67 y 6.75 (H-11 y 12 resp.) con J =85 Hz.
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3-17

El espectro de masas (figura 3-28), mostrd tres fragmentos importan-

tes y caracteristicos de_un sistema berbfnico (figura 3-26).

&4
0 ] nfz 149

0
-H
L.
oMe \\\\3
H 325
' +*
2 ATh . m/z 450
0
L
ut
o Z Ny -y
m/z 17 mfz 135
figura 3-26

Esquema de Fragmentacidn de Nandinina
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£ espectro de RMN-13C (figura 3-29)25, fue registrado en un apara
to Bruker-200 en solucién de CDC13, y mostré los desplazamientos quimicos

que se anotan en la estructura 3-17a. Los datos son concordantes con los

que aparecen en la bib]iograffazs.

£

o 10846 2892

3-1ja

Como una prueba estructural se realizé la sintesis de canadina

(3-18) que results idéntica en todos sus aspectos fisicos vy cromatografi

cos con una muestra patrén en nuestro poder. (ver figura 3-30 vy 3-31).

0 660s
5,925< ‘
N
° 673s
O OMa
6874 OMe
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La acetilacién de nandinina (3-17), produjo el acetato de nandini-

na (3-19), cuya dilucidacién estructural se realizé analizando el espec-
tro de RMP (figura 3-32) y el espectro de masas (figura 3-33). El modelo
de fragmentacidén es equivalente al mostrado por nandinina misma y por ca-

nadina.

3.9.- Isotetrandina (1-19).

lsotetrandina es una base dimérica, bisbencilisoquinolinica, aisla
da pocas veces de Berberis, pero intimamente relacionada con la berbamina (1-15)
anpliamente distribuidaenel género. El estudio espectrométrico (figuras

3-35 y 3-36) y su comparacién con un patrén condujeron facilmente a su

identificacion.
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La fragmentacién mostrada por el espectro de masas es la si-

guiente:

OMe MeQ
LI
MeNy OMe OJ:::]:::J*Me
\____,_/

m/z 198

“(cHy + CH,0)

oMe Mel oMe

He ¥ otte Om*"‘e ﬂe*@
0

)

OMe el
+ X
MeM, 0Me 0 NMe
m/z 39

%—-2.4-

m/[z 475

m/z 384

figura 3-34

Esquema de fragmentacién de la Isotetrandina
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3.10 .- Oxiberberina (3-2Q)

Oxiberberina (g:gg), es un alcaloide que probablemente es un arte
“facto, que se produce facilmente por oxidacidn al aire de la pseudobase de
la berberina. Su espectro de RMP (figura 3-38) mostré cinco singuletes pa
ra protones unidos a anillos aromdticos a 66.71, 6.73, 7.22, 7.30 y 7.31,
para los hidrégenos en C-1,2, 11 y 12, dos singuletes a §3.95 y 4.01 para

los grupos 0O-Me en C-9, y 10, resp.

6715

El espectro de masas (figura.3-37) se caracterizd porque é] pico
base correspondia también al ién molecular (m/z 351), existiendo otro frag
mento a m/z 336 que caractériza la pérdida de un grupo metilo del idn mo-
lecular.

El compuesto estd de acuerdo con los datos que se entregan en la

bibliograffa en cuanto a RMN, UV y M2

3.11.~ Determinacién de Estructuras de Alcaloides Diméricos aporfina-ben-

cilisoquinolina.

3.11.1.- Generalidades espectroscopicas

Generalmente la primera técnica espectroscépica usada en la deter-

minacidn estructural de alcaloides isoguinolinicos es UV, que en todos

1
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los casos de alcaloides diméricos del tipo de la pakistanina (1-37) mues-
tra curvas muy caracteristicas con Amar (MeOH) 224, 267, 278 y 308 nm

(log ¢ 4.61, 4.13, 4.21 y 4.07).

Al observar las curvas de dicroismo circular de pakistanina, (1-36),
chitralina (1-38), porveniramina (3-22) y la base obtenida por el reordena
miento de patagonina 3-27 es posible concluir que todos estos compuestos

presentan igual configuracién en ambos centros asimétricos, C-6a y C-1'.

(Tabla 3-1).

Tabla 3-1

Datos de DC de los alcaloides diméricos aporfina-

bencilisoquinol inas

Ae
Compuesto 310 274 244 212 nm
pakistanina +5.03 +7.63 -18.02 +22.56
chitralina +4.79 +6. 4k -21.96 +19.65
porveniramina +5.4 +8.2 -24.0 +22.0
b +2.6 +7.2 -33.0 +27.0

El modelo de fragmentacidn del espectro de masas de pakistanina y
sus derivados es caracteristico de los dimeros aporfina-bencilisoquinoli
nas]6 con un ién molecular muy débil (0.2 % de intensidad relativa) a
excepcién de la pakistanina que mostré un fragmento bastante significati
vo (20%), y un pico base, que corresponde al fragmento a, es decir a los
anillos A'y B'de la mitad bencilisoquinolinica. Otros fragmentos impor-

tantes son aquellos a m/z (M-a),(M-b), (M-c), y Mt~c-a que apoyan el
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hecho que las dos mitades isoquinolinicas estan unidas a través de un en-

lace eter difenilico cola-cola (figura 3-39).

figura 3-39

Esquema de Fragmentacidn de los dimeros aporfinas-

bencilisoquinolinas

En el espectro de RMN las dos sefiales para los grupos N-Me resuenan
a campos muy parecidos, a una diferencia no mayor de 0.3 ppm. De los gru
pos OCHB, el que absorve a campo wis alto es el que se encuentra en C-7,
por efecto del apantallamiento ejercido por el anillo A de la mitad apor
finica. E] mismo apantallamiento se observa para el protén ubicado en
C-8', resonando en todos estos compuestos entre 5.90 y 6.35 ppm. Para los
protones aromaticos en los carbonos C—]O',Ih',1fy13‘ se observa un cuar-
teto A282 centrado alrededor de 7.0 ppm. Para los hidrdgenos H-8',
H-5', H-3 y H-8 se observan cuatro singuletes. Existe ademds, otro sin-
gulete muy caracteristico de la mitad aporfinica, y es aquel enlazado al

carbono 11, con un desplazamiento quimico de 8.11 ppm, indicativo de que

no hay sustitucidn en ese carbono.
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3.11.2.- Pakistanina (1-37)

Pakistanina con mds de 5 g de rendimiento en B. empetrifolia fue

el segundo en importancia en cuanto a la cantidad obtenida, después de
berberina. Cristalizé de metanol, fundiendo a 155°C. El espectro de masas
(figura 3-#1)mosté6 un i6n molecular m/z 608, y un pico base a m/z 206,
que corresponde a los anillos Ay B de la mitad bencilisoquinolinica.
Otros fragmentos obtenidos se visualizan en el esquema (fig. 3-40) y son
indicativos de la unidn de ambas mitades por los anillos inferiores por

medio de un puente eter diarflico.

m/z 206 m/z el m/z 296

figura 3-40

Esquema de Fragmentacién de Pakistanina (1-37)
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Plgura 3-42. Espectro de RMN (200 MHz) de pakistanina.
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El espectro de RMP {figura 3-42) mostrd dos NMe a 62.50 y 2.5h,
tres metoxilos a 83.64, 3.8% y 3.91, cuatro singuletes aromaticos a 86.11,
6.57 (xp), 6.72 y 8.12, y un par de dobletes a 66.96 y 7.08 como un siste-
ma AZBZ (JO=8.5E Hz). El protén aromdtico a mds alto campo 86.11 estuvo
de acuerdo con el hecho que es el mds protegido por el anillo A de la mi-
tad aporfinica.

Con los datos indicados y la comparacidn con una muestra patrén, se -
pudo postular que la estructura correspondfa a la pakistanina, aislada

previamente de algunas especies de Berberis cosechadas al Norte de Pakis-
tan15"1?.

3.11.3.- Chitralina (1-38).

Chitralina fue obtenido como un sdlido amorfo, que cambia a verde
cuando se le deja estar al aire. Su espectro de RMP (figura 3-44) mos-
tré dos singuletes a 62.46 y 2.49 para los dos grupos NMe, cinco singule
tesa 6.20,6.50,6.52,6.61 y 8.08 para los protones en c-8', 5!, 3, 8,

11 (estructura 1-38).
(528 3.85s 3795 §50s
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El espectro de masas (figura 3-43) mostré un i6n molecular a m/z 594
muy débil (0.3%) y su pico base correspondié al fragmento 3-23 de m/z

192.
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El resto de los fragmentos es el mismo que se anotd para pakistanina.

15

Chitralina fue comparado por espectroscopia ~ y co~cromatografia con
una muestra patrén en nuestro poder, resultando idéntico en todas sus

propiedades.

3.11.4.~ Porveniramina (3-22)

Porveniramina al igual que todas las otras bases diméricas aisladas
del tipo aporfina-bencilisoquinolinas mostré una curva de DC (figura 3-
47) que estd de acuerdo con la configuracidn S,R de estos alcaloides.
Su analisis por espectrometria de masas mostfGé un i6n molecular muy dé-

bil (0.2%) y un pico base a m/z 192.

E1 espectro de RMP (figura 3-45) mostro dos singuletes a 6 3.51 vy
3.85 para dos grupos OMe, cinco singuletes para los hidrégenos en C-8',
3, 5',8y11a 85.90, 6.53, 6.55, 6.69 y 8.07; y dos dobletes correspondien

tes a 4 protones acoplados de acuerdo a un sistema A,B, con JO=8.8 Hz a

86.99 (H-10', 14') y6.89 (H-11', 13') {estructura3-22}.
385 S *bs3s
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Esté alcaloide nuevo para la ciencia, fue obtenido también por reordena-

miento de berbivaldina (3-30), obtenido de Berberis valdiviana. Este tema

es discutido mis adelante. .

3.12.- Determinacién de estructuras de alcaloides seco aporfinicos

3.12.1. Generalidades.

Concordante con la via biogenética bisbencilisoquinolina — proa-
porfina-bencilisoquinolina — aporfina-bencilisoquinolina, hay en la plan
ta una reaccién lateral que se origind por el ruptura oxidativo del enla-
ce C~1, C- o de la mitad tetrahidroisoquinoiinica. De esta forma B. empe-
trifolia debid producir estos nuevos tres alcaloides: natalinamina (3-23),
natalinina (3 24), y natalamina (3-25). Ellos son probablemente el resulta

do de la oxidacién in vivo, de alguno de los dimeros aporfina-bencilisoqui

nolina encontrados en la misma planta. Por ejemplo natalinina y natalamina
pudieron generarse a partir de pakistanina (1-37) por un ruptura oxidativo
enzimitico, especialmente en vista que se encontrd pakistanina en grandes
cantidades. Es necesario indicar que el proceso oxidativo catabdlico ocu-
rre prescindiendo si la mitad acompafante del dimero es una bencilisoquino
Iina, una proaporfina, o una aporfinazy.

Todos los espectros de UV presentan A _ 217, 277, 303 {(log 4.07,
3.82 y 3.69 (tfpicos de una aporfina tetrasustitufda en C-1, 2, 9y 10}
Las curvas de DC muestran una curva positiva a 213 nm, caracteristico de
una aporfina de configuracién R.

Los espectros de RMP, incluyen un NMe y en algunos casos uno o

dos singuletes OCH,, tres singuletes de protones aromiticos y otros 4

3’

protones aromdticos como un Sistema A,B,. Significativamente, un singulete
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a bajo campo (£9.95) indica la presencia de un protdn aldehido para la na
talina (3-24) y entre 4.67 y 4.70 ppm para los CH,OH correspondiente a la
reduccién del grupo benzaldehido que resulta del clivaje oxidativo C-1,

C<t.de algunos de los dimeros apropiados aporfinas—bencilisoquinolinaé.

3.12.2.~ Natalinamina (3-23)

Este alcaloide fue obtenido como un sélido amorfo, (o )%5 - 29°
(¢=0.04, metanol), cuya curva de DC Ae (nm) muestra los siguientes va-
lores + 1.9 (300), + 4.2 (274), y -23 (239). La herramienta principal en
la determinacién estructural de los tres alcaloides de este tipo obteni
dos, es la RMP. El espectro de resonancia magnética nuclear proténica
(fFigura 3-49) mostré un singulete a 8 2,65 para el grupo NMe, dos singu-
letes a 63.73 y 3.89 para los OMe en C-1y 2 resp., un singulete a sk, 70
para los dos protones del grupo CH,O0H, dos singuletes a § 6.63 y 6.71 pa

ra H-3 y 8, resp., y por ditimo el par de dobletes como un sistema A282

ad 7.09 y 7.3% para los protones en C-2', 6' y C-3' y 5' resp.

389s

Este compuesto fue idéntico en todos sus aspectos con aquel

obtenido mediante el reordenamiento dcido de coyhaiquina (3-35).
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3.12.3.- Natalinina (3-24).

Al igual que el anterior, el espectro de RMP fue clave en la di-
lucidacidn estructural (figura 3-51). Como en general mostré el mismo' mo-
delo que natalinamina (3-23) y natalamina (3-25}, solo se anotan sus da-

tos en Ja misma estructura.

En cuanto al espectro de masas, en todos estos compuestos
el idn molecular es muy intenso, llegando a ser el pico base. Otros
fragmentos pueden ser obtenidos por un rompimiento a través de a o b

(ver figura 3-50 y 3-53).

3.12.4.- Natalamina (3-25)

Este fue el Gltimo compuesto obtenido de 1a columna cro-
matografica. El espectro de masas (figura 3-53) mostrd un ion molecu-
lar a m/z 419 correspondiente a la férmula molecular CZSHZSOSN' El es

pectro de UV (figura 3-52) mostrd Amax(MeOH) 215, 267 h, 276 y 308 nm
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(log 'eh.25, 3.7h, 3.83 y 3.77). El-espectro de RMP mostrd los valores que

se anotan en la estructura 3-25a (fig. 3-54).

3-25a

La conclusién que puede sacarse al examinar estos compuestos secoa
porfinicos, es que los procesos oxidativos son capaces de participar en
la construccidn de alcaloides isoguinolinicos, asi también como en proce

27

sos degradativos . Para la elaboracién de formas estructurales mas com
plejas, la oxidacién toma la forma de un acoplamiento fendlico; mientras
que la ruptura de las tetrahidroisoquinolinas ocurre por oxidacion del

enlace central C-1, C-a.

3.13.- Determinacidén de estructura de alcaloides diméricos proaporfinas-

bencilisoquinolinas.

3.13.1. Generalidades espectroscépicas.

En la dilucidacién estructural de estas bases diméricas fueron
muy Gtiles los espectros de rmn usando el e.n.o. y experimentos de do-

‘ .. 28 - : -
ble irradiacién”". Es asi como fue posible conocer la estereoquimica de los

alcaloides patagonina (3-26)yvaldivianina (3228) ,en el espiro centro C-13.Los
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espectros (360 MHz)mostraron sehales a 62.35 y 2.55 para los dos grupos
NMe, a 65.95 para H-8' (un protén que estd muy apantallado por el anillo
A de la mitad proaporfinica), a & alrededor de 7.0 ppm un singulete ancho
correspondiente a 4 H en C-10', 11", 13', y 14', Las sefiales de los pro-
tones debidas al anillo ciclohexanadienénico, es decir H-8 (doblete, Jm=

2.5 Hz), H-11 (doblete, J0=9.8 Hz) y H-12 (dd, J =2.5, J0=9.8 Hz) estan

centrados a 86.19, 6.34 y 6.99, resp.

Los espectros de masas mostraron fragmentos a m/z M-a, M-b, M-c, jun
to con el fragmento correspondiente al pico base a m/z 206 6 192. Estos
dos fragmentos representan a los anillos A y-B de la mitad bencilisoqui-
nolinica, con uno o dos grupos metoxilos, seglin sea el compuesto de que se

trate.

figura 3-55

Esquema de fragmentacion de diméros proaporfina-

bencilisoquinolinas

Como los datos de patagonina (3-26) y valdivianina (3-28).

de DC parecidas (Tablas 3-2), los alcaloides poseen idéntica quiralidad.




Tabila 352
Compuesto Ae (nm)
1-0-acetilvaldivianina +9.2(276)+5.3(249)+19(229)
7'-0-acetilpatagonina +8.7(273) 0.0(249)+14(232)

Valores de DC para los alcaloides diméricos proaporfina-ben-

cilisoquinolinas.

3.13.2.- RMN-ENO de los alcaloides diméricos proaporfina-benciliso-

quinolinas.

Con la finalidad de resolver la estereoquimica de los alcaloides
3-2b y 3-26 en el espiro centro se uso RMN-ENO. Los desplazamientos quimi
cos para H-6a (83.41, J1 6.1 Hz, J2 10 Hz), H-7a (62.106, J]10.h Hz, J2

12 Hz) en pakistanamina (1-35) fueron primero asignados por experimentos

de desacoplamiento.

La irradiacién de H-6a (63.41) en pakistanamina (ver 1-35a ) mostro”un in
cremento de 9% para H-12 (87.05) y 4% para H-78 (62.45). Cuando fue

irradiado H-7a (862.16), H-78 (2,45) y H-8 (86.15) experimentaron un

134.
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incremento de 11% y 13% resp. lgualmente, la irradiacién de H-12 (87.05)
produjo incrementos de 35% para H-11 (66.35) y 8% para H-6a (83.41). Por
otra parte, la irradiacion de H-8 (86.15) condujo a un e.n.o. de L% para
H-10', 12', 13' y 14' (87.01 singulete ancho), y 2% para el 1-OMe (83.63)

y 8% para H-7 a (82.16). Por lo tanto se puede asegurar que la estereo-

_quimica para (+)-pakistanamina (1-35) es la que se muestra en la estructura

1-35a.Los datos de RMN para los dimeros se discuten a continuacion.

-3.13.3.- Patagonina (3- 26)

Patagonina fue obtenido como un sélido amorfo, que mostrd un
(a) + 190°(c=0.2, metanol) y una curva de DC Ae (nm) + 8.8(279), +5.5
(248), +32 (230) que indicé que el alcaloide tenfa la configuracion mostra
da en 3-2b. EI espectro de RMP (figura 3-56) mostré dos singuletes para
los grupos NMe a 62.37 y 2.55, tres singuletes paraT"OCH3 ; 6'-0CH3 y
2-OCH3 a 63.65, 3.79 y 3.78, tres singuletes a 65.55, 6.48 y 6.58 para
los protones en H-8', H-3 y H-5! un singulete ancho a 66.98 para H-10',

14', 12' y 13'. Los protones del anillo ciclohexadiendnico presenta se-

fiales a 65.95 (1H,d,J8 12=2.5Hz) para el proton en H-8, a 66.32 (1H,d,
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Figura 3-56. Espectro de RMN de 'H (360 MHz) de

patagonina.




J1]’12=908 HZ) pal’a H"]‘I, y a 67-04 (]H,dd,J8’12=2.5 y J1],12=9.8 Hz) p_El

ra el protén H-12.

El espectro de masas mostrdé los fragmentos que se anotan en la
figura 3-57. La caracteristica principal del espectro, es el ion a m/z
192 correspondiente a los anillos Ay B de la mitad bencilisoquinolini-

ca, tal como acontece con dimeros aporfina-bencilisoquinolinas.

Fiaura 3-57

Esquema de Fragmentacién de Patagonina

137.
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Patagonina (3-26), fue sometido a reordenamiento catalizado por écid0]6,

dando como producto un nuevo dimero, 3-27 que no ha sido aislado hasta el

momento en planta alguna. Este nuevo compuesto presentd una curva de DC

similar a las observadas para los otros dimeros aporfina- bencilisoquinolinas

por lo cual debe incorporar la misma configuracion,
El espectro de masas mostrd un i6nlmolecular muy débil (0.2%), como es
comin en este ¢ipo de alcaloides. Su pico base correspondid al fragmento
am/z 192, es decir a los anillos Ay B de la mitad bencilisoquinolinica.
El espectro de RMP de 3-27 mostrd un si&gulete a § 2.50 para los
dos grupos NMe, tres singuletes para los tres metoxilos a §3.71, 3.85 y
3.88, dos dobletes a §6.97 (2H, Jo=8.5 Hz) y 7.10 (2H, J0=8.5 Hz) para
los protones en C-11', 13' y 10', 14'; y por Gltimo estd la sehal a

68.10 para el protén en C-11, caracteristico de todas las aporfinas no

sustituidas en esa posicion.
o » > o
3B8s 3 5
6615 ovie 855  6,53s

3.13.4.- Valdivianina (3-28).

Es este un alcaloide amorfo, que descompone al igual que todos los
dimeros, sean aporfinas o proaporfinas-bencilisoquinolinas. También con
los datos de DC se pudo determinar la configuracidn de sus centros asimé
tricos C-1' y C-6a. La estereoquimica del espiro centro fue determinada,

aplicando los valores de RMN-NOE realizado en el alcaloide pakistanamina
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-

n

1-35). E] espectro de RMN (figura 3-58) mostré dos singuletes para los
grupos NMe a 2.36 y 2.54, los cuales son intercambiahles, dos singule-
tes para los grupos OCH; a §3.55 (7-OMe) y 3.83 (6H, 2,6'-OMe), cuatro
singuletes para 7 protones aromdticos a 66.55 (H-3), 6.57 (H-5'), 5.99
(H-8'}, y 7.01 (&H, H-10', 13%, 11}, 14'). También se observd el modelo
que es comiin del sisfema diendnico, es decir un doblete a §6.34 (H-11,

J0=9.8 Hz), un doblete de dobletes 86.99 (H-12, Jm=2.5 Yy J0=9.8 Hz), v

otro doblete a 66.19 (H-8, JﬁfZ.S Hz) .

6.34d
) 4
7oy o G
¢
3-28

El espectro de masas mostrd la fragmentacidn comin de estos compues
tos, es decir fragmentos a m/z M-a, M-b, M-c (ver 3-28) y anillos Ay B

de 1a mitad bencilisoquinolinica, que representa nuevamente al pico base.

El reordenamiento catalizado por acido diluido, produjo pakistanina
(1-37), lo que hizo més simple su identificaci6n. Pakistanina incorpora

la misma configuracidn en C-1' y C-6a que su precursor valdivianina (3-28).
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3.13.5.- Estereoquimica del Reordenamiento Dienona-Fenol en la Transfor-

macién de Proaporfinas en Aporfinas.

La transformacién de proaporfinas en aporfinas es un proceso que
de alguna manera ocurre enzimaticamente en la naturaleza. En el labora-
torio se repitié el método usado en la transformacién de (+)-pakistanami-
na (1-35) en (+)-1-0-metilpakistanina (ec.1)16. Pakistanina era el Gnico

representante del grupo de los dimeros proaporfinas-bencilisoquinolinas.

Fue aislado previamente de Berberis baluchistanica,B. calliobotrys y B.

orthobotrys, todas especies de Pakistadn. La intensidn al trabajar con es
tas especies era justamente aislar nuevos dimeros, que apoyaran las hipd
tesis biogenéticas, que hasta el momento se habian planteadol

Los esfuerzos al trabajar con esas plantas fueron vanos y sélo

tuvieron éxito en los estudios realizados en las especies chilenas, B. em

petrifolia y B. valdiviana.

Los nuevos dimeros, fueron reordenados en solucidon diluida de
dcido clorhidrico (figura 3-53) a sus andlogos aporfinas-bencilisoquino-
linas (ecuacién 1 y 2).Se incluye en esta lista, los nuevos dimeros en-

contrados en B. valdiviana, valdiberina (3-29) y epivaldibherina (3-31).
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Me
H
ec. 1
3-35 R=R'=Me
3-29 R=H,R'=Me
79 R=R'=H
3-26 R=Me, R'=H 2
3-30 como 3-28, pero con 6'-0H en 3-22 como 1-37, pero con 6'-0H
22= oy .
lugar de 6'-OMe. en lugar de 6'-0Me.
OM Me O
e ") O+ Me N, @ OH HO O‘ NMa ec. D
e eSS H
Ot H O
3-31 1-40
fig. 3-59

Reordenamiento dienona-fenol
Los reordenamientos de proaporfinas a aporfinas de configuracion R
se producen mediante una migracién del anillo arilico desde C-13 a C-12 del
anillo dienénico que es syn a H-6a, por medio de una rotacidn en sentido
contrario a los punteros del reloj del anillo D, como se indica a continua

e
clion:
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Configuracion R

La inspeccidn de los modelos moleculares indica que en los dimeros
proaporfinicos de partida (3-28)-(3-30), asi también como en 3-31, es
el impedimento estérico entre C-1 sustituido y H-8 el que induce el movi-
miento en sentido contrario a los punteros del reloj, apoyado por la pro
ximidad de H-12 y H-6a, y también entre H-8 y H-7a . El alivio del impedi
mento estérico es asi el factor que gobierna la estereoqufmica(de estas

interacciones)del reordenamiento de una proaporfina en una aporfina.

Luego se puso atencién en el conocido alcaloide (-)-orientalinona
(3-32), investigado en el afio 1960, y cuya estereoquimica en C-13 no era
conocidaBO. El reordenamiento dienona-fenol de (-)-orientalinona, produ
ce (+)-1, 10-dihidroxi-2,11-dimetoxiaporfina (3-33) (ecuacién 3). Como
(-)-orientalinona es epimérico con los compuestos 1-35, 3-26, 3-28, 3-30 en
C-6a, el producto aporfinico 3-33 puede ser racionalizado como el resulta
do de la migracién arflica desde C-13 a C-8, que otra vez es syn a H-ba
por medio de un movimiento en sentido de los punteros del reloj del sis-
tema dienénico de la orientalinona, como se dibuja en la estructura3-34.
En esta oportunidad es el impedimento estérico entre C-1 sustituido y
H-12, junto con la repulsién entre H-12 y H-78 el factor que gobierna el

reordenamiento dienona-fenol.
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NMe

R
Ecuacidon 3.

3-32 3-33
Se puede sacar una simple generalizacidn de estos reordenamientos:

j 1. Proaporfinas pertenecientes a la configuracion C-6a -(R) dardn una ro-
tacién del sistema diendnico en sentido contrario de los punteros del
reloj. 2. Proaporfinas pertenecientes a la configuracién C-6a-(S) exhi
birdn una rotacién del sistema diendnico en sentido de los punteros del

reloj, como se indica en 3-3h4.

Configuracidn (S)
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3.14.- Determinacién de estructuras de alcaloides secoproaporfinas-

bencilisoguinolinas.

3.14.1. Coyhaiquina (3-35)27

_ § " _ . ) ;
(+)-Coyhaiquina (3-35), Coghy 70N exhibe max(meou) 210, 231 h,
283 nm (log & 4.4k, 4.2k y 3.63). El espectro de masas (figura 3-62)
presentc un pico base a m/z 433, que corresponde también al ion molecular.
Otros fragmentos importantes se producen por la pérdida de un hidroxilo

del ién molecular y por la ruptura a través de a y b (ver figura 3-60).

nﬁz 310
MeO
MeO / N+M e
wjz 282

figura 3-60

Esquema de Fragmentacidén de Coyhaiquina
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El reordenamiento dienona-fenol catalizado por &cido de 3-35, pro-
dujo una aporfina sustituida en C-1,2,9 y 10 (3-36) cuya curva de DC mos-
tré una depresién negativa a 239 nm indicativo de una configuracién R en

C—6a29. Por lo tanto, coyhaiquina (3-35) debe incorporar la misma confi-

guracién en C-b6a.

La reaccién catalizada por acido produce un reordenamiento dieno-
na-fenol que implica una rotacién en sentido contrario a los punteros del
reloj, tal que el anillo arilico A migra al lado terminal del sistema die
nénico conjugado que estd syn a H—6a28.

El espectro de RMP (figura 3-61) de coyhaiquina mostré un singu-
lete a §2.36 para el grupo NMe, dos singuletes a §3.64 (1~0CH3) y 3,81
(2-OCH3), un doblete a § 6.14 (1H, J =2.4 Hz) para el protén en C-8, un
doblete a 66.37 (1H, J0:9.8 Hz) para H-11, un dd a ¢7.06 (1H, Jm=2.h,J0=
9.8 Hz) para H-12, un doblete a &.08 (2H, JO=8.5) para H-3', 5', y por

Gltimo otro doblete a §7.30 (2H, JO=8.5 Hz) .

Para determinar la estereoquimica relativa en el espiro centro
C-13, se realizé un estudio de RMN usando el efecto nuclear Overhausser

del alcaloide coyhaiquina. El desplazamiento quimico para H-6a (6 3.43,
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J1=6.1 Hz, J.=10.8 Hz), H-78 (d82.41, J; 5.8, J2=12 Hz), y H-7a (§2.17,

JZ
J]=10.7, J2=11.6 Hz) fueron primero asignados por experimentos de desaco
plamiento. La irradiacién de H-8 (8 6.14) produjo un e.n.o. de 1% para

el metoxilo en C=1 (& 3.64), de 3% para las sefiales a H-3', 5' (& 7.08),

y 3% para H-70(82.17). La irradiacidn del metoxilo en C-1 (§3,64) provo-
cd un e.n.o. de 2% para H-8 (66.14), y 2% para la sefial a 3', 5' (§7.08).
Por otra parte irradiando H-12 (87.06) resultSs un incremento de un 8% de

H-11 (86.37), mientras que la irradfacién de H-11 (§6.37) produjo un 5% de

e.n.o. de H-12 (87.06), (ver estructura 3-37).

3.14.2. Coyhaiquinina (3-38)

(+)~Coyhaiquinina (3-3%), CZGHZSOSN es un alcaloide sumamente i-
nestable y fue obtenido luego de una serie de ccf preparativas. Cada vez
que se requerfa un andlisis debia ser purificado, y todo el proceso de-

bia realizarse en el menor tiempo posible. El espectro de IR (figura 3-67)

mostré una absorcion KHBX(CHCIS) 1660 cm ! para la presencia de la

_
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cetona de la mitad diendnica, El espectro de masas (figura 3-66) es concon
dante con el mostrado por (+)-coyhaiquina, es decir mostré fragmentos de-
bidos a la ruptura a través del enlace eter aril-dienénico, y perdida de

una molécula de €O a partir del fragmento a m/z 310 (figura 3-64).

M - 4 (100%}

figura 3-64
Esquema de fragmentacidn de Coyhaiquinina

Es razonable pensar que este alcaloide incorpora la misma configura-

cién que (+)-coyhaiquina, y los demds dimeros alslados en B. empetrifolia.

E] espectro de RMP (figura 3-65) mostrd un singulete a 62.41 para NMe,
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dos singuletes a 63.70(J—OCH3) y 3.83 (Z:OCH3L un doblete a & 6.38 (H-11,
J,=9.77 Hz), otro doblete a 6.58 ppm para H-8 (Jm=2.75 Hz), un doblete de
dobletes centrados a 67.06 para H-12 (Jﬁ=2-75’ 4,=9.77 Hz), y por Glti-
mo mostré un par de dobletes centrados a 7.19 (2H, Jo=8.85 Hz) para H-2',
6'ya 67.86 (2H, JO=8.85 Hz) para H-3' y 5'. La sefial para el protdn

del grupo aldehido resond a 9.91 (ver 3-38é).

3-38a

3.15.~ Conclusiones acerca del estudio realizado en compuestos Proapor-

finicos.

Ya se menciond un método para diferenciar entre proaporfinas de la

serie syn representadas por coyhaiquina (3-35), pakistanamina (I-35), pa-

tagonina (3-26), valdivianina (3-28), coyhaiquinina (3-38), y valdiberina
(3-28) ;ylas proaporfinas de la serie anti, ejemplificadas por epivaldibe~
rina (3-31) y orientalinona en que los dos hidrdgenos vinilicos vecinales

del anillo D permanecen sobre el lado opuesto a H-6a.

Se puede también establecer la configuracion relativa de los alca-
loides proaporfinicos, sin haber realizado los experimentos de doble irra

diacidén usando e.n.0., para determinar la exacta posicién de los protones




CH, OH

54,

vinTlicos con relacién al protén en C-6a. En otras palabras se puede esta

blecer si el alcaloide corresponde a la serie syn o a la anti, con solo

el hecho de conocer los desplazamientos quimicos de los protones vinilicos.
Para la serie syn, los dos hidrégenos vinilicos adyacentes del anillo

D, que permanecen syn a H-ba tienen una gran diferencia relativa en los des

plazamientos quimicos de alrededor de 0.7 ppm (por ejemplo para coyhaiqui-

na (3-35), &7.06-6.37 =0.69 ppm, para pakistanamina 7.05-6.35 = 0.7 ppm;

y para coyhaiquinina 7.06-6.38 = 0.68 ppm (ver datos figura 3-68).

oMe Me MeQ
MeN O oMe  MeD NHe (WO MeD nMe
H 70 7.06 H

6386/ \
0 %3 P
Q777 A=0.68 ppm

Coyhaiquina Pakistanamina Coyhaquinina

OMe
Mel O oMe

H

Patagonina Valdivianina

Figura 3-68
Desplazamientos quimicos de protones vinilicos en

Proaporfinas de la serie syn,
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Con proaporfinas de configuracidén anti los dos hidrégenos vinili-
cos adyacentes, que ahora son anti a H-6a, estdn representados por sefia~
les separadas por solo = 0.44 ppm como en la epivaldiberina (g:éi),

6.89-6.46=0.43 ppm; y en la orientalinona (3-32), 6.88-643 ppm= 0.45

(figura 3-69).

figura 3-69

Desplazamientos quimicos de protones vinilicos

en proaporfinas de la serie anti.

Se puede concluir que no es necesario llevar a cabo andlisis de
RMN-ENO para establecer la configuracién relativa de una proaporfina sus
tituida en el anillo D. S8lo serd necesario simples sustracciones de los
desplazamientos quimicos para los dos protones vinilicos adyacentes de

ia dienona, para saber si la proaporfina pertenece a la serie syn o a la

anti.




3.16.- Glaziovina (3-33)

Es un alcaloide que se gncontré en muy pequefia cantidad en B. em-
petrifolia (3,5 mg). Adn cuando este compuesto era conocido previo a es-
te trabajo, no estaban bien determinados los desplazamientos quimicos de
los protones del sistema dienén{co. Con los datos obtenidos del espectro
de RMP corrido a 360 MHz (figura 3-71) y la generalizacién que se ha sa-
cado del estudio de los compuestos proaporfinicos, se puede indicar que
los desplazamientos quimicos son los que a continuacién se anotan en la

estructura 3-39. E] espectro de glaziovina corrido a 360 MMz desa

3-39

coplamiento de spin mostré un conjunto de dos protones vinilicos adya-

centes con una relativa gran diferencia en los desplazamientos quimicos

(A6.98-6.31=0.67 ppm) que deben permanecer syn a H-6a. Los correspondien

tes pares de protones anti a H-6a estdn representados por sefiales que es
tén separados por sélo 0.48 ppm (A6.89-6.41 = 0.48 ppm).
En general, glaziovina fue comparado con una muestra patrén ob-

tenida a partir de Berberis lycium, y fue equivalente en todas sus pro-

piedades fisicas, incluyendo un pequefio efecto Cotton negativo a 235 nm

y otro mayor a 275 nm que indica una configuracién S para el alcaloide??,

156.
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CONCLUS I ONES

Berberis empetrifolia Lam. es un subarbusto que crece en ambas

vertientes de la Cordillera de los Andes desde cerca de los 30° de la
titud, donde se encuentra por encima de los 2.800 msnm, hasta el Es-
trecho de Magallanes, doéde baja hasta el nivel del mar. Con respecto
a su quimica sélo se sabia que la berberina es el alcaloide principal
de las rafces, al igual que ocurre en muchas otras especies del géne-
ro.

Con el objeto de conocer algo acerca de los componentes minori

tarios de B. empetrifolia se trabajo con 20 kg de polvo de tallos

aéreos y subterrdneos secados al aire, recolectados cerca de Punta Are

nas.

Aparte de Berberina, detectada en grandes cantidades se aisld
una serie de otros 20 alcaloides, diez de los cuales resultaron com-
puestos nunca encontrados en forma natural. Responden a las estructu-

ras siguientes:

H Me

Chilenina Puntarenina




Patagonina Valdivianina

MeO.
He A Me
c:
wd 17
3
Coyhaiquina Covyhaiquinina

159.
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Estudiando los reordenamientos dienona-fenol catalizados por aci-
do en los nuevos dimeros proaporfinas bencilisoquinolinas se estable-
cié que las proaporfinas que'pertenecen a la configuracién C-6a (R) su
frirdn rotacién contra los punteros del reloj del sistema diendnico du
rante su reordenamiento a aporfinas, mientras que aquellos de configu-
racién (S) dardn origen a rotaciones en sentido de 1os punteros del

reloj. Asi el anillo arilico migrara desde el espiro centro C-13 al car

bono de la dienona que estd syn a H-6a.

Configuracién (R) Configuracién (S)

Un estudio del espectro de rmn de coyhaiquina, la primera proapor-
fina-bencilisoquinolina oxidada, permitié establecer un sencillo método

para la asignacion de la estereoquimica en el carbono C-13 de las proapor

finas.

Coyhaiquina
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Como se observa, la presente tesis cumplid plenamente los objetivos
planteados, en cuanto a encontrar otros dimeros del tipo de la pakista-
namina, con los cuales se establecieron interesantes correlaciones, ade

mas de determinar con éxito las estructuras de novedosos alcaloides que

mostraron modelos isoquinolinicos @nicos.

Una serie de alcaloides conocidos aislados mediante el trabajo fueron
también de interés especialmente si se considera que algunos de ellos se

les encuentra por primera vez en el género Berberis:

~Me
M
Ny
o | Me
. J ; o, OH Noroxinidrastinina
Protopina Talictricina
Me
- Mea -
Me \ i~ l
- N Me [t/\\IE:;;1;;zﬁ oo g NMe
HO N © o
y ©
. . - Me e
Dorifornina Nandinina L .
|lsotetrandrina
HMe
i Me : ] /ﬁ
MeN H H Me
Q [
>0 HOA_ ~
—-_.-——/
H Ao Chitralina

Pakistanina

Glaziovina

Trabajos futuros en el género Berberis informaran con seguridad
otros alcaloides novedosos e interesantes, como ha sido la caracte-

ristica de las especies chilenas estudiadas hasta ahora.




162.

BIBLIOGRAFIA

Fajardo, V., Urzda, A. y Cassels, B.K. 1979. Calafatine, an

unusual bisbenzylisoquinoline alkaloid. Heterocycles, 12,

1559.

Fajardo, V., Urzda, A., Torres, R. Cassels, B.K. 1979. 'Meta

bolitos seccundarios de Berberis buxifolia. Rev. Latinoam. de

Quimica, 16, 13,

Fajardo, V., Garrido, M. y Cassels, B.K. 1981. A. new imine-

bisbenzilisoquineline alkaloid. Heterocycles, lé, 1137.

Buchheim, G. en H. Melchior (ed.) 1964. Engler's Syllabus der
Pflanzenfamilien, 123., ed., vol. 2, 131-147, Borntraeger,

Berlin.

Leet, J.E., Fajardo, V., Freyer, A. y Shamma, M. 1983. Some
dimeric benzylisoquinoline alkaloids with an unusual oxygenation

pattern. J. Nat. Product.

Wu, J., Beal, J.L., y Doskotch, R.W. 1980. The structure of

thalibrumine, a reinvestigation and revision. J. Org. Chem., 45, 208.

Baldas, J., Bick, I.R.C., lbuka, T., Kapil, R.S. y Porter, Q.N.
1972. Mass spectrometry of bisbenzylisoquinoline alkaloids.

J. of the Chem. Soc. Perkin Transactions |, 592.




10.

11.

12.

3.

4.

15.

16.

163.

Craig, J.C., Martin-Smith, M. Roy, S.K. y Stenlake, J.B. 1966.
Optical rotatory Dispersion and absolute configuration.
Tetrahedron, 22, 1335.

Torres, R., Monache, F.D. y Marini-bettollo, G,B. 1979.

bisbenzylisoquinoline alkaloids from Berberis chilensis.

Gazzette Chimica ltaliana, 109, 567.

Torres, R. Monache, F.D. y Marini-Bettollo, G.B. 1979. Biogenetic
relationships between ligands and alkaloids in Berberis genus
Planta Medica, 37, 32.

Torres, R. 1983. Un nuevo dimero bisbencilisoquinolinico en

Berberis chilensis. Bol. Soc. Chil. Quim., 28 (2), 381.

Falco, M.R., De vries, J.X., De Brovetto, A.G. Maccio, Z., Rebuffo,

S. y Bick, I.R.C. 1968. Two new alkaloids of Berberis laurina.

Tetrahedron Letters, 1968, 1953.
Navas, L. 1976, Flora de la cuenca de Santiago, Ed. Universitaria

de Chile. Santiago de Chile, Vol. I1I.

Dominguez, J.A. 1928. Contribuciones a la materia Médica Argentina

(Instituto de Botdnica y Farmacologia, Buenos Aires, 91).

Fazal Hussain, S. Khan, L. y Shamma, M. 1981. New alkaloids from

Berberis orthobotrys, J. Nat. Products, 4b (3), 274.

Shamma, M., Moniot, J.L., Yao, S$.Y., Miama, G.A. e lkram, M. 1973.
Pakistanine and pakistanamine, two new dimeric isoquinoline

alkaloids, Am. Chem. Soc., 95, 5742,




17.

18.

19.

20.

i [

22.

23.

24,

25.

26.

164,

Fazal Hussain, S., y Shamma, M. 1980. Kalashine, a novel type

aporphine-benzylisoquinoline alkaloid. Tetrahedron Letters,

21, 3315,

Moniot, J.L., Hindenlang, D.M. y Shamma, M. 1979. Chemistry of

highly oxidized aporhoeadanes. J. Org. Chem., 4L (24), L347.

Fajardo, V. Elango, V., Cassels, B.K. y Shamma, M., 1982.

Chilenine : an isoindolobenzazepine alkaloid. Tetrahedron Letters,

23 (1), 39.

Fajardo, V., Elango, V., Chattopadhyay, S., Jackman, L.M. y
Shamma., M. 1983. Puntarenine : an unusual isoquinoline alkaloid.

Tetrahedron Letters. 24 (2), 155

Lu, $.-T., Su, T.-L., Kametani, T., Ujiie, A. lhara, M. y

Fukumoto, K. 1976, J. Chem. Soc., Perkin 1, 63.

Shamma, M. 1972 "The isoquinoline alkaloids", Academic Press, N.Y.

London.

Umarov, Kh. S., Ismailov, Z.F. y Yu Yunusov, S. 1968. Khim. Prir.

4 (5), 329, C.A. 70: 88017 q.

Hindenlang, D.M. 1979. Tesis de Doctorado, Universidad del Estado

de Pennsylvania.

Shamma, M. Hinderlang, D.M. 1979. '"'Carbon-13 NMR Shift Assigments

of amines and alkaloids', Plenum Press, N.Y.

Doskotch, R.W., Schiff, P.L. y Beal, J.L. 1969. Alkaloids of Thalic~

trum. Tetrahedron, 25, L69.




27

28.

29.

30.

165.

Fajardo, V., Guinaudeau, H,, Elango, V. y Shamma, M. 1982.
Coyhaiquine : an oxidized proaporphine—benzylisoquiniline alkaloid.
J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1350.

Guinaudeau, H., Elango, V., Shamma, M. y Fajardo, V. 1982.
Importance of steric factors in the conversion in the proaporphines
into aporphines. J. Chem. Soc. Chem. Commun., 1122.

Ringdahlt B., Chan. R.P.K., Craig, J.C., Cava, M.P. ¥y Shamma, M.

1981. Circular Dichroism of aporphipes. J. Nat. Products. Lk, 80.

Battersby, A.R., 'y Brown, T.H. 1964 . Proc. Chem. Soc.,85.




166

APENDICE

Este trabajo ha dado origen hasta el momento de su presentacidn a
las siquientes publicaciones:
1.- Fajardo, V., Elango, V., Cassels, B.K. y Shamma, M. 1982. Chile-

nine: an isoindolobenzazepine alkaloid. Tetrahedron Letters, 23,

(1), 39.

2.- Fajardo, V., Elango, V., Chattopadhyay, S., Jackman, L.M. y Sha
mma, M. 1983. Puntarenine: an unusual isoquinoline alkaloid. Te-’

trahedron Letters, 24 (2), 155.

3.- Fajardo, V., Guinaudeau, H., Elango, V. y Shamma, M. 1982, Coyhai

quine: an oxidized proaporphine-benzylisoquinoline alkaloid. J.

Chem. Soc., Chem Commun., 1350.

4.- Guinaudeau, H., Elango, V., Shamma, M. y Fajardo, V. 1982. Impor-
tance of steric factors in the conversion in the proaporphines into

aporphines. J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1122,




