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RESUMEN

Se describe la aislacidn, identificacién y elucidaciodn

estructural de 10 alcaloides presentes en Lycopodium panicu-

latum Desvaux -Cinco de estos alcaloides corresponden a
bases aisladas anteriormente de otras especies de lycopodium:
licopodina, acetildihidrolicopodina, dihidrolicopodina, ]icg
clavina y flabelidina. Paniculatina, paniculina, desacetil-
paniculina y anhidrodesacetilpaniculina son alcaloides nue -
vos. ET alcaloide restante, deéaceti]]icoc]avina, conocido
como producto derivado de licoclavina, ha sido aislado por
primera vez como base natural.

La estructura de paniculatina se obtuvo por estudio
de sus propiedades espectrosclOpicas y quimicas y por un ana-
lisis de Rayos-X. de su hidrobromuro. Estos estudios reve -
Tan que paniculatina posee en su estructura un nuevo siste -
ma de anillos no reportados a la fecha en los alcaloides de
Lycopodium  conocidos. La estructura revelada por Rayos-X
es analizada en funcién de la informacién proporcionada por
los espectros de resonancia magnética nuclear de protones y
carbono-13, como asimismo por Tos espectros de masas de pani
culatina y sus derivados.

Finalmente, se determiné su configuracion absoluta a

- XLV




través de la aplicacién de tres métodos independientes, con
.resultados totalmente concordantes.

La elucidacidén de la estructura de paniculina y deri-
vados naturales se determiné en base a 15 evidencia espec -
troscopica y quimica de estos alcaloides. Su estructura co
rresponde a un derivado del tipo de licopodina con un Sustis
tuyente hidroxilo en C7. La confiquracién absoluta de la
hidroxicetona derivada de desacetilpaniculina corresponde a
Ta misma serie enantiomérica de licopodina.

Desacetillicoclavina fue identificada como el ‘alealal
de obtenido anteriormente por hidrélisis de ]icocTavinavme-
diante comparacidn de sus propiedades fisicas y espectroscd
picas v por sus transformaciones en otros alcaloides conoci
dos. Se analizan los resultados obtenidos por resonancia
magnética nuclear de C-13 de este alcaloide y algunos deri
vados y su correlacidén con resultados obtenidos del estudio
de otros alcaloides del tipo de licopodina.

La identificacién de los alcaloides descritos ante -
riormente en la literatura se efectud a través ae compara -
cion de propiedades espectroscépicas y/o con muestras autén

ticas.
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INTRODUCCION

ET analisis fitoquimico de las especies del género Ly-
copodium ha aumentado considerablemente en los Gltimos afios. -
De los extractos neutros ha sido posible detectar, ais

lTar y determinar la estructura de un gran nimero de triterpe

noides pentacic]icosl, diterpenoidesz, hidratos de carbono3,

acidos grasos e hidrocarburos4.

E1 estudio del contenido quimico de los extractos basi
cos ha permitido aislar, caracterizar y resolver estructural
mente un gran nimero de alcaloides; bases naturales que, de-
bido a su exclusiva distribuci6n taxonémica* y caracteristi-
cas estructurales, se han reunido en la 1lamada familia de

"alcaloides de &ycopodium"s's.

Aidn cuando la aislacidén de un alcaloide de una especie

de Lycopodium se informdé por primera vez hace ya casi un si-

glo, el estudio sistemdatico se inicid aproximadamente en
1940.
La estructura de licopodina (l), el alcaloide mas am -

pliamente distribuido en el género, fue propuesta por MaclLean

9,10 11 hi

y Harrison en 1960, tres afios después que Wiesner

ciera lo propio con annotinina (2) en 1957.

* gymnamina, un alcaloide traza, aislado desde Gymnema syl -

vestre R. Br. (Asc]epfadaceae) ha sido propuesto como la pri

mera base tipo Lycopodium que se encuentra fuera de la fami-

lia 1ﬁcopodiéceaslz.




A la fecha se ha examinado unas veinte especies del
género de unas cuatrocientas que existen13 logréandose carac
terizar y definir estructuralmente alrededor de unos ciento
diez a]ca1oide56’7.

Los métodos de extraccidn. de alcaloides de.Lycopd -

dium son, mds bien, convencionales e incluyen técnicas usan-
14-17 18-20

do solventes organicos Yy soluciones acidicas

Entre las técnicas de separacidn y purificacidn de al-

caloides de Lycopodium son comunes 1las cromatografias de ad-

sorci6n15’17’21’22, distribucién en contracorriente!8>23-24,

17

cromatografia de columna seca ', formacidn de derivados , y

. ; s ! : 25
cristalizaciones y cromatografia de gases preparativas®”.

Las estructuras de los alcaloides de Lycopodium que han

sido propuestas muestran que, en general, estas bases natura
les poseen moléculas alifdticas policiclicas : tres, cuatro
0 cinco ahi]]os, con uno o dos atomos de nitrdgeno.

En términos de sus esqueletos carbonados los alcaloides

de Lycopodium se han reunido en catorce grupos, familias o

tipos estructurales que se muestran en la figura 1.

E1 sistema de numeracidn utilizado es el propuesto por .
Wiesner26 |

La mayoria de estos alcaloides pertenecen estructural-
mente al tipo de licopodina (l)(G). Otro ndmero importante

de bases se reunen bajo les esqueletos de licodina (ll)(27’28)
serratinina (Q)(29_33), cernuina (§)(34_36), y alopecurina (7)

(17). No obstante, hay algunos tipos estructurales que tienen




1]
o

Annotina (4) Serratinina (5) Fawcettidina (6)
o
N 1
3
1 ‘
OH :
I
CH,
OCOCSHS
Alopecurina (7) Cernuina (8) Lucidulina (9)
8
Co,cH -
23 10\
9 9
OH o / H2N a7~ "NH
! *k;/ul XY,
Annopodina (10) Licodina (11) Selagina (12)
9
H NS 9
Y a M T Yo
1 1
Licoflexina (13) Base R (14)

Figura 1. Tipos estructurales de alcaloides de

choEodium.




como dnico representante al alcaloide que le ha dado origen.

Asi ocurre con: lucidulina (g)(giz annotinina (g)(ll), anno

)(38—39), 1iconn6tina (g)(40)

podina (lg)(éz), selagina (12
y licoflexina (;g)(41).
Desde otro punto de vista, las funciones quimicas mas

frecuentemente encontradas en alcaloides de "Lycopodium son

alcoholes (secundarios y terciarios), acetatos y cetonas.

Los enlaces dobles se encuentran mis escasamente. Contrarig

2

mente a otros tipos de alcaloides, en Lycopodium sélo se ha

demostrado la existencia de cuatro alcaloides que poseen el

(23), u—obscurina'(lﬁ), B-obscu-

grupo N-CH3:_]ucidu11na (9)
rina (lg)(42—43)y sauroxina (ll)(19’44). Lactonas, se han

verificado en solo dos alcaloides de’lybbpbafhm17’45.

T ~~ TNH 3 2l H
CH, Vo cH, S I N
(15) (16)

Una parte importante en la investigacién quimica actual

- de los componentes basicos de 1los extractos de‘LycpbOdiUm,se
ha dirigido hacia la aislacidon y determinacién de las SR
turas de aquellos alcaloides que se encuentran en pequefias
cantidades. Esto es posible gracias al extraordinario avance

instrumental de técnicas fisico-quimicas de analisis, que




nermiten con analisis no destructivos y usando pequeAisimas
cantidades de material quimico, obtener valiosa informacién
estructural.

Fn este sentido es conveniente destacar la enorme uti-
lTidad de las espectroscopias infrawoja, ultravioleta, reso-
nancia magnética nuclear protdnica y de abundancia natural
de carbono 13, de dispersidn 6ptica rotatoria, de la espec-
trometria de masas y finalmente, del andlisis cristaloarafi
to de rayos X, que entregan informacidon tanto de las bases
naturales como de sus derivados.

La adecuada utilizacidn de toda esta informacidn per-
mite hacer aproximaciones estructurales, imposibles de lo -
grar con los métodos dearadativos cldsicos, maxime cuando
se trata de "alcaloides menores", es decir, aue sdlo se en-
cuentran en pecuefia cantidad en el veaetal.

Debido a su conexidn con el presente trabaio debemos
ilustrar, someramente, la importancia de algunas de estas
técnicas en relacidn con el prohlema de 1la e1ucidaci6h es -

tructural de alcaloides de Lycopodium.

Naturalmente aue la espectroscopia infraromia (I R )ha
sido determinante en la asignacidn de arupos funcionales

bresentes en la molécula de alcaloides de lycopodium v,méas

ain, ha permitido hacer importantes inferencias sobre la es-
tereoouimica de los mismos. Asi, por éjemp]o, las uniones
de puente de hidrdaeno de grupnos hidroxilos con carbonilos

0 con el atomo de nitrdoceno quedan nerfectamente estahbhleci-

dos al estudiar los efectos de la concentracidn de 1la




solucidn en la frecuencia de la absorcién del arupo hidroxi

1o en el espnectro IR del a]ca1oide46_47.

De este modo, es
posible entonces decidir la naturaleza del druoo OH como
enlazado intramolecularmente o no enlazado; 1o que tiene’
gran implicancia estereoquimica.

Por otra parte la fusién cis o trans de los anillos
que constituyen el sistema auinolicidinico exiStente en es-
tos alcaloides puede ser inferida de la ausencia o presen
.cia de "bandas de BohTmann" en la regidn de frecuencias de
2.850-2.700 cm'1 respectivameﬁte, en los esnectros IR. Estas
bandas estdn asociadas a la existencia de a 1o menos dos
dtomos de hidrdgeno orientados trans diaxialmente con el par.
electronico no compartido del dtomo de nitréqen047_48.

‘Fina1mente, cabe mencionar la utilidad de 1la espec -
troscopia IR en la ubicacidn de un é]ca]oide como pertene-
ciente a la familia estructural de alopecurina, arupbo de ba-
ses que en la regidn de 1.490 - 1.510 cm™t muestran una ban

da que ha sido asociada con las vihraciones de arupos meti-
49-50

lenos en un sistema pentaciclico altamente rigido
La espectroscopia ultravioleta (U V), por su parte, ha
sido importante en la identificacidn de alaunos crom6foros

presentes en la molécula de alcaloides de Lycopodium o de sus

derivados vy junto con proporcionar esta informacidn funcio -
nal ha tenido alauna relevancia estereoquimica. Se ha obser
vado que todos los alcaloides del tipo de licopodina (1)

que 1levan un carbonilo en carbono 5 v en los cuales el par



electrdnico no compartido del &dtomo de nitroaeno es ecuato-
rial al anillo A, es decir, muestran la miéma estereoquimi-
ca de Ticopodina, desarrollan una banda de absorcién en la

regidon de 220-260 nm. en sus espectros U V como se aprecia

en la Tabla 1.

Tabla 1

Absorcion de alcaloides del tipo licopodina en la reaidn 215-

48
230 nm .
Alcaloide A mdx (e)
Licopodina (1) R =R,=Rg= H 217 (2.400)
Licodolina (27) Ry=Rp=H; Ry =0H 221 (1.500)
Flabelliformina (18) R1=OH;R2:R3= H 228 (' 500)

1-29 (19) R1=R3=H; R2= OH 220 (2.500)




Estas bandas se producen en las B-aminocetonas en que
el par electrénico del &tomo de nitrégeno, el enlace o en -
tre los carbonos a y B y el orbital m del carbonilo son pa-
ralelos (20). Estas_absorciones energéticas-que desapare -
cen por protonacidn del &tomo de nitrdgeno-son atribuidas
a un desdoblamiento en los niveles de energfa electrdnica
provocado pof una interaccion del par electrdnico no compar
tido del atomo de nitrdgeno y el orbital 7 del carbonf]o a

-través del enlace o entre los carbonos a vy B.

E1 alcaloide 12-epilicodolina (glxkbase que ha .sido co
rrelacionada quimicamente con Ticopodina47, no muestra'absor-
4ci6n entre 215-260 nm, de 1o que se deduce que la configura -
cion del- par electrdnico del dtomo de nitrdgeno es axial con
respecto al anillo A.

La espectrometria de masas, desde que MaclLean racio -
1iz6 las fragmentaciones dé] ion molecular de una serie re-
presentatfva de alcaloides de 1ycopodium51, ha 1legado a ser
una herramienta 1ndisbensab]e en los estudios estructurales

de estos productos naturales




Desde entonces, han sido informadas racionalizaciones

de espectros de masas de varios representantes de otros ti-

pos de alcaloides de lycopodium, como por ejemplo, serhatinj

na (g)(33), cernuina (§)(52), annotina (ﬁ)(53), lucidulina

HO

#

00

HO

Qe Z
= o

—~
tO
S
—
Lk

Estos estudios en virtud de las sefiales diagnésticas
que ha sido posible racionalizar, han permitido averiauar

por una parte, si el esqueleto carbonado presente en un al-

caloide de lycopodium corresponde a alauna de las familias
estructurales conocidas y, por otra,ha ayudado en la identi
ficacidon y ubicacidon de los diferentes grupos funcionales en

1.5
esos esqueletos carbonados41’“4.
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Por ser de utilidad en el presente trabajo discutire-
mos brevemente. los espectros de masas de algunos derivados
de la familia de licopodina y la informacidn estructural que
es posible deducir de ellos. Los espectros de masas de 1i-
copodina, dihidrolicopodina, acetildihidrolicopodina, clavo
Tonina y annofolina se muestran en la figura 2.

Los rasgos mds sobresalientes en estos espectros de
masas pueden ser resumidos en los siguientés puntos:
l1.- Los E M tienen una apariencia general, mds bien, simple;
§01o aparecen pocas sefiales de gran intensidad relativa.
"2.- Los E M muestran sefiales de i6n-molecular de baja inten-
sidad relativa.

3.- La presehcia de una senal a M+—43 de valor diagnéstico

Y cuya intensidad relativa es de daran importancia, como se
discute mads abajo.

4.- En los E M de alcaloides de la familia de licopodina que
no llevan sustituyente en el anillo puente (D), (espectros
a, by c de figura 2.) aparece una sefial de gran intensidad,
que casi siempre es la sefial base, a M+-57. .

5.- Cuando estos alcaloides 1levan un sustituyente en dicho
anillo tal sefial aparece en su E M a valores correspondientes
(espectros d y e, figura 2) o sea, si en el anillo hay un
grupo OH o bien OCOCH3 por ejemplo, la sefial aparece a MT-

730 a M+—116, respectivamente, en lugar de M+—57.




6. Los E M de alcaloides de la familia de licopodina que
no 1levan un atomo de hidrégeno en Cl12, resultan mucho mis
complicados. Esto se traduce en un aumento de la intensidad
de las sefiales a Mt =45 -y a M* -56(0 su equivalente).

" Los E:M: de estos alcaloides han sido racionalizados

por MaclLean de acuerdo a la fragmentacidn preferencial segui

da por el sistema ciclohexilamina, constituido por el atomode

nitrdgeno y el anillo puente D. Esto significa primera -
ﬁente una ruptura B, seguida de uﬁa transferencia especifica
de un atomo de hidrdgeno alilico generando un i6n mis esta -
b1e55.'

Segin Maclean, la sefial a MT-57 (o su equivalente) co-
rresponde a la pérdida de la unidad C4H9 (0o su equivalente)
desde el i6n molecular; elementos que provienen del anillo
puente incluyendo el &dtomo de hidrdogeno del carbono 12, como

se muestra en Ta figura 3.

12

En Tos E M de alcaloides de este tipo estructural apa-

recen sefiales metaestables que concuerdan perfectamente con
los valores calculados para el transito MT—>M+-57.

Los alcaloides del tipo de licopodina que no 1levan un
atomo de hidrdgeno en carbono 12 producen, como se dijo, es-
pectros muy diferentes. Esto se debe fundamentalmente, se -
gin MacLeanSl, a que ja fragmentacidon caracteristica que im-
plica la pérdida de parte del anillo D se produce mas Tenta-
mente. Esto se traduce en una baja considerable de 1a~integ

sidad de la sefial M+—57, un incremento importante en la
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N N ~ Ry=H:M'-57
I Ry=0H:M'-73
m/e 146

m/e 174

Figura 3. Racionalizacién de EM

de alcaloides tipo
licopodina.

intensidad de 13 sefial M*. 5p6 y 1o que tiene carjcter diag. -
nostico, un incremento de 1a sefial M*- 23 aue, incluso 1leaqa

a ser mayor que la sefal a M'- 57 .

As1 entonces, por

analisis comparativo, permite decidir si

la base en cuestiodn

Pertenece a la familia de licopodina, si 1leva sustituyente

en el puente y si posee un dtomo de hidrdaoeno enuC a2

Ain cuando. la esrectroscopia de resonancia magnética

nuclear proténica (RMNP) ha sido una herramienta valiosisima



en las investigaciones estructurales de alaunos tipos de al

caloides, en 1o que respecta a los de Lycopodium ha tenido

una utilidad mas bien limitada. DNebido a la presencia de
un nimero relativamente pequefio de arupos funcionales y a
la naturaleza policiclica de cardcter a]TfaticaAde estos
productos naturales, los espectros de RMNP resultan demasia
do complejos. Esta complejidad, que se traduce en anchas
sefiales no analizables (ni mucho menos asignables), deriva
‘de los extensos acoplamientos spin-spin y fundamentalmente,

de Ta superposicidn de sefiales en un rango de 1-2.5 p.p.m

desde el TMS, causado por el pequefio desplazamiento quimico

de 1a mayor parte de los protone556.

Sin embargo, lo anterior no ha sido 6bice para que la
informacidn proporcionada por los espectros de RMNP relati-
va a la naturaleza de grupos funcionales, ubicacién y algu-
nas implicancias estereoqufmicas de las bases naturales ¢
de sus derivados, se haya empleado y se emplee en los traba

jos de elucidacidn estructural de alcaloides de Lycopodium57

Naturalmente que la sofisticacidén instrumental y el perfec-
cionamiento de técnicas de desacoplamiento estan jugando un
importante rol (e.g.,RMNP 220 MHz).

La resonancia magnética nuclear de abundancia natu

13

ral de carbono 13 (RMN-°C) por su parte, esta ampliando 1a

utilidad de é€sta espectroscopia en la determinacidon de 1la
estructura de estos a]ca]oidesss.

Aunque los principios son Tos mismos que en la RMNP, la

14




baja abundancia natural del isdtopo kg (1.1% .contra 99,97
de;H ) y la baja sensibilidad nuclear del &tomo de carbono
(s6lo el 1,6% de la del dtomo de hidrégenoSg) hacen que 1la
obtencidn de un buen espectro de RMN13C requiera una con-
centraciodon de la muéstra mucho mayor que la necesaria en
RMNP.

13C de un alcaloide contiene una

Los espectros de RMN
multitud de sefiales no interpretables, frecuentemente muy
anchas y de variable intensidad, provocadas por los acopla
mientos spin-spin heteronuclear a través de uno o mis en -
Tace558. Sin embargo, se han desarrollado técnicas éue sim
plifican lTos espectros haciéndolos mds utilizables. Una
de estas técnicas consiste eh obtener espectros con una
irradiacidén simultdnea de todo el rango de RMNP eliminando

1

tales acoplamientos con los niicleos de 3C'(noise decou -

)(58"59). Estos espectros son barridos un gran nime-

pling
ro de veces y las sefiales acumuladas hacen posible el re -
gistro de espectros con una muy buena relacidn seﬁai/ruido.
En estas condiciones. cada carbono del compuesto aparece
como un singlete y se puede conocer los respectivos despla
zamientos quimicos.

Como esta informacidon es limitada, sobre todo cuando
es difici] hacer las respectivas asianaciones,se utilizan
otras técnicas que no eliminan en su totalidad los acopla-
mientos 1H /13c, sino que sblo los atenuan (single frequen

- i oo
cy off resonance decouphng:sm"ord)(5 59).

15




Con esta técnica se consigue averiguar la respectiva
mﬁ]tip]icidad de cada carbono. Se puede asi distinguir los
carbonos primarios, secundarios, terciarios y cuaternarios
segﬁn aparezcan como cuartetos, tripletes dobleteso single-
tesrespectivamente. '

En analogia con la experiencia de 1la espectroscopia
RMNP los carbonos mds altamente sustituidos, los carbonos
unidos a grupos electroatrayentes o carbonos enlazados por
enlaces mQ]tip]es resuenan a mas bajo camp058.

Los sistemas ciclicos de seis miembros, por efecto de
sustituyentes y sus orientaciones geométricas, muestran im-
portantes desplazamientos en las ppsiciones o ,Byy Yy ha
sidq establecido el cardcter aditivo de tales efectosGO;
W.A. Ayer y co'laborad_ores56 han registrédo los espec-

13-

tros de RMN""C de algunos alcaloides de lycopodium de la fa

milia de licopodina y usando técnicas standard han hecho
asignaciones de los desplazamientos quimicos de casi todos

los carbonos, tal como se muestra en la Tabla 2.

Con excepcidn de los carbonos C 5 y C 13, cuyas reso -

nancias fueron asignadas usando la teoria del desplazamiento

quimico, la proteccidon de los carbonos de licopodina puede.

ser reunida  en dos regiones -del espectro : una que va desde

16 a 27 p.p.m y la otra desde 36 a 48 p.p.m. desde el TMS,

Ayer ubica, usando aproximaciones aditivas simples, en

la primera regidn a los carbonos C2,C3,C10,C11,C15, y Cl6 ¥y
en la segunda a 165 carbonos €1,C9,C4.C6,€7,C8,C12 ¥ €14,

16



TABLA

2

RMN%SC de alcaloides tipo licopodina

(

Licopodina (l)R1+R
B-dihidrolicopodina (22)R
a-dihidrolicopodina (26)R,=0H;R
Licodolina (27)R

3

12-epilicodolina (21)

1)

WONOWONANOOO - WWPR S wWwMN

(22)
47.
20.
23:
32.
68.
34.
35.
42.

OO L ONOUTO U N =

2=O;R3=
1=0H;R2:
1
=0H;R1+R2=0

(26) 4
47.2 46.
19.9 1%
19.9 19.
37.2 43,
71.5 212
36.6 44
36.3 40.
42 .2 35,
47 .2 46.
26 .4 20.
24.8 30.
45.5 69.
hba 8 61.
43.4 36.
28.9 24,
24 .1 22,
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48.
25,
-18.
52
210.
a4,
240.
37.
48.
21,
30,
70.
62.
o,
24,
22.
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Estas asignaciones sealn Ayer, fueron hechas usardo deutera
cion, analizando la multiplicidad de las sefales aue resul-
tan de Ta aplicacidon de Sford y de desacoplamientos selecti
vos. A pesar que algunas asignaciones aparecen como tenta-
tivas, ellas parecen ser internamente consistentes.

Hay algunos hechos importantes que surgen de los re -
sultados de RMNlac de esta serie particu]ar de compuestos.
La proteccidn del carbono C15 podria reflejar, sealin Ayer,
]l efecto estérico Qenera] debido a 1a presencia de un sus
tituyente en el carbono C5. La proteccidn encontrada para
Cl5 en licopodina (1), B-dihidrolicopodina (22) y o-dihi =
drolicopodina (26) indican que la influencia estérica de un
grupo carbonilo o de un arupo acetoxiloaxial es intermedia
a la ejercida por un arupo hidroxiloaxial (proteccidn) por
una parte y un grupo hidroxiloecuatorial (desproteccién)
por otra.

_ Ayer supone aue este efecto podria ser una consecuen-
cia de la ubicacion de estos carbonos en el bicié]o—
[3,3,1] nonano. .La proximidad de los carhonos C5 y C15 se-
ria también la responsable de la distorsién de los anj]]os
del biciclo observada en RMNP16.

Ayer observd también un dramdtico cambio en 1la protec
cidon del carbono C14 de licodolina (27) en comparacién con
12-epilicodolina (gl) alcaloide que muéstta un cambio confi
guracional alrededor del carbono Cl12 y del atomo de nitroge
no. E1 carbono C14 en 12-epilicodolina, seain Aver, resul-

ta mas protecido que en licodolina porque,'ademés de los

18
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efectos de Tos protones axiales de los carbonos C1 v L3
siente el efecto de proteccidn de los protones axiales de

Tos carbonos €9 y C11 que no afectan a C14 de licodolina.

(21)

Este notable cambio en la proteccién de C14 podria
resultar, de acuerdo con Ayer, en una herramienta diagnosti
ca utilisima en la determinacidn -junto con U V. e I R -de
la configuracion del dtomo de nitrégeno para compuestos de
estructura relacionada. Ayer, utilizando este nuevo antece
dente, confirmd la esteroquimica de sauroxina (17) comparan
do el desplazamiento del carbono C14 con el de su epimero
o- obscurina56.

Hemos calculado el corrimiento aquimico de los carbo -
nos afectados por la introduccidn de un arupo OH ecuatorial
en el carbono 8 de licopodina, usando los valores para los

; desplazamientos quimicos asianados por  Ayver para licopodina
y los cambios en los mismos debido a la sustitucion en las
61

posiciones a ,B y Y propuestos por J.D. Roberts ".

Este autor ha sefialado que en. posiciones a y B el




20

arupo hidroxilo ecuatorial produce una desnroteccién adicio
nal de 43.2 y 8 p.p.m.‘respectivamente, mientras que esta
sustitucién protege la posicidon y en 1.1 p.p.m.

Los valores calculados para clavolonina (8-a-hidroxi-
'1icopod1na) se muestra en la Tabla 3Yfiqura 4 junto é los

de licopodina y de clavolonina encontrados por Ayver.

Tabla 3

Calculo de desplazamiento quimico de alaunos carbonos de
clavolonina. ( en p.p.m.)
clavolonina <clavolonina

licopodina (calcl) (exp.) (8 cal- Sexp.)
Carhono 8 43,1 86,3 79,9 7,4
15 25,8 33,8 33,0 0,8
7 3753 ) 45,3 43,1 248
16 23,3 22,2 19,4 2,8
14 43,7 42,6 42,0 0,6
12 45,5 44 04 43,9 05
6 '43,3 42,2 36,8 bal

Con excepcidn del carbono C8 que 1leva el hidroxilo y
por tanto facilmente ubicable y el carbono CS, el resto de
Tos carbonos muestran desplazamientos quimicos que concuer-
dan estrechamente con los valores calculados.

Las diferencias observadas, excepto C8 y Cbscaen en un
rango de 0.5 - 2.8 p.p.m. |

Estos resultados podrian sugerir la posibilidad de ha-

cer asignaciones tentativas de los desplazamientos quimicos
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de los carbonos constituyentes de alcaloides que tienen el
esqueleto de licopodina, al disponer de un espectro total-
mente desacoplado (noise decoupling) usando como base las

asignaciones realizadas por W.A. Ayer y los efectos de sué

titucidn pertinentes.

36.5 e
N
NS N
o O
X ) et - . ' i = 56
Figura 4. RMN"’C de clavolonina. a) asignacion de Ayer y

b) cdlculo desde licopodina

Las determinaciones de las estereoquimicas relativas y
absolutas de alcaloides de Lycopodium han significado una
fructifera combinaciﬁn de resultados quimicos y anélisis es-
pectroscépicos.

Las determinaciones de las configuraciones relativas de
algunos centros ésimétricos en alcaloides aislados en cantida
des relativamente importanteshan sido 1levadas a cabo junto

con los trabajos éstructura]es, Algunos de éstos son ejemplos




Vi

de brillantes deducciones quimicas que posteriormente han
sido plenamente confirmadas por técnicas mds sofisticadas.

Asi, por ejemplo, la estereoquimica de todos los centros

asimétricos de annotinina, con excepcidén de C15, se obtuvo
62-65

por consideraciones quimicas

/// H

annotinina (4) difenilannotinina(28) bromhidrina de
: annotinina (29)

La configuracion ré]ativa de C15 se-determind analizan
do el importante efecto protector de a 1o menos un anillo
bencénico sobre el arupo CH3 observado en el espéctro de
RMNP del derivado difenil annotinina'(gg)(GG).

E1 analisis de Rayos-X dé Bromhidrina de annotinina
(gg)(67) no so]amenfe confirmdé todos 1los aspectos estructura
les y las asignaciones estereoquimicas derivadas de esos tra
bajos, sino que también estab]ecié la estereoquimica relativa
de C15.

Otro interesante ejemplo se encuentra en los trabajos

realizados por Inubushi y colaboradores en las determinaciones
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estereoquimica de serratinina (5) y alcaloides relacionados.
E1 andlisis de los resultados de una serie de reacciones qui
micas permitié a los autores resolver la totalidad de los.

problemas estereoquimicos planteados por serratinina y deri-

Vados32,33.

(5)

Con Ta sola excepcidn de la orientacidn del enlace
N-C4, todas las deducciones logradas fueron confirmadas com-
pletamente por analisis de Rayos—X(GB). La estereoquimica
correcta de serratinina se muestra en (5).

De igual manera, los intensos trabajos degradativos
realizados en licopodina 1levaron a proponer su estereoes -
tructura. La ausencia de bandds de Boh@mann en el espectro
IR de Ticopodina indujo a pensar que 1la orienfacién'de] dtomo
de hidrdgeno en e]hcarbono 12 debia ser. ecuatorial y cis al
anillo puente. La 12-epilicopodina, contrariamente, mues-

tra importanfes bandas de Bohlmann en su IR. La
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configuracidon del carbono 15 fue establecida por Anet al co

rrelacionar Tos alcaloides annofolina, acrifolina y licopo-

diha69.

o\\s. R\; (20) E\

4 N | 421//) N

(1)

anhidrodihidrolicopodina

En torno a la configuracidn del carbono C4, aunque no
fue rigurosamente establecida, se supuso que el enlace C3-C4
debia ser ecuatorial debido a la gran estabilidad a lé iso-
merizacion de 1icopodina en medio dcido ® basico. Por otro
lado, el producto de reduccidn de licopodina con hidruro de
a]hminio y litio, dado el impedimento estérico del anillo
puente, debe ser el Qcoho] con el grupo hidroxilo orientado_
axialmente: B-dihidrolicopodina (gg)(47°70). Este derivado
se deshidrata alin en ¢ondicione$ muy suaves (por ejemplo,
con cloruro de tionilo) generando una olefina, cuyo es -

pectro de RMNP muestra la presencia de un hidrdgeno




olefinico indicando, en consecuencia, que esta deshidrata -
cion ocurre entre el carbono 5 (OH) y el carbono 4 (H)(69).
La facilidad de la deshidratacién debe involucrar que los .
grupos salientes estan transdiaxialmente orientad0569’70.
Avala esta suposicidon que fija la configuracidn del carbono
4, el hecho que el producto de reduccidon de licopodina con
metal y amoniaco no se deshidrata ni siquiera en condicio -
nes mucho mds drdsticas (por ejemplo, con P,0; en reflujo).
Este alcohol (a-dihidrolicopodina) debe tener el grupo hi -
droxilo en la orientacidon mds establer la ecuatorial

Obviamente, las configuraciones relativas de un gran
nimero de alcaloides han sido definidas luego de una corre-
lacidon quimica con licopodina. Este es el caso de: licodo-
1ina47, f]abel]iformina46, 1icodina28’43, etc.

La utilizacidon de técnicas de difraccidn de.rayos X ha
permitido confirmar a]guﬁas estructuras pnopuesta567’68’71
y elucidar las de algunos alcaloides obtenidos en pequefiisi
mas cantidade523’37’41’72’73.

Asi como la determinacidn de la configuracidn relati-
va de Tos centros quirales incluye trabajos degradativos,

correlaciones y analisis espectroscépicos, la determinacidn

de la configuracidn absoluta de alcaloides de lycopodium ha

implicado también la utilizacidén de técnicas fisico-quimicas
y métodos quimicos. Entre los primeros es conveniente men-
cionar el analisis de las curvas de dispersidon Ooptica rota-

toria (DOR) y de dicroismo circular.

16,6970
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Entre las técnicas quimicas figuran el "método o re -
gla del benzoato" y el "método de Horeau" que por ser apli-
cados en este trabajo deben ser comentados brevemente.

E1 método de Horeau o del desdoblamiento parcial rela
ciona,empiricamente, la configuracién absoluta de un alco -
hol secundario Opticamente activo con Ta esterificacién pre
ferencial por una de las antipodas Opticas del acido a-fe -

74-76

nil butirico racémico Este método estda basado en las

&iferencias de reactividades debido a los impedimentos es -
téricos de los sustituyentes del carbinol.

Un enantiomorfo A puede reaccionar con distinta velo-
cidad con cada uno de los antipodas dpticos dy 1 de otro
compuesto B. ’Esto es, si se mezclan en reaccidn "una molé-
cula de A con una de dy una de'l,o sea con dos mo]écu]as_rg
cémicos de B"se debe eéperar encontrar al final de la reac -
cidn en la parte no cqmbinada, un exceéo de un; de los anti
podas en relacion al otfo

En una esterificacidn por ejemplo, si se hace reaccio
nar-un alcohol con cloruro de acido a-fenil butirico racémi
co (o mejor ain, con el anhidrido correspondiente) se debe
esperar que, en la porcidon no esterificada, se encuentre un
exceso de un acido d6pticamente activo, tal como se ilustra

en la siguiente ecuacidn, en que suponemos que el alcohol

R'OH reacciona preferencialmente con el anhidrido (Rd»CO)ZO'
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R.CO R.CO
REQH w0 g S e e
Rdco/ R]CO/

- RdCOOH + 2 R, CO0H

d 1

La actividad 6ptica del producto debe corresponder
al mostrado por el acido R,COOH.

De este modo, conociendo la configuracién absoluta del

antipoda que aparece-debido a la actividad optica obser-
vada en la porcién no combinada- y por lo tanto la configu-
racion del que reacciona preferentemente, se puede deducir
la configuracidn ébso]uta del alcohol.

La esterificacién se 1leva a cabo en piridina con un
exceso de anhidrido a-fenil butirico racémico. EIT rendimien
to de esterificacion es ca]cu]ado después de una hidré]isié
selectiva del anhidrido de exceso con exc]usién-de1 éster
formado y titulacidon del &cido con hidréxido de sodio (ver
parte experimental, pdginass8). Esta solucién acuosa se agi-
ta con benceno para separar la sal sddica del ester. EI étj
do de Ta sé] es liberado por acidificacién. E1 poder rotato
rio de esfe G1timo permite encontrar por ap]ipacién de una
regla simple, la configuracidén absoluta. "Si el icido obte-
nido es levdgiro, el alcohol secundario tiene tal configura-

cion absoluta que escrito en proyeccién de Fischer el grupo

" OH estd abajo, el H arriba y el grupo estéricamente mis vo -

Tuminoso (grupo L) se encuentra a la derecha®”.
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Figura 5. "Regla de Horeau"

La aplicacidon de esta "regla de Horeau" ha sido inten
sa y ha mostrado una muy buena concordancia con 1los resulta
dos obtenidos con otros métodos.

Los rendimientos 6pticos (20-70%) son tanto mis altos
cuanto mas 1mportantes son las diferencias en las restr1cc1o
nes estéricas que imponen los grupos vecinos a] carbono car
binol. .

La experiencia de Horeau en la aplicacidn de su méto-
do, ha permitido hacer una clasificacidon de la voluminosidad

de los grupos alquilicos en orden decreciente76

CH3\ CH3\

CH—C - > CH - > CH.CH, - > CH, -
3 i 3
b 4 ~

CH, CH,

En la serie aliciclica se debe considerar la corres

pondiente analogia. Esto permite, con la ayuda de modelos
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moleculares, asignar los grupos L ("mds grande") y M ("mis

pequefio”). Asi por ejemplo:

OH

OH

E1 método pierde precisidn cuando los sustituyentes
del alcohol no presentan grandes diferencias estéricas; es-
to se manifiesta en un bajo valor del rendimiento 6btico.
En tales casos los resultados dbtenidos con la aplicacidn
del método deben ser considerados cuidadosamente75.

Experimentalmente, el método implica el uso de peque -
fas cantidades del alcohol por cudnto el dcido a-fenil bu -
tirico posee una actividad optica importanteitg]D = hOhNG e

La 1idea bdasica del método de Horeau se ha exfendi-
do, en su aplicacidon, a otfos grupos funcionales: aminas
primarias y secundarias, alcoholes primarios deuterados 0
simplemente en el mejoramiento de técnicas de andlisis de
productos usando cromatografia de gases78, por ejemplo.

Finalmente, debemos decir que e]imétodo dé Horeau ha

sido aplicado en la determinacidon de configuraciones abso -

lutas de alcaloides de Lycopodium: cernuina » By a-dihi

. - 8 ’ . . =
drohcopo_dma4 » con resultados coincidentes con otros métodos.



Otro método usado para determinar la configuracién ab
soluta de un alcohol secundario es da denominada "rRegla del

"(79). Esta"regla del benzoato" es una extensién .

benzoato
de la regla de Mills, una extensidn de la rég]a de Freudenbérg
0 regla de ftalato dcido y una aplicacidn de 1la "reglas de
disimetrias conformacionales" de Brewster80.

Si Ta actividad 6ptica de una molécula se debe a las
contribuciones de cada uno de sus centros quirales Yy si uno
de ellas es modificado por cambios conformacioha]e;, la ac-
tividad optica de la molécula debe sufrir alteraciones.

E1 andlisis de Brewster ("regla de benzoato") conside
ra los cambios conformacionales que sufre un grupo carbinol
secundario por efecto de una benzoilacidén y su consecuencia
en la actividad Optica teniendo en cuenta, fundamentalmente,
los requerimientos estéricos de los sdstituyentes dei cafbj
nol y 1&5 polarizabilidades de los miémos.

Un éster benzoato derivado de un alcohol secundario
épficamente activo tenderd a adoptar aquella conformacidn
plana en la cual: los efectos de resonancia entre el grupo
fenilo y carbonilo sean mdximos y los impedimentos estéri -
cos entfe el grupo fenilo y los sustituyentes del carbono
alc6holico sean minimos. E1 &dtomo de oxfgeno del grupo car
bonilé tiene requerimientos estéricos apreciables y tendera

a alinearse de forma tal que quede flanqueado por los dos

grupos sustituyentes mas pequefios del alcohol. Asi entoncess
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el benzoato derivado de un alcohol de configuracidn absolu-
ta indicada en(31) de la figura 6, deberd adoptar las confor

maciones posibles (32) o (33)

A
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Figura 6. "Regla del benzoato".
La conformacidon preferida (32) 0(33), que no existe
en el alcohol original, dependerd de las diferencias esté - -
ricas entre los grupos A y B. Debido é que A y B son siem-
pre mas polarizables que el atomo de hidrdgeno, la confor -

macién (32) mostrard un desplazamiento dextrorotatorio



mientras que la (33)mostrard un efecto levorotatorio rela -

tivo al alcohol. La idea es esquematizada en (34)y (35)

que representan las conformaciones del éster a 1o largo del

~eje C-0 y el circulo oscuro representa el eje 1-4 del ani -

110 bencénico.

Si Ay B son grupos estéricamente semejantes las con-
formaciones (32) y (33) deben coexistir y, en consecuencia,
el poder rotatorio del benzoato sera similar al del alcohol
original.

Si 1os‘grupos A 'y B presentan gran diferencia en sus
requerimientos estéricos,una conformacidén se verd favoreci
da. Si A es el grupo menos voluminoso, un grupo pequefio
(S), entonces la conformacidn (32) serd predominante y el
benzoato sera mas dextrorotatorio que el alcohol. La dife

rencia de la actividad optica molecular serd positiva:

A = > 0

® benz. = ? alc.

La magnitud de esta diferencia reflejara la diferen -
cia estérica entre los sustituyentes A y B.

En consecuencia, si experimentalmente se encuentra
que el benzoato derivado de un alcohol secundario muestra
un poder rotatorio molecular significativamente mas dextréd
giro que el alcohol mismo, se debe aceptar que la configu -
racion absoluta de éste debe.ser Ta que en proyeccion de
F?scher se muestra en(36), donde S y L repfesentan los gru-

pos menos y mas voluminosos respectivamente.
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L ‘
Un andlisis similar dice que en el enantidmero (37),

Ta conformacidn preferida del benzoato debe ser (38) y la
diferencia de la actividad optica debe ser negativa.

A = < 0

® benz.” ¢ alc.

En cualquier caso se ve que si los grupos sustituyen-
tes no difieren grandemente en sus requerimientos espacia -
les, el benzoato modificard muy levemente el poder rotato -
rio.. Esta situacidn se aprecia en los compuestos A de la
tabla 4. ‘

En los compuestos A en que el carbono 3 del carbinol
esta flanqueado por dos grupos metilenos .estéricamente se -
mejantes, las diferencias A 17 y 8 son tan pequefias que no .
permiten distinguir la orientacidon o 6 B8 del grupo OH.
Mientras que el grupo OH ubicado en C4'o C7 es drééticamen—

te afectado por 1los cambios en la disimetria conformacional

generados en el éster benzoato.
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Tabla 4

Ejemplos de aplicacidn de la regla del benzoato

o B
¢a1c. ¢benz\ a ¢a1c. ¢benz. A
A €397 114 17 90 98 8
B C4 12 -98 =110 148 280 167
G L3 43 -108 a151 202 428 226

Como se indicd antes, también es necesario considerar
las polarizabilidades de los sustituyentes.

Andlogamente, un centro asimétrico como el (gg) que
Tleve un sustituyente P (grupo més polarizable) y un grupo

R (grupo menos polarizable), por benzoilacidn mostrara un

P
= P o
- = \\
H——=—==—"]0n H - .
= 2 o/\©
g |
< R
(39) L (40)



desplazamiento dextrorotatorio por efecto del predominio de
Ta conformacidn (40). v

Es posible que se presente el problema que las consi-
deraciones de polarizabilidad induzcan a una configuracion
absoluta contraria a la derivada usando razones estéricas.
Esta situacidon se presenta cuando los sustituyentes del car
bono alcbholico muestran gran diferencia en sus polarizabi-
lidades y en estos casos las consideraciones de polarizabi-
lidades son predominantes79.

Inubushi ha aplicado esta "regla del benzoato" a un
alcaloide de Lycopodium, 8-episerratinina (41)* y dado que
las polarizabilidades de los sustituyentes son similares
las conclusiones son regidas por consideraciones estéricas

exclusivamente 32_33.

(41)
(42))

Figura 7. Aplicacidon de la Regla del benzoato a
8-episerratinina

* La configuracidon del enlace N-C4 fue corregida posterior

mente 68. ;
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E1 analisis de las conformaciones (a, b y c) para el
benzoato (42) indujo a Inubushi a descartar las posibilida
des b y ¢ por parecer menos favorecidas.al mostrar interac
ciones 1,3-diaxiales.

E1 confdérmero a predice un benzoato mds dextrorotatorio.
Experimentalmente, Inubushi. encontrdé una diferencia de ac-

tividad O6ptica de:

A = 212.06 - ¢ + 77.66 = + 134.40°

¢ benz. alc
que esta de acuerdo con la prediccidén, implicando que la
configuracidon absoluta del carbono 8 en 8-episerratinina co
rresponde al mostrado en (41) y de forma R.

En el presente trabajo, ép]icamos la regla del benzo
ato para averiguar la configuracidén absoluta de paniculati
na.

Los métodos .quimicos usados para la determinacidn de
la estereoquimica absoluta implicandirecta o indirectamen -
te Ta necesidad de disponer de moléculas patrones de éohfi-
guracion conocida.

Sin embargo, desde que instrumentalmente fue posible
registrar las curvas de dispersidén 6ptica rotatoria (DOR) y
dicroismo circular (DC), 1953 y 1961 respectivamente, éstas
técnicas han mostrado ser herramientas Gnicas en el estudio
de la quiralidad de moléculas 81.

S1 una sustancia Opticamente activa absorbe en la re-

gion ultravioleta no solamente exibird dicroismo circular



sino que también mostrard una curva andmala de DOR. Una cur
va anomala de DOR es aquella que presenta mdximo (peak) y
animo-(trough).' Una curva con efecto Cotton positivo mues-
tra el mdximo a mayor longitud de onda que el minimo.

Djerassi, Klyne y sus colaboradores han estudiado ex-
tensamente Tas curvas de DOR de un gran nimero de compuestos
E1l estudio de ciclohexanona y los efectos de d;stintos sus
tituyentes en las curvas de DOR 1levdo a Djerassi a proponer
su conocida "regla de octante§y que permite p;edecir el
signo del efecto Cottont2787,

E1 éarboni]o de ciclohexanona - croméforo inherente -
mente simétrico - que absorbe débilmente a alrededor de 300
nm como consecuencia de la transicidn n—7* es ‘afectado
por la orientacidn espacial de Tos sustituyentes.

Una aplicacidn de la regla de bctantes implica dividir

el espacio en torno al grupo CO de la ciclohexanona, en su

conformacidon mds estable, en ocho octantes por efecto de 1a

aplicacién de tres planos mutuamente perpendiculares. (figu-

ra 8).
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Figura 8. Regla de octantes.

La molécula es mirada desde el atomo de oxigeno hacia
el carbono del carbonilo. ET1 anillo aparece en octantes
posteriores y una proyeccidon de octantesaparece en la figu-
ra 8.

La regla de octantesestablece que:

1) Los sustituyentes en los octantes posteriores superior
izquierdo e inferior derecho hacen contribuciones posi -
tivas al efecto Cotton.

2) Los sustituyentes de Tos octantes posteriores superior
derecho e inferior izquierdo hacen una contribucidn ne -
gativa al efecto Cotton.

3) Los sustituyentes que residen en algunos de los planos
que dan Tos octantes no tiene contr{bucién al efecto

Cotton.
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4.- Los sustituyentes de los octantes anteriores hacen con
tribuciones opuestas a las indicadas en 1 y 2.

En consecuencia, si se conoce la conformacién de una
- ciclohexanona entonces, por aplicacién de la regla del oc-
tante y la curva de DOR se puede determinar su configura
cidon absoluta.

Por otra parte, Djerassi observd que un &tomo de clo
ro o bromo unido en posicidn a ecuatorial en la ciclohexa

nona practicamente no afecta al efecto Cotton, pero cuan-

39

do el sustituyente haldgeno (cloro o bromo) esti en posicidn

a axial genera un croméforo -C - C - que 1lega a ser domi
] | ay
-0 X

nante y controla por si solo el signo del efecto Cotton.

Este efecto constituye Ta "regla de 1la a-haloaxialcetona"

que puede ser definida como sigue: "Si el anillo de la ci-

clohexanona se coloca de modo que el atomo de carbono del
carbonilo esté a la cabeza de la silla y miramos a lo lar-
‘go del enlace 0 - C (figura 9) y el dtomo de haldgeno ocu-
pa la posicién (X) a la derecha del observador el efecto
Cotton sera positivo, si el haldgeno estda a la izquierda

(X') el efecto serd negativo."

La aplicacidn de esta regla de halocetona en la deter

minacién de la configqguracidn absoluta es independiente de

Ta regla del octante-y complementaria con ella.



X' X
Figura 9. Regla de 1a a-ha]oaxiaicetoné.

Sin embargo, se requiere un conocimiento exacto de la orien
tacidn axial o ecuatorial del dtomo de halégeno y de la po-
sicion a 6 a'.

Estos antecedentes se puéden obtener por espectrosco
pia ultravioleta o espectroscopia infrarrojago'gl.

La configuracidn absoluta de varios alcaloides. de Ly
copodium ha sido determinada ap1icéndo lTa regla de octantes

32’33etc.

1ucidu1ina23, cernuinass, 1icopodina48, serratinina
La comparacidn de las curvas de DOR ha llevado a detefminar
la estereoquimica de otras'bases relacionadas con las ante-
riores. El1 caso planteado por licopodina merece especial
mencion.

Se ha concluido que 1é configuraciéon absoluta de 1i -
copodina corresponde a la indicada .en (1 X = H) de 1a fi -
gura 10, usando los resultados coincidentes de varios méto-

dos independientes48’ g 70:
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(1) Licopodina X = H
(44) 6 a-bromo -

licopodina X = Br

Fig. 10. Aplicacidon de la regla de octantes
a licopodina y 6-a-bromo derivado.

l1.- En DOR, Ticopodina muestra un efecto Cotton positivo

con extremos a 306 y 271 nm. y una amplitud a= 4170.

La aplicacion de la regla de octantes a la esterepestric
tura (1 X = H) estd de acuerdo con el signo del efecto
Cotton observaﬁo cbmo se muestra en el diagfama (gg X=H
figura 10).

En DOR, el derivado 6a—bromo1icopodina92 muestra un efec
to Cotton positivo con extremos a 335 y 294 nm. y una
amplitud a= +295. La aplicacidn de la regla de la a-ha-
Toaxialcetona a la estereoestructura (44 X = Br) con o
cuerda con el signo del efecto Cotton observado, té]

como se muestra en (43 X = Br).

3.- La aplicacién del método de Horeau (pdgina88) a o y B-
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dihidro11copodina48, proporciona resultados que ratifi
can que la configuracidon absoluta de licopodina corres
ponde a (1 X = H).
4.- Finalmente ha sido confirmada la estereoestructura
(1 X = H) como la antipoda natural de licopodina por
estudios de rayos X llevados a cabo con el hidrocloru-
ro derivado 71.
Asi entonces, al quedar perfectamente establecida su
estereoquimica absoluta, todas las correlaciones realiza -

das con licopodina son validas.

Sin embargo, las curvas de DOR deben ser interpreta-

. 48 : : :
das cuidadosamente ~, por cuanto una discrepancia no expli

cable ailn se presenta al analizar las curvas de 12-epilico

podina (45, R = H), de 12-epilicodolina (21, R = OH) y de
las sales de 1icopodina48.
con licopodina, mostrando que ambas bases pertenecen a la

: . . . . _48
misma serie enantiomérica .
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12-epilicopodina (45 R H)

I

12-epilicodolina (21,R = QH)

Figura 11. Aplicacidén de la Fegla de octantesa
12-epilicopodina y 12-epilicodolina

La aplicacidon.de la regla de octantesa las estructu
ras (45) y (21) predice un efecto Cotton positivo tal como
se muestra en el diagrama (46). Sin embargo, las curvas
de DOR de estos compuestos y las de sus sales muestraﬁ un
efecto Cotton negativo.

Tal como nos muestra la tabla 5, los estudios de di-
crotsmo circular en licopodina y a1ca1oides're1acionados

muestran que estas bases desarrollan dos efectos Cotton.
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TABLA 5

DOR y CD de algunos alcaloides tipo l1icopodina.

DOR , cD
| .(a) Ae (A nm.)
Licopodina +170 11,700 - (288)
| -16.200 (223)

Licopodina +HCI - 28 - = 2.050 (290)
Licodolina +198 +10.900 (292)

| -16.350 (230)
Licodolina +HC1 - 39 - 2.850 - (288)
12-epilicopodina - 51 ‘
12-epilicopodina

+ HCT - 36 ‘
12-epilicodolina - 68 - 4.230 : - (287)
12-epilicodolina

+HC1 - 32 - 2.470 (292)

En Ticopodina ‘se observa un efecto Cotton positivo a 288 nm.
Y uno negativo a 223 nm, E1 primero asociado a la transi':
cidn n—7* del carbonilo y el segundo al croméforo constitqi
do por los orbitales paralelos que forman el sistema B-ami-
nocetohéﬂ ya discutido en péagina §.

La protonacidn del dtomo de nitrdgeno elimina el ghec

to Cotton a menor Tongitud de onda e invierte el signo del

que ocurre a 1ongiﬁud de onda mayor.
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124epi1icodo1ina por su parte, muestra solo un efec -
to Cotton negafivo centrado a 287 nm.

Parece ser que el signo del efecto Cotton depende de
Ta configuracidon del carbono 12 y del dtomo de nitrégeno y
solamente en el caso de las bases libres con la configura-
cidon de licopodina, la regla de octante lo predice correc-
tamente48.

No obstante la dificultad planteada, las curvas de
DOR han sido empleadas en alcaloides de Lycopodium en estu-
dios conformaciona]es48 Y en la ubicacidon de grupos carbo -
nilos en otros carbonos del esqueleto de licopodina % WL
C8, por ejemp]ols’ >4, 70.

En Ta actualidad estos alcaloides de Lycopodium son

objetos de intensos estudjos estructurales, biosintéticos
y sintéticos7 | -

En el laboratorio de Productos Naturales del Departa-
mento de Quimica de la Facultad de Ciencias, Universidad de

Chile, ademds de Lycopodium paniculatum Desvaux, objeto de

nuestro estudio, han sido analizadas las especies L.magella-

Alis y L,gaxanumgs. En la actualidad se estd estu -

nicum
diando L.confertum.
Nuestro interés, que comenzé con estudios prelimina -

96, se ha dirigido a la aislacién y resolucidn

res en 1971
. de los problemas estructurales planteados por los alcaloi -

des obtenidos en pequefia cantidad desde los extractos basicos
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de L. paniculatum.

Lycopodium paniculatum Desvauyx (fam._Licopodiéceas,div.
pteridofita ) es ‘conocido en el sur del pafis (provincias de
Valdivia y Osorno) como: palmo, palmito, verde, etc. y es
utilizado frecuentemente en adornos y arregios florales.

E1 estudio quimico que aqui se informa, forma parte del

analisis de las especies de Lycopodﬁum chilenos. De las espe

cies nativas s6lo restan por analizar L. chonoticum y L.fuega-
ggm, cuya abundancia Yy distribucidon geografica es muy restrin-
gida 13b.

En el presente trabajo deseamos exponer la investigacion

realizada con el material botdnico recolectado en 1la provincia

de Osorno en Qc¢tubre de 1973 (29 Kg.) y Octubre de 1975 (50 Ka.)
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PARTE EXPERIMENTAL

271. APARATOS, METODOS Y MATERIALES

Los espectros de masa (EM) se tomaron en un espectré-
metro de masa CE21-110 Boen un VARIAN CH7 a un potencial de
ionizacidn de 70 - 80 eV y a una corriente de ionizacién de
100 mA. La muestra se introdujo a la fuente idnica a tempe-
ratura ambiente y se calentdé gradualmente o bien se introdu-
je a la fuente ya precalentada a la temperatura que se indi-
ca en cada caso. Los espectros han sido graficados en térmi
nos de la intensidad de cada sefial con relacidén a la mids in-
tensa que ha sido asignada como 100%.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protoni-
ca (RMNP) se han registrado a 60 MHz en un instrumento VARIAN .
T-60, a 100 MHz en un instrumento VARIAN HA 100 o a 220 MHz
en un VARIAN HR 220%*.

Se usd soluciones clorofdérmicas y Tetrametilsilano
(TMS) como standard interno. En el andlisis de protonés 155
biles o de efectos de protonacién se afadié a la solucidn
clorofdrmica 2 o 3 gotas de 020 o de CD3 COOD, respectivamen-
te.

ET corrimiento quimico de los protones se ha referido en
-6 (p.p.m.) desde el TMS y la multiplicidad de las sefales se

ha denotado como s (singlete), d (doblete), t (triplete)

*Tomado en Canadian NMR Centre,Sheridan Park, Ontario




sext (sexteto) o m (multiplete); 3y, denota el ancho (Hz)
de una sefial a la mitad de su altura.

Los espectros de infrarrojo (IR) se registraron en
pastilla (KBr), suspensidn (Nujol) o en soluciones (CHC]3 0
CC14)en un instrumento Perkin Elmer 621, o 700 o en un
Beckmann IRS.

Los espectros ultravioleta (UV) se registraron en un
espectrofotdmetro CARY 17 usando etanol como solvente.

Los espectros de dispersién optica rotatoria (DOR) se
obtuvieron en un espectropolarimetro Perkin Elmer 241 o 141
en soluciones etandlicas en cubetas de 1 cc. de capacidad y
de 1 dm. de longitud, usando lamparas de mercurio y/o deute
rio.

Los espectros se han graficado usando lTa rotacidn mo-
Tecular ¢ v/s longitud de onda (nm) y l1a amplitud (a) del
-efecto Cotton ha sido calculada segin la ecuacidn

a = @2—®1/100 donde @2 y @1, son las rotaciones mo]ecuTares

4e

observadas a mayor y menor longitud de onda resoectivamentegl.

Los espectros de resonancia magnética nuc]ear der%
fueron determ1nados en un instrumento Brucker WH90 a 22.62
MHz o en instrumento VARIAN CFT-20 a 20 MHz en soluciones
.cloroférmicas y usando TMS como standard interno. Con ex -
cepcidon de paniculatina los espectros fueron regvstrados con
total desacoplamiento ("no1se decoupled") y el niimero de re-

gistros se indica para cada caso.
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En Tos experimentos de difraccién de Rayos—X se uso
un cristal de hidrobromuro de paniculatina 0.02 x 0.02 x
0.04 cm y un difractrdometro automatico Syntex PI con radia
ciones MoKa de longitud de onda A = 0.71069 R monocromati-
zadas por grafito. :

Los puntos de fusidn (pf) se midieron en un microsco
pio con placa calefactora E. Leifz Y no fueron corregidos.

| En cromatografia de gase§ (c.g.) se usd un instrumen-
to Perkin Elmer 900 con detector de ionizacién de Tlama y
.nitrégeno como gas transporte a un flujo de 30 ml/min.
medido a la salida de las columnas. De preferencia se usd
columnas de vidrio de 6 pies de largo y 1/8 de pulgada de
didmetro interior empacadas con OV 17 (3%) u OV 1 (3%) so-
bre Gas Chrom. W. o Anakrom Q.; respectivamente.

En los andlisis de cromatografia de capa fina (c.c.f’)
se usd cromatoplacas de vidrio de silicagel GF254 o de ali-
mina GF254, preparadas utilizando un aparato Desaga ajusta-
do a 0.2 mm. de espesor. Las placas fueron activadas a
110°C por media hora. Las muestras, aplicadas con tubo ca-
pilar, fueron cromatografiadas usando éter etilico, cloro-
formo, metanol o mezclas de los Gltimos en proporcidon ade -
cuada. Los cromatogramas se revelaron con vapor de yodo,
reactivos de Draggendorff (vide infra) o analizados bajo la
luz ultravioleta de onda cbrta (254 nm).

En cromatografia de capa preparativa (c.c.p.) se




us6 capas de espesores desde 0.2 a 2.0 milimetros sobre
placas de vidrio de 20 x 20 o 20 x 40 centimetros. En al-
gunos casos la muestra, aplicada con tubo capilar, fue cro
matografiada repetidas veces; esto es, cuando el so]vente
alcanzd una altura conveniente la placa se retiré del cro-
matotanque, se secd al aire y se cromatografio nuevamente.-
La operacidn se repitié las veces que se indica en cada ca
so.

La separacidn de las diferéntes fracciones se hizo,

seglin el andlisis con luz ultravioleta 0 con reactivo de

Draggendorff aplicado sobre una muestra "testigo" en la mis

ma cromatoplaca. _ :

La recuperacidon del material alcaloidal se logrd por
extraccion en soxhlet de las diferentes fracciones de 1la
cromatoplaca con etanol o cloroformo.

En cromatografia de columna (c.c.) se usd oxido de
aluminio; "aldmina", Actividad f. Cuando fue necesario,
el soporte se deactivd afiadiendo las cantidades apropiadas

de agua97’98.

En las distribuciones en contra corriente’>, la mez-
cla alcaloidal se diso]yié en el volumen de cloroformo que
se indica en cada caso y se agitd por cinco minutos en un
embudo de decantacidn (o en los primeros tubos de un apara

to semiautomdtico Quickfit de 80 tubos de 50 mi]ijitrps de

capacidad) con igual volumen de una solucidén de Buffer de

50




100 de adcido citrico/fosfato sédico o de Borax/

101

Mc Ilvaine
dcido clorhidrico de pH indicado en cada caso. Después
de una separacidn completa de las dos fases, 1la acuosa(fa-
se movil) se transfirid a un segundo embudo o tubo que con-
tenia cloroformo limpio. Al recipiente inicial(fase esta -
cionaria) se agregé idéntico volumen de solucién buffer Tim-
pia. Se agitd las dos fases por otros cinco minutos.

ET procedimiento se continud hasta completar el nime-
rb de transferencias que se indica en cada caso;

La recuperacidn del contenido alcaloidal de la distri-
bucidn se realizd basificando con amonfaco hasta pH 10 y ex
trayendo con cloroformo. '

La naturaleza de la mezcla bdsica de cada tubo y la
decisidon de reunir el contenido de varios de ellos se de -
termind por analisis cromatogrdfico (c.c.f. Y ) -

ET pH de los buffer fue determinado en un peachimetro.

Las sales de los alcaloides, hidrobromuros o perclora-
- tos, se prepararon diso]viéndo el material bdsico en un pe -
quefio volumen de etanol o acetona y afiadiendo dcido bromhi-
drico (HBr ac. 47%, o solucidén de éter etilico saturada en
acido bromhidrico) o dcido perclérico, (HC'IO4 ac. 70%) gota
a gota hasta que la solucidn mostrd reaccidon dcida al papel
tornasol. Se indujo a cristalizar afiadiendo &ter etilico.

En Tos procesos de extraccion se utilizdé solvente de
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grado técnico previamente redestilados.

En todas Tas reacciones (y cristalizaciones) se usd
reactivos y solventes de calidad ”pfo analisis".

En las reacciones de acetilacidn se uso anhidrfdo a-
cético y piridina recién destiladas.

En las reacciones de hidrdlisis se usd una solucidnde
50% de'hetanol Yy solucidn acuosa de hidrdxido de sodio
5N24.,

E1 reactivo de Jones_se prepard disolviendo 7 gr.de
tridoxido de cromo en 100 ml de una solucidn acuosa que con
tenia 6.1 ml de acido sulfirico concentradoloz.

E1 reactivo de Sarett ( complejo de Cr03—pjridina )
se prepard disolviendo, con agitacidén y enfriando, una par
te de tridoxido de cromo sobre 10 partes de piridina103.

ET reactivo de Draggendorff se preparé mezclando 5 ml.
de solucion A con 5 ml1. de solucidén B y afadiendo 100 ml.
de agua y Tuego 20 ml. de dcido §cido glacial.

La solucion A se prepard disolviendo 850 mg. de sub-
nitrato de bismuto en 40 ml. de agua y agregando 10 ml. de
acido acético glacial. La solucién B se prepard disolvien
do 8 gr. de yodUro de potasio en 20 ml. de agua104.

E1 material botéﬁiéo recolectado cerca de Osorno,

Chile, en Octubre de 1973 y Noviembre de 1974 fue identifi

cado como Lycopodium paniculatum Desvaux por G.Looser,

de la Acddemia Chi1ena de Ciencias Naturales.




Una muestra del mismo se conserva en el Herbario de

la Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
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2.2. EXTRACCION Y OBTENCION DE ALCALOIDES.
2.2.1.RECOLECCION 1973.

28 Kg. de L. paniculatum, recolectados en Osorno en

Octubre de 1973, seco y finalmente molido,se extrajeron con
metanol (grado técnico) en un aparato soxhlet durante 72
horas, tiempo suficiente para una extraccidn exhaustiva.

ET extracto alcohdlico se concentrd a presidn reduci-
da y el residuo se tratdé con una solucidn acuosa de dcido
clorhidrico (5% v/v) y se filtrd. E1 residuo insoluble se
tratd nuevamente con porciones frescas de dcido (10% v/v) y
se filtr6. Este procedimiento se repitid cuatro veces, gas
tando un total de 4.5 1ts. de solucidn dcida.

La solucidn acidica se lavd con éter etilico (5 x 500 ml.
y las soluciones etéreas no se trabajaron. .

La solucidon acida se basificd con solucidn concentra-
da de hidr6xido de sodio hasta pH 11 y se extrajo en un ex-
tractor liquido-1iquido con cloroformo hasta que la fase or
ginica dié reaccidn negativa al reactivo de Draggendorff.

La evaporacidn del cloroformo bajo presién reducida
produjo una mezcla cruda de alcaloides de 202 gr., constitu-
yendo un 0.73% de rendimiento desde planta seca.

Este crudo de alcaloides (202 gr.) se tratd nuevamente,
con 2 1ts. de solucidn acuosa de dacido clorhidrico (10% v/v).
La mezcla se filtro, y el s6lido se lavd con 2 1ts. adicio-

nales de solucidn-.acida y se obtuvo 31 gr. de un material



rotulado como "Insoluble en dcido" que no se ha trabajado
ain.

E1 pH de Ta solucién filtrada se 1levé a 10 con una.
solucion diluida de hidréxido de sodio. Esta solucién bé-
sica se extrajo primero usando éter etilico y luego con clo
roformo hasta que los extractos orgdnicos dieron reaccién
negativa al Draggendorff.

, Las respectivas soluciones orgdnicas se secaron con
sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a
presidn reducida para producir 92 gr. de "Fraccion soluble
en éter" y 30 gr. de "Fraccidon soluble en cloroformo" EI
material basico constituyd un 0.43% de la planta seca.

E1l esquema de extraccidn y fraccionamiento seguido se

muestra en la figura 12, pdgina 5°.
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28 Ka. de L. paniculatum

Extraccion metanol 72 horas

Extracto metandlico

Extraccion Sol. HC1 5% v/v

1
Residuo Insoluble
Sol. HC1 10% v/v
P o |
So]uci?n acida Insoluble*
Solucidn acida (4.5 1ts.)
Extraccion éter etilico
[ =1
Extracto etéreo* Solucidon acida
OH™,pH11
Extraccidn cloroformo
| 1

Extracto Alcaloide (202 gr.) Sol. bdsica

Sol. HCT1 10%

Solucion dcida ‘ l

OH™, pH10 Insoluble. en acido
(31 gr.)*

Soluciodn basica

Extraccion con éter etilico

Extraccion con cloro-
formo

Fraccién soluble en . . Fraccidn soluble en
cloroformo 30 gr. e Basies éter 92 gr.

Figura 12. Extraccidn y fraccionamiento de L.paniculatum
(1973)

* Fracciones no trabajadas




2.,2.1:1. Examen de la "Fraccion soluble en éter".

E1l extracto soluble en éter etilico (92 gr.) se disol
vido en acetona caliente (750 ml)y se mantuvo en el refrige-
rador. Después de varios dias precipité un s6lido blanco
(6.2 gr.) que se recristalizé de metanol-acetona o de aceta
to de etilo - eter etilico. E1 producto cristalino, cuya
solucidon etandlica dié una fuerte reaccidn al Draggendorff,
tiene un punto de fusidn mayor que 310°C y mostrd un cambio
en la forma cristalina entre 250°- 270°C. E1 espectro in -
frarrojo muestra bandas tipicas de una sal derivada de un
alcaloide entre 2,750 - 2.500 cml L

Se disolvid 500 mg. de este producto cristalino en
15 m1. de agua destilada. Dos gotas de esta solucién se
agregaron a 2 ml. de una solucidn acuosa de nitrato de pla-
ta y se obtuvo un precipitado blanco que se redisolvié con
gotas de solucidon diluida de amoniaco. El1 resto de la so -
lucidn alcaloidea se basificd con solucién diluida de hidrd
xido de sodio~y se extrajo con cloroformo. -

Despues de concentrar los extractos cloroférmicos se

3

obtuvo 350 mg. de una laca que por sublimacién (10°° mm. de

Hg y 120°C ) did6 un producto sélido, incoloro que ‘cristali

zado de acetona funde a 163°- 165°C. Este alcaloide se iden
tifico como dihidrolicopodina por comparacién de sus propie-

dades espectroscdpicas y cromatograficas con una muestra au-

téntica.
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E1 17quido madre se concentrd hasta sequedad,_ se di-
solvid en cloroformo (1 1t.) vy se hizo una distribucién en
contracorriente usando un buffer de Mc Ilvaine de pH7, como
fase mévil, en 13 embudos de decantacién de 3 1ts.

E1 material distribuido se divididé en cuatro fraccio-
nes sobre la base de su conducta. de cromatografia de capa

fina, segiln el siguiente cuadro.

Fraccion N°de los embudos masa (gr.)
A 1-3 59

B 4.5 4.7

G 6-10 6.2

D 11-13 18.0

Analisis de fraccién A. Constitufda en un 80% aproximadamen-
te por acetildihidrolicopodina. Los esfuerzos por separar
e identificar componentes menores fueroh infruciuosos; 13gr.
de Tos componentes mis polares (Al) fueron mezclados con
fraccion F* (vide-infra)
Andlisis de la fraccidn B. Esta fraccign (4.7 gr.) se colo-
c0 en una columna de alidmina bisica (210 gr., Actividad II)
en cloroformo y se eluyé con solventes de polaridad crecien-
te: cloroformo, (1 - 17), cloroformo-metanol 1% (18-20), clo
) roférmo-metano] 5% (21-29) cloroformo-metanol 10% (30-50) y
cloroformo-metanol (51-75)

Segin c.c.f. se dividid en las siguientes fracciones

en frascos tarados.
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Fraccion N°eluatos Masa (gr.)
B1 1 - 20 0.8
82 21 - 32 3.0
By 33 - 50 ‘ 0.2
By 51 - 75 0.3

Solamente se trabajdé la fraccidn B, (3.0 gr.) Esta se
disolvid en un pequefio volumen de etanol en caliente y se
Preparé un hidrobromuro crista]ino; tal como se indica en
pagina 51

Después de varias recristalizaciones desde etanol-éter
etilico se obtuvo 1.1 gr. de "HIDROBROMURO de PANICULINA",
que funde a 247°C.

Este hidrobromuro se reunid con la sal obtenida en el
andlisis de fraccién C3 (vide infra) y se disolvié en 250ml.
de agua, se basificd con amon?acé hasta pH 8 y se ektrajo
con cloroformo.

Se concentrd el extracto cloroférmico seco y se obtuvo
750 mg. de la base Tibre, PANICULINA, que cristaliza en ace
tona y funde a 65 - 66°C96. Las propiedades espectrales de
paniculina y derivados se describen en pagina 104 _. v

E1 1iquido madre del hidrobromuro (fraccién Bz) se e-
vapord a presidn reducida y se afiadi6 agua destilada, se ba
sificd con amoniaco y se extrajo con cloroformo. Del extrac
to cloroférmico resulté una laca café oscura (0.8 gr{) que

dio fuerte reaccidon del Draggendorff y mostré un sélo compo

nente basico importante en c.c.f.
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Esta laca (0.8 gr.) se colocé en una columna de ali-

mina (30 gr. Actividad IT-IIT1) y se eluyd con éter etilico
Los eluatos Draggendorff positivos (fraccién 6-10) se com-
binaron y evaporaron, resultando un producto amorfo que se
purificd por sublimacidn (10_3 mm de Hg. 100°C) y posterio
res recristalizaciones desde acetona. »Se obtuvo 20 mg. de
"ANHIDRODESACETILPANICULINA".que funde con descomposicién
.8 175-185°C. Las propiedades espectrales de anhidrodesace-
tilpaniculina se describen en paginalll. .
Analisis de Fraccidén C. 6.0 gr. de Fraccidon C se colocaron
sobre una columna de aldmina bisica (300 g Actividad II)
con cloroformo y se eluyd con solvente de polaridad crecien
te: cloroformo (1-13);cloroformo-metanol 1% (14-32), cloro-
formo-metanol 5% (33-51), cloroformo-metano] 10% (52558),
cloroformo-metanol 50% (59-70) .

Los eluatos fueron reunidos tal como se muestra en el

siguiente cuadro

Fraccidn N°eluato Masa (g%)
C1 1 - 17 0.05
C2 18 - 30 4.0
C3 31 - 45 1.3
C4 46 - 70 0.2

La fraccidn C1 (0.05) no se trabajé por ser una mezcla
compleja y tener poco'peso.

La fracci()n,c2 (4.0 gr) se disolvig en un pequefio




volumen de acetona en ca]ienté y se indujova cristalizar.
Sucesivas recristalizaciones produjeron 0.8 gr; de "PANICU
LATINA"96, que funde a 180-181°C. Las propiedades espectra
les de paniculatina y derivados se muestra. en pagina 82

Los 1iquidos madres produjeron, una vez evaporados,
2.6 gr. de una laca que se disolvid en un pequeno volumen
de etanol y se prepard un hidrobromuro tal como se indicé
en pagina 51 . De sucesivas recristalizaciones de etanol-e-
ter etilico se obtuvo HIDROBROMURO DE PANICULATINA (1.2 gr.)
que funde a 310-312°C.

La fraccidn Csy (1.2 gr.) se disolvid en etanol 'y se
prepard un hidrobromuro. Después de varias recristalizacio
nes se obtuvo HIDROBROMUROrDE PANICULINA (0.4 gr.) que fun-
de a 247-249 °C*, . idéntico con el obtenido en el andlisis
de fracciodn Bz(vide supra). |

La fracciodn Cy (0.2 gr.) no se trabajdé porque dié reac

cidon muy débil al Draggendorff.

Andlisis de Fraccidon D. La fraccién D (19.0 gr.) se disolvid
en acetona y después de varias semanas en el refrigerador
cristalizd un alcaloide (2.5 gr.) cuyas propiedades concuer
dan con dihidro]icopodinagG.

E1 1iquido madre se evapord al miximo y luego se redi-

solvidé en 75 ml. de cloruro de metileno y se repartid en los

* Ocasionalmente se encontrd cristales de punto de fusién

de 310°C.
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tres primeros tubos de un aparato semiautomitico de distri
bucidn en contracorriente. Se hizo 38 transferencias usan-
do un buffer pH 8.8 (B(’Jrax/HCHlO1 como fase mévil y dicloro
metano como fase estacionaria.

Desnu@s que las 38 transferencias se compietaron, se
inicid otra distribucidn sin retirar el contenido de los tu
bos de la primera. Desde el tubo nimero 1 se utilizé un bu
ffer pH 8.0 (Borax/HC1) y se continud con este pH hasta com
pletar 58 transferencias en total.

E1 analisis cromatogrdfico reveld la necesidad de rea

lizar las siguientes mezclas:

Fraccion N°Tubos Masa (gr)
Dl. 1 -6 2.2
D2 7 - 36 9.9
D3 , 37 - 56 1.8
D4 57 - 58 § e

La fraccidn D; (2.2 gr) no se trabajé debido a 'su exce-
siva comp1ejidad.

La fraccidn 02(9.9 gr) se disolvié en acetona calien-
te y se mantuvo por varios dias en refrigerador. EI produc-
to cristalino obtenido resultd ser dihidrolicopodina prac -
ticamente pura.

La fraccién D, (1.8 gr) se indujo a cristalizar en
acetona. Sucesivas'recrista]izaciones produjeron un pro -

ducto cristalino de color rosado (0.8 gr.) . ‘Una wéz




sublimado y recristalizado de acetona se obtuvo 0.6 gr. de
un material cristalino incoloro que se identificé como DESA-
CETILLICOCLAVINA, de punto de fusidn de 215-216°C. Las pro-
piedades espectrales de desacetillicoclavina y derivados se
muestran en pagina 125

La fracciodn D4(0.5 gr.) no dié reaccidn positiva al
reactivo de Draaggendorff y no se trabajo. E1 esquema del
Examen de la "Fraccién Soluble en Eter" se muestra en la fi-

gura 13, pagina 64.
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2.2.1.2. Examen de Ta"Fraccidén soluble en el cloroformo”.
,La fraccidn soluble en cloroformo (30 gr.) se disol -
vio en 500 ml1. de cloroformo Y se hizo una distribucidn en
contracorriente en 8 embudos de decantacién usando - un bhffer
de Mc Ilvaine de pH7 como fase movil.
E1 material distribuido se reunid, segin cromatogra -

fias, como se indica a continuacioén:

Fraccidn N°embudos Masa (gr)
E 1 -3 11.0
F! 4 - 6. 1.8
G 7 -8 11.6

La fraccidn E (11.0 g.) no ha sido estudiada ain.
Analisis de Ta Fraccién G. La fraccién 6 (11.6 gr) se cro -
matografid en una columna de aldmina basica (300 gr. acti -
vidad I) } se eluyd con éter etilico (fraccién 1—78); éter
etilico-cloroformo 50% (81), cloroformo (82-83),cloroformo-
metanol 10% (84-92) y metanol (92-94).

Segin la conducta cromatogrdfica de c.f. se mezclé en

las siqguientes fracciones:



Fracciones N°eluatos Masa (gr)
G1 : 1 -5 2.1
G2 6 - 22 0.8
6 23 - 28 " 02
6, 29 - 50 2.23
6 51 - 72 0.8
GG | 73 - 84 1.1
G7 85 1.7

La fraccion G4 (2.23 gr) cristalizd en acetona produ-
ciendo un producto‘cristalino de color rosado que se man -
tuvo después de varias recristalizaciones.

S61o se logrd un producto incoloro por sublimacidn
(10'2 mm Hg, 120°C) y recrista]izacién de acetona o ace%a -
to de etilo. Las propiedades fisicas y espectroscopicas de
este material (0.3 gr.) fueron idénticas a Tas de deéaceti]
licoclavina obtenida del andlisis de la fraccidn D3.

Las demds fracciones G no se trabajaron.

Analisis de la Fraccidon F! La fraccidén F' (1.8 gr.) se com
7 biné con 13 gr. de 1a.fracc16n A1 como resultado del estu -
dio de los cromatogramas de c.c.f.y c.g. obteniendo una mez
cla F de un peso de 14.8 gr. Esta fraccion F se disolvid

en 100 ml1. de cloroformo y se repartido en los cuatro prime-
ros tubos del aparato de contracorriente. Usando un buffer
pH 8.8 (Borax/HC1) como fase mévil y cloroformo como fase

estacionaria se realizd 28 transferencias. Luego, se uséd
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desde el tubo 1 un buffer pH 8.0 y se continud la distri -

bucidon hasta completar 72 transferencias en total.

E1 andlisis cromatogrdfico del contenido de cada tu-

bo indicd la necesidad de mezclar en la siguiente forma:

Fraccion N°Tubos
F1 1 - 16
F2 17 - 47
F3 48 - 72

Masa (gr)

5.0
1.2

La fracciodn F3 no se analizd por ser una mezcla muy

compleja.

La fraccion F2 disuelta en acetona produjb cristales

de dihidrolicopodina (3.5 gr.), purificados por sublimacidn

Yy recristalizacion de acetona.

La fraccion F1 (tubos 1 - 16) sin ser retirada del

aparato distribuidor fue objeto de otra

tracorriente.

distribucion en con

usando ésta vez un buffer de Mc Ilvaine pH7

(fase mévil) hasta completar 42 transferencias y posterior-

mente se reunid en la siguiente forma.

Fraccion N°Tubos Masa (gr.)
.F11 1 -9 5 .0
F12 10 - 23. 1.0
F13 24 - 30 .7
'F14 31 - 42 0.5

La fraccion F14

de acetona 0.2 gr. de

(0.5 gr.) produjo

dihidrolicopodina.

por cristalizacion
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“La fraceion F13 (0.7 gr.) produjo por cristalizacién
y recristalizacién desde acetona - éter etilico un material
cristalino incoloro que corresponde a LICOCLAVINA (120 mg:)
Y que funde a 198-201 °C, con un cambio en la forma crista-
lina a 172°C.

Las propiedades espectrales de 1licoclavina se muestran
en pagina 14¢€

Las fracciones F11 y F12 se distribuyeron en contraco
rriente con buffer pH 6 y buffer pH 7, respectivamente, pe-
ro los resultados no fueron satisfactorios.

Se mezcld entonces las fracciones Fi1 Y F12 (5.0 av)
y se cromatografid sobre alGmina basica (150 g. Actividad

II) obteniendo las siguientes fracciones:

Fraccidn Solvente Masa (gr)
F111 benceno - éter 50% 1.0
Fi12 éter etilico 0.8
F113 éter - cloroformo 50% 1.2
F114 cloroformo & clorofor-
mo metanol 10% 0.8
F115 cloroformo-metanol 50% 0.4
F116 cloroformo - metanol180% 0.4

Las fracciones F111 y F112 contenian los mismos tres
alcaloides aunque en cantidades relativas diferentes. Se
mezcld F111 'y F112 (1.8 gr) y se cromatografid en aldmina

bdsica (40 g. Actividad II) y se eluyd con benceno. Las




fracciones 1-7 (0.7 a.) contenfan fundamentalmente licopodi-
na y acetildihidrolicopodina (por c.c.f!).

Las fracciones 8-14 (0.9 g.) fueron concentradas y
destiladas a presion reducida obteniendo un aceite (0.5 g.)
que en c.c.f. (alimina, eter etilico) mostrd tres componen-
tes con Rf que se indican en paréntesis: licopodina (Rf0.6),
acetildihidrolicopodina (Rf0.5) y un tercer alcaloide
fRfo.S) que fluoresce fuertemente bajo la luz ultravioleta
(254 nm.).

Este aceite (0.5 gr.) se aplicd en 5 placas de 20'x
20 cm. con capa de alimina de 0.4 mm. de espesor Se ‘desa
rrol16 con éter etilico y dirigido por la fluorescencia
se separd en dos zonas. Solamente se trabajd la de menor
R]c que contenia el alcaloide actfvo a la Tuz ultravioleta.
Después de una extraccidn en soxhlet (2 horas) con etanol,
filtracidn y evaporacidon se obtuvo 0315 gr. de un material
aceitoso de color café. Por destilacidén a presidn reduci -

da (1073

mm. de Hg,80-100°C) se obtuvo 30 mg. de un alcaloij
de que corresponde a FLABELIDINA, un aceite que no fue in-
ducido a_cristaiizar: todos los intentos por preparar sales
cristalinas fallaron."-

La§ principales propiedades espectroscépicas de flabe
lidina aparecenben paginal47..E1l esquema del examen de la

"Fraccidon soluble en cloroformo se muestra en figura 14 pa-

gina 50
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2.2.2. RECDLECCIDN 1974.

49 Kg. de L. paniculatum Desvaux, seco y molido,se ex-
trajeron con etanol frio en la forma como se indica para 3-4
Kg. de material.

Se colocd en un percolador * 3-4 Kg. de Lycopodium y

se agregd 18-20 litros de etanol (hasta que el solvente ocu-

p6 un volumen similar al doble que el ocupado por la planta).

Después de agitar vigorosamente la mezcla se dejo en reposo
durante 2 o 3 dias. Luego, mediante 1a 1lave del percolador,
se retird el maximo de solucidn alcohdlica y se afiadid nueva-
mente solvente fresco. Esta operacidn se repitid tantas ve-
ces como fue necesario para obtener un extracto alcohdlico
practicamente incoloro (o débilmente amarillento). Normal-
mente se necesitd 5 - 7 repeticiones*

; Las soluciones alcohdlicas se concentraron usando pri-
mero un evaporador de cicldn y luego un evaporador rotatorio

aiadiendo porciones de agua para eliminar al midximo el alco-

hol.

Los extractos reunidos del procesamiento anterior de
los 4 Kg. de planta, se trataron con solucidén de acido clor-

hidrico 10% v/v) y se filtraron. La operacidn se repitié

* Porciones de este material botéanico percolado se extrajeron
en Soxhlet con etanol. Los extractos alcohdlicos concentra

dos no dieron reaccidén positiva al reactivo de Draggendorff.
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hasta que la solucidn acuosa dcida did reaccidn negativa al
reactivo de Dragaendorff.

La solucidon acida filtrada se agitd con sucesivas por
ciones con éter eti]ico hasta que la fase organica fue inco-
lora. ‘

La solucidn etérea se concentrd y se reunid en un Cru
do Neutro, que dd reaccidon muy débil al Draggendorff y que
no ha sido analizado ain.

La solucidon acida se basificd cuidadosamente con solu
cidn concentrada de hidrdxido de sodio y se extrajo con clo
roformo en un aparato distribuidor liquido-liquido.

E1 término de la extraccidn con cloroformo fue confir
mada por el reactivo de Draggendorff. .

Se disminuyd el volumen de la solucidén clorofdrmica
alrededor de diez veces y se tratd con sulfato de sodio anhi
dro y carbdn activado. Se calentd a ebullicién por 10 minu-
tos, se filtrd y se concentrd a presidon reducida para obte-
ner un crudo de alcaloides como una laca de color caramelo.
De esta manera se obtuvo un total de 275 gr.

Estos 275 gr. -que constituyen un 0.54% de la planta
Seca—se trataron con sucesivas porciones de solucién de &ci-
do clorhidrico 3% v/v (8 1ts.) hasta que la solucidn &dcida
no mostrd reaccidn positiva al Draggendorff.

Después de filtrar se obtuvo una solucidén acuosa aci -

da y un residuo de 25 gr. denominado "Insoluble en HC1 3%",




que significd un 0,05 % de rendimiento Y que no ha sfdo ana
lizado aiin. ¢

La solucidn acuosa dcida se basificé con solucidn di-
1uida.de hidroxido de sodio hasta un pH 10 y se extrajo en
embudos de decantacidn con &ter etilico (75 1és.). La ex-
traccidn se repitid hasta que la solucidn etérea una vez
concentrada, s6lo did una débil reaccidn al test de a]ca]bj
des.

La solucidn etérea se concentrd a presion reducida
para producir un crudo.de 143 gr. denominado "Crudo éter",
que contituye un 0.3 % de la planta seca:

La solucidn basica resultante se extrajo exhaustiva -
mente con cloroformo (22 1ts.) en un aparato de extraccidn
Tiquido-1iquido. La solucién cloroférmica seca y concentra-
da produjo un crudo de 30 gr. denominado "Crudo cTorofor-
mo" constituyendo un 0.06% de la- planta seca.

| Este Crudo cloroformo disuelto en acetona produjo,
después de varias semanas, 0.8 gr. de un producto crista]i-
no idéntico en sus propiedades con hidrocloruro de dihidro
licopodina ( vide supra).

El resto del crudo cloroformo no ha sido analizado

2.2.2.1. Examen del "Crudo éter".

ET "crudo éter" (143 gr.) se disolvid en 1.5 1ts. de




cloroformo y en un embudo de decantacidén se agitd repetidas
veces con sucesivas porciones de solucidén de buffer Mc I1 -
vaine de pH 6, usando un total de 10 1ts. La fase orgdnica
concentrada produjo 13‘gr. de una mezcla que se denomind
"Bases débiles a pH6" y una solucién acuosa que contenfa

las bases fuertes a ese pH. A esta solucién acuosa se le

adicion6 fosfato disdédico s6lido hasta que el pH 1legf a ser
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7.1 y se extrajo con cloroformo en extractor liquido (6 1ts.)

durante 24 horas. La solucién clorofdrmica concentrada pro

dujo 81 gr. de una mezcla denominada "Bases débiles a pH7.1"

La solucidn acuosa remanente se basificé con hidrdoxido de
sodio hasta pH 8.5. Esta solucidn se extrajo con clorofor-
mo por 25 horas. La fase orgénfca produjo 32 gr. de un cru
do denominado "Bases débiles a pH 8.5". Finalmente, el pH
de la solucidon acuosa se 1levdo a ‘10 y se extrajo con cloro
formo. E1 extracto clorofdormico produjo 21 gr. de "Bases
débiles a pH 10".

E1 esquema de fraccionamiento de "crudo &ter" se mues-

tra en figura 15 pdgina 75.




Crudo Eter (143)

cloroformo

Solucion cloroformica (1.5 1ts.)

Buffer pH6 (10 1ts.)

B. Fuertes pH6 (ac) B. Débiles pH6 (13)
NaZHPO4
pH7.1
B. Débiles pH7.1 (81)* B. Fuertes pH7.1 (ac)
OH™
pH8.5
B. Fuertes pH8.5 (ac) B. Débiles
OH™
pH10
Solucitn basica B. Débiles pH10

Figura-15. Fraccionamiento "crudo éter". 1974.

* Fracciones no trabajadas

HB.5*
25)

(21)

75



2.2.2.1.1. Examen de la fraccibn "Bases débiles pHE™.

La fraccidn "Bases débiles pH6 (13 gr.) se disolvié
en 75 ml. de cloroformo, se colocé en los tres primeros tu-
Vbos del distribuidor de contracorriente y se distribuyd
con buffer de Mc Ilvaine pH5.9 hasta completar 48 transfe -
rencias, usando el buffer como fase movil.

E1 andlisis cromatogrdafico del contenido de cada tubo

indicd la necesidad de reunir las siquientes fracciones:

Fraccién N°Tubos Masa (gr.)
H 1 - 15 12.0
I g 16 - 25 0.2
J ‘26 - 43 0.5
K 44 - 48 0.06

Las fracciones J y K se combinaron puesto que conte -
nian fundamentalmente licopodina y acetildihidrolicopodina.

No se aislaron.

Andlisis de la fraccion I.

La fraccidn I (0.2 gr.) se.ép1ic6 en 3 placas de sili
cagel de 0.4 mm. de espesor y se desarrollé con cloroformo-
metanol 3:1. Solamente se analiz6 la zona de la capa (Rf

0.8) que mostrd una fuerte fluorescencia a la luz ultravio-
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leta (254 nm.). E1 material quimico recuperado del soporte

cromatografico produjo un aceite de color café.
Una destilacion de este aceite generd un 1iquido in-

coloro que solidifica lentamente; este s6lido resultante se




hidrata con suma facilidad transformdndose en un 1iquido
amarillento. La misma conducta se obseryé con el material
cristalino que se obtuvo en la cristalizacidon lenta desde'.
acetona a partir del 17quido destilado. E1 punto de fusidn

de esta base - denominada ALCALOIDE P8 es de 229 - 233°C

con descomposicidn. Se observd ademds un cambio en la for
ma cristalina entre 200 - 210°C. Algunas propiedades es -

pectrales se muestran en paginal53.

Analisis de la fraccidn H.

La fraccion H (12.0 gr.) se disolvid en cloroformo
(100 m1.) y se colocd en los cuatro primeros tubos del dis-
tribuidor de contracorriente. Se hizo 72 transferencias
con un buffer de pH 5.1. ET1 contenido alcaloidal se reunié

de la siguiente forma:

Fraccidn N°Tubos Masa (gr.)
H1 1 -6

H2 7 - 12 0.6

H3 13 - 34 0.9

H4 35 - 50 0.2

H5 51 - 71 .1

Las fracciones H5, H4 y H2 no han sido estudiadas.
La fraccion H3 (0.9 gr.) disuelta en un pequefio volumen de
etanol, se aplicd en 5 capas de silicagel de 40 cm x 20 cm
x 0.2 mmy se desarrof]é con cloroformo-metanol 10%. Se

separ0d seis zonas .dirigido por la luz ultravioleta y
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coloracidon en la placa cromatografica.

Las 6 zonas se numeraron en oraen decreciente de sus
Rf. Las fracciones 1 al 3 (175 mg.) mostrd un compohente.
mayoritario. EI1 tratamiento de esta fraccidon con &dcido per
clorico (pdgina 51 ) produjo una sal cristalina: PERCLORATO
DE ALCALQIDE P9. No ha sido caracterizado.

La fraccion Hl’ sin ser retirada del aparato, se dis-
Eribuyé con un buffer pH 3.0 hasta completar 72 trahsferen—
cias.

E1 andlisis del contenido de cada tubo indicé la nece

sidad de reunir en la siguiente forma:

Fraccidn N°Tubo Masa (gr.)
H11 1 -12 8:5
H12 12 - 27 0.5
H13 28 - 49 1.0
H14 50 - 72 0.2

Ninguna de estas fracciones ha sido mayormente anali-
zada. ET1 esquema del andlisis de la fraccidn "Bases débiles
a pH6" se muestra en figura 16, pagina 81.

E1 crudo "Bases débiles pH7.1" (81 gr.) y el crudo

"Bases débiles a pH8.5" (30 gr.) no hansido estudiados adn.




2.2.2.1.2. Examen de la Fraccidon "Bases débiles pH10".

Este crudo(21 gr.) de Bases débiles a pH10 se disol -
vio en 50 ml. de acetona y después de varias semanas a tem-
peratura ambiente cristalizd 4.0 gr. de un sélido que una
vez purificado mostrd ser idéntico a dihidrolicopodina.

E1 liquido madre (16,5 gr.) disuelto’ en 75 ml. de
cloroformo se distribuyé a pH 8.3 (buffer Borax/HC1) hasta
completar 57 transferencias.

Del analisis del contenido de cada tubo se obtuvo las

siguientes mezclas:

Fraccidn N°Tubos Masa (gr.)
L 1 -6 : o
M 7 - 27 d ik
N 28 - 37 lad
0 38 - 57 5.1

Analisis de la Fraccidn O.

Esta fraccidon se disolvido en acetona (50 ml.) y‘des -
pués de vafioé dias en refrigerador cristalizd un producto
que una vez purificado por sublimacidon y cristalizacién mos
tro propiedades fisicas y espectroscépicas idénticas con

DESACETILLICOCLAVINA (2.2 gr.)

" Andlisis de la fraccién N.

Del mismo modo se indujo a cristalizar la fraceién N
(1.3 gr.) y se obtuvo un producto cristalizado de acetona

que funde a 170-172°C denominado "DESACETILPANICULINA.
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Las principales propiedades espectrales de desacetilpanicu

lina y derivados se muestran en pdginai1in.

Andlisis de la fraccidén M
La fraccidén M (7.5 gr.) produjo‘dihidro]icopodina

(5.0 gr.) como inico producto aislable.

Andlisis de la fraccion L.

La fraccidon L (2.5 gr.) fue objeto de una nueva con-
tracorriente (30 tubos a pH7.6 buffer Mc Ilvaine). E1 peso
del contenido alcaloidal se concentrd principalmente en Tlos
primeros cuatro tubos (2.2 gr.).

Esta fraccidon se resistid a cristalizar y a dar sales
cristalinas (HC1O4, HBr). Una filtracidn sobre aldmina
(70 gr. Actividad I) con éter etilico produjo una mezcla
de dos componentes en una proporcidon de 9 : 1 aproximada -
mente. Adn no ha sido aislado el alcaloide mayoritario.

E1 esquema del analisis de fraccidon "Bases débiles a

pH 10 se muestra en figura 17 pédgina&l.
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K (0.06)

B. D. pHE FJ (0.5) . .
__I__—E_- o PO et e
cc pH5.9 | - Hy cc p”3'9 Hyp (0.5)
. - H, (0.6)* — Hyy (1.0
H (12) cc pH5.1 |-H, (0.2) o L— Hy, (0.2)
L H, (0.2) # Py ?

~H (0.1)*

Figura 16.- Andlisis fracci6

B. Débiles pH10(21.G;
cc pH8.3 (16.5)J_-"

: o
dihidrolicopo- (#.0) —

dina

Fiaura 17. Analisis fraccion

n "Bases Débiles pH6".

L(2.5) cc pH7.6

-
2 componentes

M(7.5) dihidrolicopodina
N(1.3) desacetilpaniculina

0(5.1) desacetillicoclavina

"Bases Débiles pH10"
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2.3. CARACTERIZACION DE ALCALOIDES Y DE DERIVADOS*

2.3.1. PANICULATINA: Este alcaloide funde a 180°- 181°C

cristalizado desde acetona, aSS =57.72 [ec 1.66, etanol). :

E1 hidrobromuro, cristalizado de metanol-éter etilico, fun

de a 310°C.

(110)

IR v 5x (KBr): 3.190(0H), 2.800(CH3—N) » 1.730(carboni

m
lo de ciclopentanona), 1.470, 1.450, 1.370

y 1.040 em™ ! (figura 18, pagina 69).
H . -1
vméX(CHC13). 3.620(0H 1ibre), 1.720 .y 1.040 cm .

vméxde Hidrobromuro de paniculatina (KBr) : 3.450-3.300,

2.950-2.850, 2.750-2.550(HiN-), 1.720 vy
1.040 cm™! (figura 19, pagina 9@ ).

RMNP (CDC1,,220MHz) (8): 0.90(d,J=6.5Hz,3H,CH3—CH), 2.18

3’
(s,3H,Cﬁ3—N), 2.75(m,a1/25H2,2H,protones a

a nitrdgeno), 3.78(s,a1/28Hi,1H,Cﬂ-OH) (fi -
gura 20, pagina 91).
(60MHz) (8): 0.9(d,J=7Hz,3H), 2.2(5,3H,CH3—N),

2.8(m,~2-3H), 3.8(m,a,,,8Hz,1H,CHOH) (figu-

1/2
ra 21 a, pégina 92).

(CDC13+CD CO0D,60MHz) (8): 0.90(d,J=6Hz,3H), 2.8 (s,

3

a1/210Hz,3H,Cﬂ3-N)(111), 3. 2{my-20), 3.5

(m,~2H) y 3.8(s,a 8Hz,1H) (figura 21 b, pd

1/2
gina 22).
* A menos que se indique otra referencia, las asignaciones
funcionales en 1os IR se hicieron de acuerdo a Nakanishi105

106 107 108 109

y Bellamy y en RMNP de acuerdo a Bovey ,Dyer yJdackman




RMNP (Doble irradiacién)(s) (figura 20, pédgina o1)

irradiacion efecto
1.70 3.78 s,a1/28Hz —*»s,al/ZSHz
0.90 d,J=6.5Hz — s,a 6Hz

1/2

122 3.78 s,a1/28Hz —+»s,a1/25Hz

EM m/e (%, composicién por alta resolucién): 277(90%,

e77.2041,C, . H 262(10 Laal NOZ)’

16 24
NO y C

17H270,N)

(5, r16 26N0)’ 206(5, C13 20 12H1802)’ 204

(29,C NO), 192(17,C

13M18 12M18N0 ¥ Cy,H1605),
110(11,C,H,N), 96(21,CcH  N), 94(12), 91(15),
71(25,C,HgN), 70(24), 58(100,C,HoN), 57(42).
(figura 22, pagina 23)

- - - & - q 1
Andalisis elemental: calculado para C17H2702N.C 713.61%,

H 9.81% y N 5.05%. Valores encontrados:C 73.64%,

H 9.70% y N 5.04%.

13

RMN™C (cbe1,,TMS) (8): 19.1(£H3—C), 22.4, 26.0,; 32.3,

3°
38.1, 39.5, 39.7, 40.4, 41.2, 44.0, 46.7 (QHB—N),
52.1, 53.4, 58.1, 58.6, 75.4 (C-0H), 220.8 (CO).
DOR A nm (&): 589(+203), 545(+251), 435(+484), 400(+660); ‘
380(+888),.370(+1.091), 360(+1.242), 350(+1.420),
340(+1.826); 330(+2.739), 320(+3.881)mdx., 310 ‘

(+2.689), 300(0), 290(-2.232), 280(-2,689)min.
2.3.1.1. Acetilacion de paniculatina.

Se disolvid 50 mg. de paniculatina en 2.0 ml. de pi-
ridina, se afiadié 2.0 ml. de anhidrido acético y se dejé a

temperatura ambiente por 19 horas. Se diluyd con cloroformo
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Yy se agitd con una solucidon diluida de bicarbonato ae sodio.
Se lavd el extracto clorofdormico con agua destilada y se se
c6 con sulfato de sodio anhidro. E1 1liquido filtrado produ
jo una laca café de 52 mg. Por c.c.f. preparativa (a]ﬁmina—
éter etilico) y por destilacidn (10'3 mm. de Hg., 80-100°C)
se obtuvo 25 mg. de un aceite que no pudo ser cristalizado;
no forma sales. -cristalinas. Este derivado mostrd ser
Acetilpaniculatina.
IR vméx(film): 2.950-2.850, 2.780(NCH3), 1.740-1730 (0Ac,CO)
y 1.250 cm~! (figura 23, pagina 94)
RMNP (8): O.9(d,J=6Hz,3H,CH3-CH), 2.0(5,3H,CH3000), 2.3(s,

3H,Cﬂ3-N) y 5.08(s,a 8Hz,1H,CH-0Ac) (figu-

1/2
ra 24, pagina 94).

2.3.1.2. Oxidacion de paniculatina.

Se disolvido 40 mg. de paniculatina en 2.5 ml. de pi -
ridina y se afadid sobre una solucidn de 2.5 ml de piridina
que contenia 0.2 gr. de trioxido de cromo. La mezcla se
mantuvo a temperatura ambiente. Después de cuatro horas se
diluyd con agua destilada, se basificé con amoniaco y se ex
trajo repetidas veces con cloroformo. E1 extracto clorofor
mico se lavd con agua, se secd y se concentrd produciendo
una laca café de 46 mg. Este crudo de reaccidn se cromato-
grafio sobre aldmina (5 gr. Actividad I) con éter etilico.
Las fracciones Draggendorff positivas (32 mg.) contienen

dos productos uno de los cuales corresponde a 10 mg de



panicu]atiné sin reaccionar.

Por c.c.f. preparativa (aldmina, éter etilico) se ob
tuvo 16 mg. de un aceite que no cristalizé ﬁi formdé sales
cristalinas. Este producto, que se obtuvo también por oxi
dacidon de paniculatina con reactivo de Jones, probé ser

paniculatinona o dehidropaniculatina.

UV 2. 242(log e 2.43)

IR vméx(NujO]): 2.970-2.850, 2.780(NCH3), 1.730(cic10pent§

A nona), 1.700(ciclohexanona) y 1.420 em™ 1
(metileno activado CH2—CO-)(112) (figura 25
pagina 95 ).

RMNP (6): 1.1(s,a1/26Hz, 3H aprox., CH3CH), 2.3(s,CH3-N),
3.3(d,J=6Hz) (figura 26, pagina 97).

EM m/e (%): 275(M¥,100%), 260(M*-15,11), 247(M*-28,31) 219
(M+—56,38), 204(32), 110(75)? 109(33), 96
(43), 84(33), 70(63), 58(70) (figura 27,
pdgina 96 )

2.3.1.3. Reduccidn de panicu]atina16’ 3z, 113.

Se disolvid 0.2 gr. de sodio en 10 ml. de etilengli-
col, se afadid hidrazina anhidra (preparada destilando 20
ml. de hidrazina clorhidrato en presencia de 20 gr. de hi-
droxido de sodio en lentejas) calentando hasta que la mez-
cla reflujo libremente a 180°C.

La solucidn se enfrid, se aiadié 55 mg. de panicula-

tina y se refluj6 durante 16 horas a 180°C. Se aumentd la
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temperatura hasta 210°-220°C destilando el exceso de hidra-
zina y luego se reflujd por otras 23 horas a 210°-220°C.

La mezcla fria se diluyd con agua y se extrajo con clorofor
mo. La solucidn clorofdrmica se secé con sulfato de sodio
anhidro por toda la noche, se filtré y concentrd obteniendo
se un producto cristalino amarillento. Una sublimacidn pro
dujo 36 mg. de deoxopaniculatina que funde a 117-121°C.

IR vméx(KBr): 3.440-3.000(0H), 2.950-2.850, 2.800 cm-l(NCHB).
| (figura 28, paaina 97).

RMNP(8): 0.92(d,J=7Hz, 3H,CH3CH), 2.2(5,3H,CH3N), 3.62(s,a1/2

7.5Hz,1H CHOH), 3.65(s,1H,intercambia con D,0,

2
OH) (figura 29, pdgina 97 )

EM m/e (%) : 263(MT,63%), 248(M+—15,50), 235(M+—28,13), 192
(28), 110(25), 96(39), 71(53), 70(44), 58(100),-

57(63). (figura 30, pagina 98).
2.3.1.4. Oxidacidon de Deoxopaniculatina:

Se disolvido 34 mg. de’@eoxopanicu1atfna en 4 ml. de
acetona fria y se agregd gota a gota y con agitacidon una so
lTucidon de reactivo de Jones hasta que la solucién reaccio -
nante mostro un débil co1oriamari11o. Después de tres ho -
ras a temperatura ambiente, se elimind el exceso del oxi -
dante agregando 15 ml1. de etanol. La solucibn se evapord
casi a sequedad, se diluyd con cloroformo y se agitd con so
lucidn diluida de bicarbonato de sodio. La evaporacidn de

Tos extractos orgdnicos produjo 30 mg. de una laca que



destilada a presidn reducida dig 20 ma. de un aceite que no

fue posible caracterizar como producto cristalino y a juz -

gar por sus propiedades espectroscépicas es dehidrodeoxopa-
niculatina. '

LB Woe. (film): 2.950-2.850, 2.780(NCH3), 1.690(ciclohexa -
nona), 1.420 cm‘l(CHz-co-), (figura 31, pa-
aina 99 ).

RMNP (68): 1.02(d,J=4Hz,3H,CH3CH), 2.2(s,3H,CH3fN) (figqura 32,

’ pagina 99 ).

EM m/e(%): 261(MT;71%), 246(M+—15,26), 233(M+~28,43), 232
(M¥-29,48), 204(5), 190(29), 176(14), 149
(100); 123(14), 110(58), 96(55), 83(35), 71
(60), 70(100) 58(77), 57(84) (figura 33, pagi
na 100).

uv Apsx 285 (inflexidn)

DOR Anm (®): 579(0), 435(+52), 366(+417), 350(+1.827), 340
(+4.959), 330(+5.742), 310(+7.047) méx.,
300(+3.654), 290(+1.305),- 280(-2.871)min.,
270(-2.610), 260(-783). a=+99.18 (figura 34
pagina 101) |

2.3.1.5. Benzoilacidn de paniculatina.

A 70 mg. de paniculatina disuelta en 3 ml. de piridi -
na destilada se agregd 1.5 ml. de cloruro de benzoilo y se
reflujdo por dos horas. La mezcla reaccionante se dejé a tem
peratura ambienteydurante toda 1a noche. §e agregd agua deg

tilada y se agitd con sucesivas porciones de éter etilico
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(5x40 ml1). La fase etérea se extrajo con solucidn de &cido

clorhidrico 5% v/v (400 m1.). La solucidn acuosa se basifi
c6 con amoniaco y se extrajo con cloroformo. Los extractos
clorofdrmicos secos se concentraron dando un residuo crista
Tino que por sublimacidon produjo 22 mg. de benzoilpanicula-

tina que funde a 78-80°C.

aD
25

[Rvmax(KBr): 2.950-2.850, 1.720(ciclopentanona), 1.710(ben-

=88.5(c 1.33, etanol)

zoato), 1.600, 1.280(benzoato), 710cm™! (figu-

4 ra 35, pdgina 102)

RMNP(8): 1.0(d,J=6Hz,3H,CH3CH), 2.3(s,3H,CHs-N), 5.25(m,a,,,
8Hz,CH-0-C0), 7.5(m3 Haromdticos) y 7.9(m,2H
aromaticos) (figura 36,pdainaip2)

EM m/e(%): 381(M%,17%), 277(22), 276(M*-105,100), 204(9),
149(13), 105(56), 96(13), 77(36), 71(20), 70

(23), 58(44), 57(42) (figura 37,pdginaip3)

2.3.1.6. Aplicacion del método de Horeau a paniculatina.

A 35 mg. de paniculatina se agregd 59 mg. de anhidri -
do a-fenil butirico racémico (0.5 ml. de solucidn del anhi -
drido en piridina a una concentracién de 118 mg/ml.) y se
dejd durante la noche a temperatura ambiente. Se afiadid
unas gotas de agua y se calentd la mezcla a bafio maria por
media hora. La meic]a se vacid en un embudo'de decantacidn
pequefio que contenfa é ml. de agua y 3 ml. de benceno. Se

agitd y se tituld-con 3.2 ml. de hidroxido de sodio 0.1 M



en preseﬁcia‘de fenolftaleina.. Rendimiento de Esterifica-
cion 47%.

Se separd la capa bencénica y la solucién acuosa se
extrajo primero con cloroformo y luego con benceno. VLa so
lucidn acuosa se acidificd con dcido clorhidrico y se extra
jo con benceno.

Después de evaporar el solvente se afiadido 2.0 ml. de
benceno y ésta solucidon mostrdé, en el espectropolarimetro,

una lectura de -0.121°, en una celda de 1 dm. Rendimiento

Optico:25%.
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2.3.2 PANICULINA: Este alcaloide cristaliza en acetona y
tiene un p.f. de 65-66°C(96). Sus principa]es propiedades
espectroscopicas son:
IR v oo (KBr): 3.500-3.100(0H), 2.930-2.840, 1.730—1;710,
1.240 cm™ ! (figura 38, pagina11?).

v, £, (CC1,): 3.640(0H 1ibre), 1.736, 1.250-1.300cm™ !
IR del hidrobromuro. vméx(KBr): 3,250, 2.750-2.500, 1.740 y
? 1.250 cm™ ! (figura 39, pagirall)d.

RMNP (CDC1.,,220 MHz) (¢): 0.94(d,J=6HZ,3H,CH3CH), 2.04(s,3H,

3
CH3CO), 2.90(cuart. J=12 y 4Hz,1H), 3.04(t,
J=11Hz,1H), 3.49(sext.J=15, 15 y‘3Hz,1H),
3.96(sext.Jd=11, 11 y 4Hz,1H) vy 5.11(t,J=6Hz,
1H,CHOAc) (fiaura 40, pagina 113).

RMNP (CDC1,,100 MHz) (8): 0.95(d,J=6Hz), 2.05(s,3H), 3.5-3.9

3’
(m,2H),5.10(t,J=6Hz,1H) (figura 41, paginalia).

RMNP (8): 0.9(d,J=6Hz,3H), 2.0(s,3H), 3.5-4.0(m,2H), 8.4

(t,J=6Hz,1H) (figura 42, paginalls ).

RMNP (doble irradiacién) (8)

irradiacion efecto
1.41 5.11(t,J=6Hz) — d,J=6H2
A1.78 . 5.11(t,J=6Hz) — d.J=6Hz

EM m/e (%, composicidn por alta resolucién): 307(Mt 25%,

. NO )s 264(M -43,6,C NO ), 250 (M -

18 29 15 22
57,100, C14 20N03), 208(10,C12H18N02), 20€(8,
C12H16N02), 190(22,C12 16NO), 172(11,C12H14N),

144(2) (fiqura 43, pdaina 115).
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Analisis elemental: cq]culado para C18H29N03

9.51% y N 4.54%. Valores encontrados:C 70,20%,

+G.70.31%, H

H 9.45% y N 4.51%.
Paniculina no es oxidado por reactivo de Jones (3 ho-
ras), ni de Sarret (5 horas)vni trioxido de cromo-dcido acé

ticol6.

2.3.2.1. Hidrolisis alcalina de Paniculina

Se disolvido 30 mg. de paniculina en 2.0 ml. de metanol
y se afnadido 2.5 ml. de una solucidn 50% metanol-hidrdxido
de sodio 5N y se reflujo por 5 horas. La solucién fria se
diluyd con agua y se extrajo con cloroformo repetidas veces.
La solucidon clorofdérmica seca se evapord dando un residuo
blanco, espumoso. Por sublimacidn se obtuvo un producto
(23 mg.) que mostrd un p.f. de 159°-160°C, mientras que crig.
talizado de acetona-éter etilico funde a 172-174°C

IR v . (KBr): 3.300-3.000(0H), 2.950-2.850 cm }. (figura

ma X
44, pagina 119.

Vo5 (Nujol): 3.320-3.300 y 3.100-3.000 cnm” L.
vz (CHC1,): 3.620(0H) y 3.580(0H)cm™ !
RMNP (8): 0.9(d,J=6Hz,3H), 3.9(m,a;,, 16Hz,2H), 3.0-4.0(m,

3H) (figura 45, pégina 115) '

EM m/e (%): 265(MY, 10%), 248(M*-17,4), 247(M*-18,3), 222
(m*-43,4), 210(4), 209(24), 208(M*-57,100),
207(6), 204(s), 190(7), 188(4), 178(5)

172(7), 144(5) (fiqura 46, paginaii7).
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Las propiedades cromatograficas y espectroscépicas
del producto de hidrdolisis de paniculina son idénticas con
las del alcaloide aislado en este trabajo denominado Desace

tilpaniculina (pédgina 110).

2.3.2.2. 0Oxidacidon de Desacetilpaniculina.

Se disolvido 15 mg. de Desacetilpaniculina en 10 ml.
de piridina y se afiadid sobre una solucidn de 1,5 ml. de pj
ridina que contenia 150 mg. de tridxido de cromo y se dejd a
temperatura ambiente. Después de 24 horas se diluyd la mez
cla reaccionante con agua fria, se basificdé con amoniaco y
se extrajo con cloroformo. La solucidn clorofdérmica seca,
se evapord resultando 15 mg. de un producto cristalino que
una vez sublimado funde a 57-59°C y que-a juzgar por sus
propiedades espectroscdpicas, corresponde a una hidroxicetona.

Un producto idéntico.selobtuvo_por oxidacion de desa-
cetilpaniculina (producto natural) con reactivo de Jones.
uv xméx(Etano1) 270 (e 1.500), 220(e 900).

IR v (KBr): 3.400-3.100(0H), 2.970-2.850, 1.690(ciclohe-

MaXx
xanona), 1.420 cm‘; (CHZ—CO) (figura 47, pa-
gina 118

RMNP (6):O.9(d,J=4HZ,3H,CH3CH) y 3.0-4.0(2H) (figura 48, pé

gina118).

EM m/e (%): 263(MT, 9), 220(M*-43,2), 208(6), 207(16), 206

(M+—57,100), 204(7), 190(3), 178(11), 176

(3), 160(5), 150(3), 134(4) (figura 49, pagi

na 119).
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DOR X nm (8):579(-92), 546(-92), 436(-220), 407(-66), 366
(+184), 334(+657), 320(+2.235), 312(+2.498),
310(+2.727 max), 300(+876), 290(-657), 280
(-3.287), 270(-3.944 min) 260(-657).
a=+66.61 (figura 50, pdginal20).
E1 IR del hidrobromuro derivado (p.f.> 340°C) muestra
las siguiehtes bandas asignables:
v < (KBr): 3.300(0H), 1.690(ciclohexanona), 1.420 cm™ !
(-CH,-C0)

2.3.2:3. BAeetilacion de Pahicu]ina.

Se disolvid 30 mg. de paniculina en una solucidn de
1.5 ml. de piridina frescamente destilada y 1.5 ml. de an -
hidrido de acético. La mezé]a reaccionante se dejo a tempe
ratura ambiente por 72 horas. Se diluydé con aqua, se basi-
ficd con solucidn de bicarbonato de sodio y se extrajo re -
petidas veces con cloroformo. El1 residuo cristalino {32 .840.4)
que resultd de evaporar los extractos clorofdrmicos se‘puri-
ficé por c.c.p. (alimina, éter etilico usando 2 placas de
20 x 20 cm x 0.2 mm.). Se separd dos fracciones. La recu-
peracidn desde el soporte cromatogradfico de la fraccidén de
mayor Rf produce finalmente 16 mg. de un producto que crista
- 1iza en acetona y funde a 190°con descomposicién. Por sus
propiedades espectroscépicas este derivado corresponde a
Acetilpaniculina.

De la fraccidn de menor Rf se recuperd 11 mg. de
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paniculina sin reaccionar.
Las propiedades espectroscdpicas de acetilpaniculina
son:
IR v . (KBr) 2.950-2.850, 1.730 y 1.250 cm2® (muy intensa)
(figura 51, pagina 121).

RMNP (8): 0.9 (d,J=7Hz, 3H,CH,-CH), 2.0(3,6H,CH3C0), 941

3
(t,J=6Hz,1H,CHOAc), (figura 52, pdginal2l).

EM n/e(3): 349(M7, 2%), 292(M*-57,3), 289(M*-60,5), 232(M*-

117,38), 202(24), 186(11), 174(12), 172(M+—177,
100), 144(45), 136(6) (figura 53, pagina 122 ).

2;3.2.4. Deshidratacidn de Desacetilpaniculina.

Se disolvid 15 mg. de désaceti]panicu]ina en 2.0 ml.
de cloruro de metileno y se agregd 2 ml. dg cloruro de tio-
nilo recién destilado. Después de 21 héras a temperatura
ambiente se afiadid 5 ml. de solucién de dcido clorhidrico
5% v/v y se agitd repetidas veces con éter eti]ico; 58 des
cartd la fase orgdnica. La solucidn acuosa,sea]ca1hﬁ26'cqn.
amoniaco y se extrajo con cloroformo. E1 producto cristali
no (14 mg.) que resultd de la sublimacién del residuo cloro
formico mostrd ser idéntico a anhidrodesacetilpaniculina, al
caloide aislado en este trabajo y cuyas principales propie-

dades espectrales y quimicas se muestran en pagina

2.3.2.5. Conversion de Paniculina en acetildihidrolicopodina.
Se disolvid 51 mg. paniculina en 20 ml. de cloruro de
metileno y con agitacidn magnética y bajo corriente de ni -

trogeno se afiadid en sucesivas porciones pentacloruro de




fésforo (200 mg. en una hora)(114). Después de cuatro ho -
ras a temperatura ambiente se diluyd la mezela reaccionante
con cloroformo saturado de agua. Se agitd en un embudo de
decantacion con solucién de bicarbonato de sodio y se sepa-
ro la solucidon clorofdrmica. La fase orgdnica seca produ -
jo por evaporacidn 55 mg. de un producto aceitoso de color
café oscuro. Este crudo, que did reaccidn positiva al test
de Beilstein 115, se disolvio en 15 ml. de etanol absoluto,
se afadido 6xido de platino y unos cristalitos de acetato de

116 Yy se mantuvo durante toda 1a noche bajo una atmés-

sodio
fera de hidrdgeno con agitacion magnética. La solucién al-
coh6lica filtrada se evapord casi a sequedad, se diluyd con

5 ml. de agua y se extrajo con cloroformo (15 ml.).

E1 crudo obtenido de los extractos clorofdormicos (40 mg{

se sublimd y produjo un material cristalino (19 mg.)'idéntj
co en todas sus propiedades espectroscépicas y cromatoaréd-
ficas a acetildihidrolicopodina auténtica.

Cuando paniculina se refluj6 con cloruro de tionilo en
bénceno por 24 horas, se obtuvo un crudo (positivo al test
de Beilstein) de 5 componentes. Después de hidrogenacidn
catalitica no fue posible aislar ningiin producto caracteri-
zable, aunque un componente de la mezcla mostrd similar con

ducta cromatogrdfica con acetildihidrolicopodina.

109
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2.3.3. DESACETILPANICULINA.

Este alcaloide funde una vez cristalizado de acetona
a 170-172°C. E1 hidrebromuro derivado funde a 275°desc.las
- propiedades espectroscépicas, que concuerdan con el deriva

do de hidr6lisis de paniculina, se han mostrado en pdgina
1n5

2.3.3.1. Acetilacion de Desacetilpaniculina.

Se disolvido 60 mg. de desacetilpaniculina en 3.5 ml
de piridina y 3.5 ml. de anhidrido acético. La mezcla se
mantuvo a temperatura ambiente durante 19 hofas. La mezcla
de reaccidn se diluyd con agua y se agitd exhaustivamente
con cloroformo. E1 extracto cToroﬁémmico se concentrd a
presidn reducida produciendo una laca café (50 mg.) que con
tiene, segln c.c.f. (aldmina.éter etilico) tres productos,
un componente mayoritario de Rf 0.8, un componente menor de
Rf 0.4 y algo de desaceti]paniéu]ina sin reaccionar

Una columna de aldmina (12 gr., Actividad II, éfer
etilico) permitié separar un sélido que una vez sublimado
mostrd ser idéntico en todas.sus propiedades con dcetilpa-
niculina (pagina 197)

‘ t] componente de Rf 0.4 no pudo ser aislado pero cro

matograficamente mostrd ser distinto a paniculina




2.3.4. ANHIDRODESACETILPANICULINA

Este alcaloide cristaliza de acetona y funde con des

composicidon a 175°-185°C.

IR Y (KBr): 3.250-3.190(0H), 2.950—2.850,.1.07OCntf1

(figura 54, pagina 123).
. -1 .
IR v o ¢ 3.620cm “(OH libre)

RMNP (8): O.9(d,J=6Hz,3H,CH3CH), 3.3(m,a 18Hz,1H), 3.8

1/2

16Hz,1H), 5.5(m,a " 10Hz,1H olefi-

(m.ay,5 1/2
nico) (figura 55, pagina 123)

111

EM m/e (%, composicidn pof alta resolucidn): 247(20,C16H25N0),

218(3,€ NO), 204(8,C NO), 190(100,

12720 13718

C NO), 172(43,C,H ,N) (figura 56, pagi-

1216
nai124).

Anhidrodesacetilpaniculina fue resistente a la oxida-
cidon con tridoxido de cromo—ac.acéticolG, con reactivo de
Jones vy con reactivo de Sarret. Anhidrodesacetilpaniculina
fue recuperado intacto después de una hidrogenacidén con &xi
do de platino en metanol.

Finalmente,el alcaloide no fue acetilado con anhidri-

do acético-piridina a temperatura ambiente por 5 horas.
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2.3.5. DESACETILLICOCLAVINA,

Este alcaloide cristaliza de acetona (o de acetona-
éter etilico) y funde a 216-217°C.

E1 hidrobromuro derivado funde a 308-311°C con des -
composicidn. E1 perclorato funde a 260-261°C.

Las principales propiedades espectroscdpicas de desa
cetillicoclavina se muestran a continuacidn:
IR v, <, (KBr): 3.450, 3.300(0H), 1.460 y 1.060 cm ! (figura

57, pagina 135).

S -3
IR v . (Nujol): 3.500 y 3.200 cm™ .

1

IR v (CHC

- 3 (OH 1ibre)
RMNP (220 MHZ,CDC13) {8): 0.85(d,J=6Hz,3H,CH3CH), 1.89(%;

0 CC14): 3.625cm

ancho que intercambia con DZO)’ 3.19(sext.,
J=12,12. y 3Hz,1H), 3.42(sext.,Jd=14,14 y 3Hz,
1H), 3.74(3,a1/2 3.5Hz,1H), 3.86(d,J=6Hz,1H),
(figura 58, pdginal3f).

Experimentos de doble irkadiacién mostro que el &tomo
de hidrdgeno asociado a la sefial a 3.86 p.p.m. estd acopfa-
do con un &tomo de hidrdgeno que resuena a 2.57 p.p.m.

EM (m/e, %, composicidén por alta resolucidn): 265(MT, 16%,
CieHp7N0,), 248(M7-17, 3, ¢

16H27 16726

+
43, 4,C13H20N02), 208(M"-57, 100, C12H18N02),

205(9), 190(7,012H16N0), 164(6), 162(15,C

NO), 222(Mt-

11
H16N y CIOHIZNO)’ 148(17), 137(9) (figura 59,

pagina 137).

A
N
U1



RMNIC(CHC,, 75.39) (8): 78.51, 74.7, 55.3, 47.34, 47.17
44.82, 44.02, 42.67, 40.33, 29.1
26.85, 26,66, 24,11, 23.93, 23.04
20.31 (figura 60, bégina138 ) N

Analisis elemental: calculado para C16H27N0 C72.41%,

23
H10.25% y N5,27%, valores encontra

dos C72.60%, H10.73% y N5.68%

2.3.5.1. Diacetilacidn de Desacetillicoclavina.

Una mezcla de 41 mg. de desacetillicoclavina en 2.0
ml. de anhidrido acético y 2 ml. de piridina se mantuvo por
20 horas a 92°- 94°C. La solucidn resultante se diluyd con
cloroformo y se agitd con una solucidn de amoniaco frio.
La solucidon clorofdrmica decantada se lavdé con agua, se se-

cd con sulfato de sodio anhidro y se concentrd. La laca

~amarilla resultante se filtrd en una columna de alimina usan

do éter etilico. La evaporacidon de los filtrados produjo

33 mg. de un sb6lido incoloro que cristaliza por evaporacidn

de] solvente.

Por sublimacidn se obtuvo un s6lido que funde a 115°
-118°C dencminado Acetillicoclavina y cuyas propiedades
espectroscOpicas se muestran a continuaciodn:

IR v_. (KBr): 2.950-2.850, 1.740, 1.725 y 1.240 em™ ! (figu-

ra 61, pagina 132),

RMNP (8): O.96(d,J=6Hz,3H,CHBCH), 2.0 (dos sing]etes,GH,CH3

€C0), 4.6(s,a 3.5Hz,1H,CHOAc), 5.0(d,J=6Hz,

172
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1H,CHOAc) (figura 62, pagina 139).

EM m/e(%): 349(M¥,11%), 306(M*-43,4), 202(M*-57,40), 290
(MT-59,13), 289(M*-60,15), 232(M*-117,100),
190(M*-159,82), 174(15),£173(19), 172(15)
162(18), 148(12) (figura 63, pigina 140).

2.3.5.2. Monoacetilacidén de Desacetillicoclavina.

Se mezc16 100 mg. de desacetillicloclavina con 2.5ml.
de anhidrido acético y 4 ml. de piridina y se mantuvo duran
te 19 horas a una tempefatura de 0°C. La solucidn resultan
te se trabajd en la misma forma que se indicé arriba y pro-
dujo finalmente una laca que en c.c.f. (aldmina, éter etili
co) mostrd ser una me;c]a de tres componentes de Rfs 0.8,
0.7 y 0.1 respectivamente.

E1 compuesto de Rf Q1 corresponde a desacetillicocla-
vina sin reaccionar y el Rf 0.8 a acetillicoclavina.

E1 crudo de la reaccidon (120 mg.) se cromatografid
en alimina bdsica (15 gr, Actividad I) y se eluyd en nueve
fracciones con &ter etilico (350 ml.). Una vez concentrada
cada fraccidn y en virtud de c.c.f. se les reunid en tres
fracciones: 1-2(38 mg.), 3-8(30mg.)y 9(20mg.)

La fraccidén 3-8(30 mg:) se aplico, disuelta en aceto-
na, en tres placas de alimina de 20x20 cm x0.2 mm. y se
eluyd con éter etilico. La cromatografia sé desarrol16 3
veces tal como se indica en la pdgina 50,

E1 andlisis .al reactivo de Draggendorff y la luz ul -

travioleta dirigid la separacidn de la zona de la capa que
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mostrd Rf 0.7. E1 material orgdnico se extrajo desde la
alimina con metanol en soxhlet durante tres dias. Se fil-
trdo la solucién y se evapord resultando un producto acei-
toso (25 mg.).

Este derivado de desacetillicoclavina, homogéneo en
c.c.f. , fue resistente a los intentos de cristalizacién.
Sin embargo, formd un hidrobromuro cristalino de punto de
fusion de 248-251°C. Las propiedades espectroscépicas,
éue se indican abajo, sugieren que este producto es acetil
desacetillicoclavina
IR vméx(fi1m): 3.500-3.200, 2.950-2.850, 1.730 y 1.250 cm'1

(figura 64, pagina 141)
RMNP (&): O.96(d,J=6Hz,3H,CH3CH), 2.01(5,3H,CH3CO), 3.9
(d,J=4Hz,1H,CHOH) y 4.7(s,a1/23.5Hz,1H,CHOAc)f

(figura 65, pagina 141).

2.3.5.3. Oxidacidon de Desacetillicoclavina con reactivo de
Jones.
Se disolvid 30 mg. de desacetillicoclavina en 15 ml.
de acetona y se afiadi6, gota a gota, reactivo de Jones (1,5
ml. en 15 minutos). |
Se mantuvo la mezcla con agitacidn esporddica durante
dos horas a temperatura ambiente. Se afiadio 5 ml. de eta -
nol y se evapord casi a sequedad. Se colectd con 40 ml. de
cloroformo y se agité'con solucidon de amoniaco (50 ml.).
Se secd y evapord.la solucidn orgdnica resultando un produc

to de reaccidn de 25 mg. que muestra practicamente un




componente mayoritario (c.g. y c.c;f.) y fue'burificado bor

sublimacion. E1 producto sublimado (15 mg.) funde a 157-

158°C, pero este valor sube a 170-171°C después de varias .

recristalizaciones de acetona. Este derivado de la oxida -

cidn, que fluorece fuertemente a la luz ultravioleta, es in
coloro pero ennegrece lentamente.

Las principales propiedades espectroscopicas de este
derivado son:

IR vmax(KBr): 3.200(0H), 2.950-2.850, 1.660(cetona a,B no
saturada), 1.640 cm_l(olefina conjugada) (fi-
gura 66, pdginai142).

vméX(CHC13): 3.450 cm—l(OH enlazado intramolecularmente)
v < (Nujol): 3.200 cm™?. |
RMNP (8): 1.0(d,mal resuelto, 3H,CH3CH), 6.2(s,ancho,1H que
intercambia con D20 Y que se desplaza hasta
1.6 P.-p.m. .por dilucidn. Es importante se-
Aalar la ausencia de protbnes olefinicos
(figura 67, pdginal42).
EM m/e (%): 261(MT, 35%), 260(10), 218(M+—43,48), 216(31),
| 205(58), 204(M*-57,100), 203(45), 202(94),
190(32), 188(22), 176(74), 174(48), 162(10),
160(10), 148(12), 146(15) (figura 68, pagi -
na 143).
uv X max (Etanol): 285 nm. log e=4.07

Ansx (Etanol, OH7): 333 nm. log e=4.06

129
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Este producto de oxidacién de desacetillicoclavina re-
sultd ser idéntico al producto de oxidacién de Ticopodina
con didoxido de selenio y al producto de hidrdlisis de 6a-bro

molicopodina con solucidn de NaOH (vide infra).

2.3.5.4. Oxidacidn de Desacetillicoclavina con reactivo de

Sarett a 0°C.

Se disolvid 123 mg. de desacetillicoclavina en 7.5 de
piridina y se le afiadig 7.5 ml. del reactivo de Sarett (pre-
parado tal como se indicé en pagina 52).

La mezcla se mantuvo a 0°C durante dos horas. Luego
se diluyd con agua fria (150 m1), se alcalinizj con.amoniaco
y se extrajo con sucesivas porciones de cloroformo (3xiOO ml.)

Esta solucidon cloroférmica se lavd, se secd y se con —b
centrd produciendo 102 mg. de una mezcla amorfa de tres com-
bonentes, uno de los cuales correspondia al anteriormente
mencionado producto de oxidacién con reactivo de Jones.

Una cristalizacidn desde etanol-&ter etilico y luego su
blimacidn permitid obtener el producto principal de 1la heaé-
cifén. Este productb (15 mg.) cristalizado de acetona funde
a 245-246°C con un cambio en la forma cristalina entre 120°-
128°C. Las propiédades-espectroscépicas mas importantes se
" muestran a continuacidn:

IR v < (KBr): 3.100-2.550(0H), 1.705 y 1.040 cm™! (figura 69,
pagina 144). ;
v, <, (Nujol): 3.350-3.100, 1.705 y 1.040 cm!




IR v . (CHC1,): 3.610 cm™L(OH 1ibre)

RMNP (8): 0.9 (d, mal resuelto, 3H,CH,CH), 3.8(s,a 6Hz,1H,

1/2
CHOH) (figura.70, pagina 144 ).
EM m/e(%): 263(M¥, 18%), 235(M*-28,3), 220(M*-43.3), 218(M*-
45,10), 207(19), 206(M'-57,100), 204(5),
178(28) (figura 71, pdgina 145 )
uv AméX(Etano]): 280 nm log € 1.90
Este producto de oxidacidn de desacetillicoclavina
con reactivo de Sarett (0°C) es idéntico a L20(92). La com
paracidon se hizo con L20 auténtico y L20 obtenido en el pre -
sente trabajo partiendo desde licopodina.
De Tos Tiquidos madres de la cristalizacién del pro -

ducto principal se obtuvo, ademds, el mismo producto de la

oxidacidon de desacetillicoclavina con reactivo de Jones.

2.3.5.5. Preparacidon de Hidrobromuro de 6-a-bromolicopodina:.

A partir de 5 gr, de licopodina y siguiendo la secuen
cia descrita por N.A.Ayer92 se obtuvo 3.7 gr. de un deriva-
do cristalino cuyo punto de fusion (262-263°descomposicidn,

metanol-&ter etilico) y propiedades espectroscépicas concuer

131

dan con Hidrobromuro de 6-a-bromolicopodina. (1it.266°-269°C desc.}

2.3.5.6. Hidrdlisis de Hidrobromuro de 6-a-bromolicopodina.

Siguiendo Ta técnica de Ayer92 se hidrolizé la sal

con solucidon de NaOH y con solucién de NaHCO3.

a) Con NaOH 3%. Desde 1 gr. de sal se obtuvo 0.5 gr. de un
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producto que cristalizado de acetona funde a 170-171°C
(sublimado funde a 157-159°C) y que corresponde en todas
sus propiedades al producto principal de la oxidacidn de
desacetillicoclavina con reactivo de Jones (vide supra),
con el producto principal de la oxidacién de licopodina
con didxido de se]enio16 y concuerda con los datos infor
mados por Ayer para "diosfenol"; o sea, para 5,6 diceto-
na endlica derivada de licopodina (1it.185°-186°C)

gb) Con NaHCO3 3%. Desde 1 gr. de la sal se obtuvo 0.98 ar.
de un producto que cristalizado de metanol o metanol-é& -
ter etilico funde a 228-232°C y cuyas propiedades espec-
troscdpicas y cromatograficas son idénticas con las del
producto de oxidacidn de deséceti]]icoc]avina con reacti
vo de Sarétt (vide supra) y con el alcaloide L20 (compa-
racion directa con muestra auténtica proporcionada por

Braeckman) .

2.3.5.7. Reduccidon de L20 con LiA]Hé.
La reduccidon de 130 ma. de L20 con hidruro de élumi B

nio y 1it10119

produjo 45 mg. de un producto que recrista -
lizado de acetona funde a 205-206°C y cuyas propiedages cro
matograficas y espectroscdpicas son idénticas con las del
producto natural desacetillicoclavina.

Los intentos por obtener otro producto de reduccién

de L20 siguiendo las técnicas descritas por Ayer'® con so -

dio en propanol, epimerizacidn de L20 con propdxido de sodio-
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propanol y con alimina fracasaron sistemidticamente. Contra
riamente a lo encontrado por Ayer, solamente se obtuvo como

producto caracterizable al descritb "diosfenol".

2.3.5.8. Reaccidn de Acetillicoclavina con "aldmina bdsica".

275 mg. de aéeti]]icoc!avina disuelto en metanol (50
ml.)se mezcld con 10 gr. de aldmina basica (actividad 1) y,
en el evaporador rotatorio, se mantuvo durante 9 horas a
50°C. Se dejd a temperatura ambiente por 13 horas adiciona
les.

E1 material orgdnico se recuperd desde la aldmina
usando metanol y se obtuvo una laca café que cristalizd en

acetona. Este derivado no ha sido caracterizado aiin.

2.3.5.9. Reduccidn de Hidrobromuro de 6-a-bromolicopodina
con Borohidrufo de sodio. .

Se disolvido 0.70 gr. de hidrobromuro en 250 ml. de
etanol y se afiadié, en porciones, 2.06 gr. de hidruro de bo
ro y sodio durante una hora. La mezcla se mantuvo con agi-
tacidon magnética durante 6 horas. Se diluyd con agua (80
ml.) y se adiciond cuidadosamente algunos ml. de solucidn
de acido clorhidrico 1%. Se continud la aaitacidn durante
toda la noche. Se afiadid solucidn acuosa de bicarbonato de
sodio hasta pH8. Se extrajo con cloroformo. La evaporacidn
del solvente produjo 0.40 gr. de un producto amorfo amari -
1lento que did reaccidon positivo al test de Beilstein. EI

producto cristalizado de acetona, aunque no ha sido mayormente




caracterizado, muestra bandas de absorcfén a 3.200-3'.100cm'1

y ausencia de banda de carbonilo en su espectro IR y sefales

en su espectro de RMNP: doblete a 0.9 ppm (3H), sexteto a

3.8 ppm (1H) y triplete a 4.7 ppm J=3 Hz, (1H).

2.3.5.10. Intento de reaccidn de Desabeti]]icoc1avina con
a;etona117.

Se disolvid 40 mg. de desacetillicoclavina en 25 ml.
de acetona seca y se afiadid 3.0 gr. de sulfato ciprico anhi-
dro. Se hifvié a reflujo durante 72 horas. Se filtrd, se
evapord el so1venté y se recuperé casi cuantitativamente de
sacetillicoclavina sin reaccionar. (35 mg.) Similar resul-
tado se obtuvo cuando se intentd obtener el O-isopropiliden
derivado del alcaloide usando &cido para-to]uensu]fénicollS.

Siguiendo ambas técnicas, la glucosa produjo un O-iso-

propiliden derivado.
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2.3.6. LICOCLAVINA.

Este alcaloide cristalizado de acetona funde a 198°~
201°C y muestra las siquientes propiedades espectroscépicas:
IR v . (KBr): 3.300-3.100, 3.000-2.850, 1.740,1.250 cm"

(figura 72, pagina 148).

RMNP (8): 0,9(d,J=6Hz,3H,CH3CH), 2.0(s,3H,CH,C0), 3.6(s,a1/2
4Hz ,1H,CHOH), 4.9(d.J=5Hz,1H,CHOAc) (figura

~ 73, paginal4g).

EM m/e (%): 307(MY,4%), 264(Mt-43,3), 250(M"-57,28), 247
(M7-60,30), 190(M*-117,100), 172(M*-135,34)
162(M"-141,66), 148(10), 134(10) (figura 74,
pdginal44).

run-"c(cher,,78.62) : 170.61, 76.92, 75.79, 54.89, 47.17,

3,
44.62, 42.59, 40.53, 27.64, 26.76, 26.25,
24.31, 24.14, 22.75, 21.29, 20.13, {(figura 75,

pagina 150 ).

2.3.6.1. Acetilacién de licoclavina. |

Se disolvié 20 mg. de licoclavina en 3 ml. de una mez
cla de anhidrido acético y piridfna Y se mantuvo a tempera-
tura ambiente por 5 horas. Se diluyd con cloroformo (15 m1.)

Y se agitd con agua. ET extracto cloroférmico produjo una

-laca (25 mg.) que se filtrd en una columna de alimina con

€ter etilico. La solucidn etérea produjo 18 mag. de un mate-
rial cristalino idéntico en todas sus propiedades con el de-

rivado de diacetilacién de desacetillicoclavina (pégina125).
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2.3.6.2. Hidrdlisis de licoclavina.

Se disolvido 12 mg. de licoclavina en 2 ml. de metanol
y se anadid 3'ml.de solucién 50% metanol-hidréxido de sodio
5N. Se mantuvo a temperatura ambiente por 2 horas. Se di-
Tuydo con agua (50 ml.) y se extrajo con cloroformo. EI1 ex-
tracto produjo una laca que por sublimacidén dd 9 mg. de un
material que tiene idénticas propiedades con el producto.

natural desacetillicoclavina.
2.3.7. FLABELIDINA.

Esta base es un aceite. Los intentos para obtener sa

les cristalinas caracterizables fracasaron.

IR v . (film): 3.400-3.200, 2.950-2.850, 1.660 y 1.640 cm™

(figura 76, pagina 151).

RMNP (8): 0.9(d,J=6Hz, 3H, CH3CH), 2.2(s,3H,CH,CON), 4.5

3
(m,al/2 12Hz ,1H dependiente de la concentra-

cidn y se intercambia con DZO y CD,C00D) (fi

3
- gura 77, paginal5l) .
EM m/e (%): 288(MY, 18%), 245(M*-43,9), 231(M*-57,100), 203
(M*-85,20), 188(M*-99,25), 161(M'-127,15)
(figura 78, pagina 152).

uv Améx(Etanol) 235 nm log €=3.76)

147




148

FREQUENCY (CM")

l

4000

3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

34600

2013 14

(MICRONS)

]

o

o

o

IR (KBr) de licoclavina.

Figura 72.

2o

B e

i

e —— i —

i
{
!

4.0

3
i

——————— g
o

(X

70

PeM (3}

RMNP de licoclavina.

Figura 73




149

TRULAR|[D00L| @p W3 Pl mLDU..hm

00€ 082 092 ofe 02z 002 081 09T 0%t 02T
b_____:;::_::___:___: :_L:_;:___:___:_L:__ I _;:_ ____ _____________:_::T:L
1] e :: i ;_ il I _E_ t _E_: :_E__ i

001




o

169

‘BULAR[2001| Bp de (NWY 5L eunb L 4

owo

, vl oos
b o (06) - 000T

ALHRE AR oug

P e e e _E_ﬁaom : ZHOOOY




FREQUENCY (CM")

2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

4000 3600 3200 2800
100 p——+—— !
'f i.'!!..’
?0F
Ppad]e
RERERE
S TN
T
&N T
. (1 Bl
560t ;
é ij4 A.
sobHH e
A
ZOFTTTT
< 1Eid L ld it ]
P T T
~30 1 5 B B
IRRAE ARE RS
EEA SRR Y
20+ 7 R RS
HHtH
A0
‘a_f_..g._f, 4 i
i i :
O : ‘ T T T T T T 1 iy T v v . . T . : T «
25 30 s 4o 5 ' mucRoNs) 6 _ R S R T R

Figura 77.

RMNP de flabelidina.




Y58

"RULPLL®qRLS 3P W3 "8L ANBL4
SE P e 092 oz 02z 002 08T 09T oHT 02T 00T
L______-__—_-_~______—h_________“_____~_______;___________:___.___-_—“____~___;______:H—»___ O
[ A LN
3“2. i
882 i LZTH -
* 66 i
L
— 06
— o/00T

LS-H TE2
P




I58

2.3.8. Alcaloide P8

Este alcaloide cristalizado de acetona funde a 229-
233°C con descomposicidn, mostrando un cambio en la formaA
cristalina a 200-210°C. El1 producto sublimado es un aceite
que solidifica lentamente pero este s6lido se hidrata trans
formdndose nuevamente en un aceite amarillento.

IR GEéX(KBr): serie de bandas entre 1.740 y 1.580 cm™ ! {fi=
gura 79, pdgina 154 ).
RMNP (8): 0.9(s,a

10Hz,3H,CH3CH), 5.0(s,a 14Hz,H20),

1/2 1/2
7.2(cuart.J=8 y 4Hz), 8.1(cuart. J=8 y 2Hz) y

8.5(cuart. J=4 y 2Hz) (figura 80, paginaisg).
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RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 ESTRUCTURA DE PANICULATINA

3.1.1. Definicidn funcional de paniculatina.

ET EM de alta resolucidn indica que la fdrmula mole-
cular de paniculatina corresponde a C17H2702N y ésta con -
cuerda con el andalisis elemental encontrado.

ET IR de paniculatina (figura 18, pdginagp ) y de su
hidrobromuro (figura 19, pdgina 90 ) muestra una fuerte ab-
sorcidon entre 3.300 y 3.100 cm—1 que puede ser asignada a
la presencia de a To menos un grupo OH de naturaleza alco-
holica en Ta estructura de la base natural. En solucidn
de cloroformo el alcaloide muestra en su IR una banda a
3.620 cm™ ! independiente de Ta concentracidn caracteristi-
ca de grupo OH no enlazado intramolecularmente.

La naturaleza del grupo OH se puede colegir analizan
do las propiedades espectroscopicas de algunos derivados.

E1 IR de paniculatinona, (figura 25, pdgina 95) pfo-
ducto de oxidacidn de paniculatina, es transparente en la
zona de absorcidon de grupos OH. E1 EM.(figura 27, péagina
96 ) muestra una sefial molecular a m/e 275 que es justamen
te dos unidades de masa menor que la de paniculatina, indi
‘cando que la oxidacidon ha afectado a un grupo OH secundario.

E1 espectro de RMNP de paniculatina (figura 20, pagi-
na 91 ) muestra una sefial para un atomo de hidrdgeno a 3.8

ppm. de un ancho medio de 8 Hz que se desplaza a 5.0 ppm.




por efecto de acetilacidén y a 5.3 b.b;m. bor benzoilacidn,
confirmando la existencia de un dtomo de hidrdgeno geminal
al grupo alcohélico en la base natural.

Las bandas a 1.700 y a 1.420 em™! en 1os IR de panicu
latinona (figura 25, pagina 95) y de dehidrodeoxopanicu]ati

na (figura 31, pdgina99 ), que no aparecenen los IR de pa -

niculatina ni de deoxopaniculatina (figura 28, pagina 97),

permiten inferir que el grupo carbonilo generado en la oxi-
Hacién se encuentra en un anillo de seis miembros y esta
flanqueado a 1o menos por un grupo meti]enollz. En conse-
cuencia, podemos aceptar que en paniculatina hay "un grupo
OH secundario en un anillo de seis miembros y flanqueado a
1o menos por un metileno"

La fuerte absorcidn en el IR de paniculatina a 1.720
cm—1 define el otro dtomo de oxTgeno como parte de un‘grupo
carboni]d y la frecuencia de la absorcién sugiere 1la natura
lTeza de carbonilo ceténico en un anillo de cinco miembros.
Esta naturaleza cetdnica, por otro lado, es confirmada por
la desaparicidn de esa banda de absorcidn en el IR del deri
vado deoxopaniculatina (figura 28, pdgina °7) obtenido por
reduccidén de paniculatina con hidrazina en medio basico.
De este modo quedan definidos los grupos funcionales oxige-
nados de paniculatina, avalados, ademds, por el RMN13C con

sefiales a 74.5 y 220 p.p.m. asignables a dtomos de carbono

alcohdlicos y carbonilicos respectivamente 61’120.




A1 comparar los RMNP de paniculatina en CDC]3 y en
CDC13/CD3COOD se aprecia como rasgo caracteristico el des-
plazamiento a mds bajo campo de algunas sefales; éstas de-
ben estar asociadas a los protones a al &tomo de nitrdgeno
en la estructura del alcaloide. . Esta conducta es
tipica de la desproteccidn magnética que sufren los atomos
de hidrdgeno vecinos al &dtomo de nitrdgeno cuando &ste se

protona 111.

Esto ocurre en presencia de gotas de CD3COOD
o de CF3COOD. De esta forma la sefial singlete para 3H a
2.2 p.p.m. en CDC]3 debe asignarse a la existencia del aru
po N-CH, 1L,

De la integracidn de las sefiales desplazadas es posi
ble suponer la existencia de tres o cuatro dtomos de hidrd
geno o al atomo de nitrdgeno.

La banda de absorcidn a 2.780 cm~! en el IR de pani-
culina y en casi todos sus derivados debe asociarse también
a vibraciones tipicas del grupo N—meti1ollo.

La no N—Aceti]acién de paniculatina, junto a la pre-
sencia de bandas entre 2.750 y 2.550 cm~ 1 en el IR del hi-
drobromuro de paniculatina hacen pensar eh la naturaleza
terciaria del dtomo de nitrdgeno.

La existencia de sefiales de iones de bajo ﬁeso mole-

cular que incluyen al dtomo de nitrdoeno en el EM de alta

resolucidn de paniculatina parece indicar que el grupo N-
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Metilo forma parte de un anillo probablemente piperidinicolZI.




Los alcaloides de lycopodium de estructura resuelta
que han demostrado Poseer un grupo N-CH3 Son: sauroxina
(11)(19’ 44), 1ucidu]ina(g)(23) Yy ayR obscurinas(ée’ 43)
(pagina 4). :

Las informaciones estructurales de estos alcaloides
N0 corresponden en absoluto con 1as de pPaniculatina. Por
otro lado una Comparacidn directa reveld que Paniculatina
N0 corresponde g3 N—meti1-a~cic1oc]avo]onina (ﬂl)ni al pro-
ducto de degradacién de Hofmann de c]avo]onina(ﬂ§), produc
tos sintéticos, isoméricos €on nuestra base natural, y que
boseen todos Jos elementos estructurales mencionados ha§

ta aqui para panicu]atina57’ 122.

HO
P

i
(48) CH

- ni de ningin alcaloide conocido, debido a 1a ausencia de
sefiales diagnésticas’caracterfsticas de las distintas fa -

milias de alcaloides de lycopodium.
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Finalmente, el espectro de RMNP de paniculatina y de
sus derivados muestra una sefial doblete a 0.9 p.p.m. que
debe asociarse a la presencia de un grupo CH3—CH.

Una férmu]a_expandida‘para paniculatina debe ser:

" CHOH

C =0
C..H {
12718 N - CH,
CH- CHg

3.1.2. Definicidn del esqueleto carbonado de paniculatina.

Definida la funcionalidad de paniculatina como un al-

caloide que contiene un OH secundafio, un N—CH3 un CH3-CH
Y un carbonilo cetdénico, junto con la ausencia de sefiales
atribuibles a protones olefinicos y a C=C hacen que las insg-
turaciones de la formula C,7H270,N queden satisfechos si acep
tamos que la base natural posee una estructura tetraciclica.

. Dos hechos son importantisimos en el estudio del esque
leto carbonado de paniculatina:
1. La existencia del grupo N—CH3 que, en otras familias de

alcaloides es muy comin, en alcaloides de Lycopodium so-

lo ha sido descrita en cuatro bases naturales.
2. E1 EM de paniculatina y derivados muestra sefiales que in-
dican un sistema de anillos diferentes a los ya conoci -

dos
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E1 rasgo mads relevante en el EM de banicu]atina, Jun-
to a la gran intensidad de la sefial asignable al i&n molecu
lar, es la existencia de una serie de sefiales muy intensas-
a m/e 58, 70, 71, 110. En EM de alta resolucidén estas se- .
nales corresponden a iones cuya composicidn incluye el dtomo
de nitrdgeno.

Estos antecedentes y el bajo rendimiento de panicula-

tina en el crudo alcaloide de L.paniculatum hizo prohibi -

tiva Ta idea de realizar algin andlisis degradativo como
aproximacidon al conocimiento del esqueleto estructural de
la base natural.

Asi pués, se resolvid intentar solucionar el problema
planteado utilizando técnicas de difraccién de rayos X. Los
cristales de p-bromobenzoil paniculatina no fueron lo sufi-
cientemente perfectos como se requerfan. No obstante, al -
gunos cristales de hidrobromuro de paniculatina sirvieron
para el efecto.

3.1.3. Descripcidn de la estructura-y de la estereoquimica
relativa de paniculatina.

La estructura obtenida por andlisis de difraccidn de
rayos X(123)1nterpreta, por supuesto, todas las considera -
_ciones estructurales previas. Confirma - las asignaciones de
los grupos funcionales. Define el esqueleto carbonado. De-
termina la estereoquimiba relativa de los anillos y de los

sustituyentes y permite racionalizar toda la informaciodn,




161




162

incluyendo espectrometria de masas Y resonancia magnética
nuclear de C13. |

La estructura de paniculatina (figura 81 ) consiste
en cuétro anillos fusionados que conforman un sistema no
inf ormado preViamente, en la secuencia que se indica: un ani
1To del tipo N-metilpiperidinico (anillo A) unido a un ciclo
pentano (anillo B), éste va unido a una ciclopentanona (ani—
110 C), el que a su vez se une a un anillo del tipo ciclohe
xﬁno] metilado (anillo D).

Una proyeccién . plana de paniculatina se muestra en la

figura 81 b.

17CH

I 3

Figura 81 b. Proveccidon plana de paniculatina.

Las relaciones estereoquimicas de paniculatina se han
deducido de las desviaciones fuera del plano obtenidas del

andlisis de rayos X Y que se muestran en la tabla 6
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TABLA 6

Distancias fuera del plano.

Atomo Desviacién del plano(A)
Anillo D, definido por C7; €8, €12, €13, €14 ¥ €15. .

c4 0.77
c6 1.70
c11 * -1.58
C16 -0.28
OH 1,55

Anillo C,definido por C4, C5, C6, C7 y Cl2.
£3 -1.59
C1l1 - -0.64
Anillo B, definido por C3, C4, 10, €Cll, €12,
€a -0.58
Cc7 -1.56
Anillo A, definido por N, C1, C2, C3, C9.y C10

c4 1.69
Cl1 1.57
C17 0.08

E1 grupo metilo (C16) del anillo D estd desviado del
plano definido por los C7, C8, C12, C13, C14 y C15 en -0.28 R,
mientras que el dtomo de oxigeno del grupo OH 1o estd en 1.65
R 1o que implica que el CH3 de C15 y el OH de C13 son trans
entre si; el OH ocupando una posicidn axial y el CH3 una e-

cuatorial del anillo D.




La unidon de los anillos Dy C es del tipo "cis" de-
ducido de la posicion del C6 y C4 desviados con respecto al
plano del anillo D en 1.70 R'y 0.77 R' respectivamente; in,
dicando ademds que (6 estd ocupando la posicidén axial de
C7 y C4 estd ocupando la posicidén ecuatorial de C12. FEsto
se confirma con el valor y-el signo de la desviacidn de C11
con respecto al plano del anillo D de-1.58 A° indicando que
Cll es trans a C6 y C4 y ocupa la posicidn axial de C12.

| Se comprueba que la unidn de los anillos B y C es del

tipo "cis" porque €3 (-1.59 A ) y C11 (-0.64 R ) son cis
entre si respecto al plano del anillo C, definido por 1los
carbonos C4, C5, C6, C7 y C1l2.

Por su parte los dtomos C5 y C7 del anillo C estan
desviados respecto del plano que define el anillo B en-0.58
A y-l.SGK respectivamente, confirmando la relacidn éis de
la unidon de B y C.

La unidn de los anillos B y A es también del tipo "cis"
dado las desviaciones de sus sustituyentes con respecto al
plano del anillo A definido por C3, C10, C9, N, C1 y C2.

E1 C4 estd desviado en 1.69 A" y C11 estad desviado en 0.57 A.
ET C4 ocupa la posicidon axial de C3 y C11 la posicidn ecua -
torial de C10 respecto al anillo A.

ET metilo del grupo N-CH3 ocupa una orientacidn ecua-

torial a juzgar por la desviacidn de -0.08 R, respecto af

plano del anillo A.
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Los valores en R indican la magnitud de 1la desviacidn
por sobre (+) o por debajo (-) del plano que define cada
uno de los anillos.

Los angulos.agudos entre los pltanos de los anillos en
paniculatina son A y B= 60.55°, B y C= 53;27°y Cy D =64.19°.

La conformacidn mds probable de cada uno de los ani -
11os de paniculatina en los cristales del hidrobromuro deri-
vado se puedé deducir de los datos de desviacién de cada
uno de los atomos del anillo con respecto al plano que defi
ne al mismo y que ' es dibujado aqui en el plano del papel.
De esta forma, - el signo representa la desviacién por so-
bre (+) o por debajo (-) del plano del papel.

Dados los valores de las desviaciones en la figura 82,
el anf]]d A tiene una conformacidn de silla casi perfecta.

Por su parte Tos anillos B y C son ciclopentanos flexio
nados segin 1las desviacioneé de cada datomo de los respecti-
vos anillos al plano del papel, comparados con las desvia -
ciones ca1cﬁ1adas para el ciclopentano en su conformacidn de
media si]]a124.

Finalmente el anillo D no es una silla perfecta a juz-
gar por los datos de desviaciones de cada carbono como se

indica en la figura 82.
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-0.14
2
*0.16 17 13) +0.20
D
-0.2518 14 0229
15
0 032
-0.37 +0.37
+0.60 060
0.05 0.00
1 5
-0.20 -0.14<6 4y +0.13
10 B 127 +0.10 c
C+0.27 3 4 -0.23 +0.247 12 ~0.23

Figura 82. Desviaciones de los atomos de carbono
de paniculatina relativo al plano del
papel.
La estructura de paniculatina con la estereoquimica
relativa asignada es la mostrada en la figura 83.
Los derivados de paniculatina preparados en este tra-

bajo deben corresponder, en consecuencia, a las estructuras

dibujadas en figura 84.




panicu]atinona‘(ﬁg)R1+R2=O; R3*R
5-deoxopaniculatina (§Q)R1=R
13-dehidro-5-deoxo-

40
,=Ry=H; R, =OH

paniculatina ‘ (§1)R1=R2=H; R3*R,=0

Acetilpaniculatina (52)R;+R,=0; Ry=H; R,=0COCH,
Benzoilpaniculatina (§§)R1+R2=O; R

3=H; R4=OCOC H
Figura 84. Derivados de paniculatina.
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3.1.4. Determinacion de la configuracidon absoluta de panicu
latina.

Conociendo la estereoquimica relativa de panicu]atina

se planted el problema de determinar qué enantiémerosA o B

de Ta figura 85 corresponde al producto natural.

Figura 85. Enantiomeros de paniculatina.
Para tal efecto se empled tres métodos independientes:

79

aplicacidon de la regla del benzoato'”, aplicacidn de la regla

de Horeau”'-76 y el analisis de la curva de DOR de 13-dehidro-
5-deoxo-paniculatina (51)

Los resultados obtenidos, que concuerdan perfectamente,
indican que Ta configuracidn absoluta de paniculatina corres
ponde a la del enantidomero A de la figura 85 y el C13 es un
centro de quiralidad. (S).
3.1.4.1 Aplicacidon de T1a regla del benzoato a paniculatina.

Por correlaciones empiricas se sabe que cualquier benzo-

ato es mas o menos dextrorotatorio que el. alcohol correspondiente

como consecuencia .de que el benzoato esterificante .
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"magnifica" las disimetrias conformacionales del alcohol
(ver pagina 30). Esto quiere decir, que el éster benzoato
adquiere como conformacidn mas prdbab]e aquella que le sig-
‘nifique minimizar las constricciones estéricas y al mismo
tiempo que le permitg maximizar los efectos de resonancia.
Esta disimetria conformacional estd relacionada -entre
otros factores- a 1os requerimientos estéricos de los susti-
tuyentes del carbono carbinol.
| La figufa 86 relaciona la conformacidn mds favorable
del benzoato, la configuracidn absoluta del alcohol y la di-
ferencia en el poder rotatorio de los mismos. S y L son sus-
tituyentes del carbono carbinol diferenciados por su menor o

mayor requisito estérico.

Configuracidon Absoluta Conformacion ® benz.-% alc.

- o =X
Z H - \
H ————=Se——T0H O >0
L L
H (o]

Illllll'r—

S -
| 5 > 0

Figura 86. Relacidon de la conformacidn del benzoato
"y la configuracidon del alcohol

N1
[

La prediccidon del signo de la diferencia ® benz.-9 alc.




analizando las conformaciones méis brobab]es para el 13 0-
benzoil derivado en el enantiomorfo B de paniculatina deter
mind un resultado opuesto é] experimental.

Utilizando modelos Dreiding y analizando 1§s pro -
bables conformaciones del benzoato derivado de la antipoda
A se encontrd que, excluyendo una conformacién eclipsada
del grupo éster con el dtomo de hidrdgeno de C13, s6lo son
posibles tres confdrmeros que han sido dibujados en proyec-
cion usando como dtomo central el oxigeno del é&ster unido

al carbono C13.

(a) (b) (c)
! o) H H o
(a\({/ é
(D
\ o ¢ 4 C
oy CH \
et 2 CTa CH, \ 14C &
L C// X /’Cq? 2
CQO C C C
I
o

En la conformacidn (a) hay fuertes interacciones con
lTos atomos de hidrdgeno axiales de C15 y C6.

En Ta conformacidn (b) hay serias restricciones espa-
ciales con el anillo A (C1 y N) y en el dtomo de hidrdgeno

axial de C4.

La conformaci6n (c) parece ser la mds probable y donde

los efectos de resonancia y estéricos deben ser miximos y

170
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minimos respectivamente. Asi entonces, en esta conforma -
cidn mds estable el enlace -0-CO del &ster debe estar flan
queando a los enlaces C13-H y C13-C14. De esta forma pode

mos representar la conformacidn del benzoato como (54).

-
Y

Frira 0
€
N

L
5
=
/N ){
O
o

Y]
o)
\

0

g
\
O
/
OO 11 1|

(54) (55)

Aceptando que el grupo CH2 del C14 es el grupo Swy ei
Cl12 es el grupo L el alcohol original debe tener la confi-
guracién absoluta indicada en (55) y el benzoato debe ser
mas dextrorotatorio que paniculatina misma.
E1 poder rotatorio molecular del benzoato resultd ser
de 337.2°y el de paniculatina de 159.8, en consecuencia la

o] =337.2-159.8=+179.4. Este Yesul

diferencia @

benz~ alc.

tado esta de acuerdo con el andlisis conformacional a partir
de la antipoda A de paniculatina. Segin lo anterior, el

centro asimétrico del carbono 13 es del tipo S (figura 87)

H’,,, 1 éHz
*
HO
12
A

Figura 87. Confiéuracién de C13 de paniculatina seqgin la
regla del benzoato.




3.1.4.2. Aplicacidon del método de Horeau a paniculatina.

E1 método de Horeau o del "desdoblamiento parcial"
r¢1aciona empiricamente la configuracidén absoluta de un al-
cohol secundario opticamente activo con su eéterificacién
preferencial con una de las antipodas d6pticas del dcido a-

74"76. En esencia el método consiste en es-

fenil butirico
terificar un alcohol con anhidrido del &cido a-fenil buti-
rico racémico y analizar la actividad éptica del &cido de
exceso. De este modo, conociendo el enantidmero excedente
se conoce también el que reacciona preferentemente y en con
secuencia, se puede asignar la configuracidon absoluta del

alcohol.

Horeau ha determinado, empiricamente, que si el dcido

i

a-fenil butirico excedente es levdgiro, el alcohol secunda-' '

rio es tal que, escrito en proyeccidn de Fischer, el grupo
OH esta abajo, el dtomo de H eh 1o alto y el sustituyente

mas voluminoso se encuentra a la derecha, tal como Se mues-

tra en (56)
CO H
H[:::é?::Zj Et ::€> ——*—- \j;fttizg
po (5_@)

Cuando se aplicdo el método de Horeau a paniculatina
usando anhidrido qeﬁ dcido a-fenil butirico racémico se en-

contrd que el acido excedente es levdégiro, mostrando una -




actividad 6ptica de -0.150% con unlrendimiento de esterifi
cacion de 47% y un rendimiento 6ptico de 25% (pdgina 89 ).
La magnitud de estos resultados, que son perfectamen-
‘te concluyentes, estd asociada a las diferencias estéricas
de los sustituyentes del carbinol y permite proponer que el
carbono del carbinol tiene la configuracién absoluta que se

indica en la figura 88 y en consecuencia el centro asimétri

co C13 es del tipo S.

E
H
HO \\\ € o
S 14/
c\\ -
5

H

Figura 88. Configuracidn absoluta del C13 de
paniculatina segin el método de
Horeau.

3.1.4.3. Analisis de 1la curva de DOR de 13—dehidro—5-deox9

paniculatina (51).

Dada la enorme concordancia entre las consideraciones
estereoquimicas de las ciclohexanonas sustituidas y sus res
pectivas curvas de DOR se prepard el derivado 13-dehidro-

5-deoxopaniculatina (51) . Desde el punto.de vista .quimico

173

esto significd reducir el grupo carbonilo de C5 de panicula

tina hasta un grupo metileno usando una reaccién de Wolff
Kishner generando el producto 5-deoxopaniculatina cuyas pro
piedades espectroscdpicas confirman la estructura (50) (pd

gina !85). La oxidacidn de (50)dié origen al producto 13-
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HO

oxid.

paniculatina

—dehidro—S—deoxopaniculatina'(gl) cuya estructura satisface
plenamente la informacién espectroscopica recogida (pdgina
86 ).

La curva de DOR de (51) (ficura 89) muestra un efecto
Cotton positivo con una amplitud a=99, con un mdximo a 310nm.

Yy minimo a 270 nm.

107 554

607

40+

20+

200 300 400 500 600 A (nm)
o\

Figura 89. DOR y diagrama de octante de 13-dehidro
-5-deoxopaniculatina.




La aplicacidn de la regla de. octante2-87

a las anti
podas Opticas del derivado de paniculatina confirma que jus
tamente la conformacidn is estable de la ciclohexanona del

antipoda derivado de A, es la que explica mejor el efec-
to Cotton positivo observado en la curva de DOR, tal como‘
se muestra en la figura 89.°

En el diagrama de octantesde Ta figura 89, se aprecia
que el sustituyente metilo de C15 aparece en un octante po-
sitivo y dado que pertenece a una tercera esfera de influen
cia86 debe ser el que dirije el signo del efecto Cotton.
Los efectos de los carbonos C6 y Cl11, C5 y C3 se anulan mu-
tuamente. E1 C4 aparece aproximadamente, en el plano XZ
del diagrama. C10 aparece en el plano que bisecta el enla-
ce C-0 del carbonilo y no tiene efecto. Si bien es cierto
que.” las constribuciones de C9, N, C17, Cl y C2 deben ser
negativas, sus efectos deben ser muy pequefos por la leja -
nia desde el cromdforo en C13.

En consecuencia, se‘puede sugerir que la forma enan -
tiomérica de paniculatina natural corresponde al - antipoda
descrito po} A, definiendo asi la estereoquimica absoluta
de Ta base.

En este punto es importante sefialar que Loyola ha de-
terminado la estructura de otros dos alcaloides, que poseen

el esqué]eto bdsico de paniculatina, aislados de L.magella-

nicum94: magellanina (57) y magellaninona (58).

-

L7




E1 trabajo realizado en el problema estereoquimico
planteado por (57) y su 14-15 dijhidroderivado ha conducido
a dos importantes conc]usionesg4.Primero, paniculatina y
magellanina pertenecen a la misma serie enantiomérica y se-
gundo, el derivado 14,15 dihidromagellaninona (§g) es el e

pimero en C15 de paniculatinona (49).

N
O
/!
1 H
Ry
CH3
fa
Magellanina R,=0H; Ro=H(57) 14 /15 dihidromagellani-
Magellaninona R;+R,="0(58) nona (59)

Conocida la estructura de paniculatinas se puede suge-

rir una interpretacidon racional de los experimentos de do -

ble irradiacion en RMNP. de paniculatina (figura 20, pagi -

na 91).

Irradiacion centrada tanto en 1.70 como a 1.22 p.p.m.
provoca cambios en las constantes de.acoplamiento en 1a‘se¥
fal asignada al protdn- geminal al grupo OH a 3.78 Pipaiis
E1 valor de J que se "pierde" (J=3Hz) confirma la orienta -

cidn ecuatorial del protdn que resuena a 3.78 p.p.m..
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desplazamiento quimico de los protones acoplados (1.70 y
1.22 p.p.m.) pueden ser interpretados asignando estas sefia-
les a protoneé no equivalentes del grupo metileno.

Por otro lado la irradiacién a 1.70 p.p.m. provoca
también un cambio en el doblete asigado a CH3-CH, transfor
mandolo en un singlete. Esto puede ser racionalizado acep
tando que el protdn geminal al metilo tiene .desplazamien
to quimico muy similar a un protdn del metileno C14 que re
;uena a 1.70 p.p.m. tal como se ilustra en 1la fiqura 90.

(3.78) (1.22) (1.70)
H H

H H
\ é e
e Tl S TR
A i et B

Figura 90. Interpretacién de doble irradiacién
en RMNP de paniculatina.

N3

E1 espectro de RM C de paniculatina, por su parte,

réVeJa claramente la presencia de los grupos CH,-C, EH3—N,
CHOH y CO, asignables a las sedales 19.1(60) 46 7(125)
75.4(61) y 220.8(120) P.p.m., respectivamente. |

A Ta luz de la estructura de paniculatina es posible
asignar tentétivamente las restantes sefiales de tal espec-
tro. Para este efecto se considera conveniente utilizar
compuestos modelos. Son adecuados los compuestos Calyd b=
tetrametilciclohexanol para el anillo D, el 1,3,4 -trime -
tilpiperidina paraye] anillo A, el 1,1,2,3,4-pentametilciclo

pentano para el anillo B y 2,3,3,4-tetrametilciclopentanona
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pafa el anillo C.

Los desplazamientos quimicos de los diferentes carbo-
nos de 2,2,3,5-tetramef1]cic]ohexano] y de 1,3,4—tetramet11
piperidina se han calculado desde los espectros descfitos

“de 1,1rdimeti1cic1ohexan060 y de N—metﬂpiperidina126 res -
pectivamente, utilizando los parametros de sustitucidn pro-
vocados por Tla introduccidon,en anillos de seis miembros,de
un CH; axial (a0 1.1, B 5,2y vy -5.4p.p.m.), un CH, ecuatorial

8l y los e-

(0 5.6, B 8.9y vy 0 p.p.m.) sefialados por Grant
fectos de sustitucion debido a la “dntroduccidn de un grupo
OH axial (o 37.8, B 8 y vy -6.8 p.p.m.)(61). E1 signo posi-
tivo indica una desproteﬁcién magnética.

En la tabla 7 se muestra el espectro calculado para
2,2,3,5,—tetrametf1cic1ohexano] desde el 1,1-dimetilciclo -

hexano. Se incluyen Tlos carbonos de paniculatina corres -

pondientes.

Tabla 7

RMN13C calculado para 2,2,3,5-tetrametilciclohexanol.
§ 1,1 dimetil A CH3 ax. A CH3 ec. A OH ax. § 2,2,3,5 - C de pa

ciclohexano 60 c2 c4 c6 tetrametil nicula-

; ciclohexa- tina.
, _ nol.
C1 29.8 5.2 . 8 ; 43.0 C12
. C2 39.7 1.1 0 -6.8 34.0 c7

£3 22.4 5.2 8.9 36.5 C8
C4 26.5 -5.4 . 5.6 -6.8 19.9 C15
€5 22.4 8.9 8 39.3 C14

€6 39.7 -5.4 0 37.8 J2.1 ci3
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En Ta tabla 8 aparece el espectro calculado para 1,

3s4-trimetilpiperidina desde N-metilpiperidina

Tabla 8
RMN13C calculado para 1,3,4-trimetilpiperidina
J N-me?i? 126 A CH3 ec A CH3 ax J 133,4 tri C de Panicg
piperidina C3 C4 metilpiperi latina.
i dina

C2 57.4 8.9 5.4 60.9 c9

3 26.7 5.6 5.2 37.5 C10
4 22.7 8.9 1.1. 32.7 c3

C5 26.7 P 31.9 c2

C6 57.4 -5.4 52.0 C1

En Ta tabla 9 se muestra los desplazamientos quimicos
calculados para los carbonos de] 1,1,2,3,4‘pentamet11cic1p—

pentano a partir del espectro descrito de 1,1-dimeti1cic19

‘ pentan0127, y Tos pardmetros de sustitucién indicados para

127,128

ciclopentanos » Suponiendo orientacién axial Yy ecua -

torial de los metilos.

Tabla 9

13
RMN™C calculado para 1,1,2,3,4-pentameti1cic10pentano

§ 1,1-dimetil A CHyec ACH,ax ACH.ec s 1,1,2.3,4: S deing

ciclopentano 62 63 8 C4 = pentametil nicula-
ciclopenta tina.
no.
Cl  38.9 9.2 ' 48.1 C12
C2 41.1 9.1 75 57.7 C4
C3 24.7 9.2 . 8.3 9.2 52.2 C3
C4 24.7 7.5 9.1 41.3 C10

C5 41.1 ﬁ 9.2 50.3 Cl1




no de la ciclopentanona
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En la tabla 10se muestra la resonancia de cada carbo-

120

y los valores calculados para 2,

3,3,4-tetrametilciclopentanona utilizando los efectos indi-

cados para ciclopentanos y suponiendo las orientaciones axia

les y ecuatoriales de los metilos de acuerdo a la conforma -

cion del anillo C deducida por rayos X..

RMN13C calculado para 2,3,3,4-tetrametilciclopentanona

§ ciclopen
tanona

€l 213.60
€2 36.70
€3 22.00
c4 22.00
€6 86.70

Tabla 10

A CH, ax A CH
c23 c3 3
7.5
9.1 7.5
7.5 9.1
7.5

ax A CH
C3

9.2
g.1
9.2

3

ec A CH
c4

9.2
9.1
9.2

3

ec & 2,3.3,4
tetrame-
tilciclo
pentanona.

221.1

62.5

6.9

47.8

45.9

C de
pani
cula
tina.

La figura 91 muestra los valores calculados para los

‘compuestos modelos utilizados.

La numeracidén de los mismos es la que corresponde a

los carbonos de paniculatina.
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13
modelos.

Figura 91. RMN"C calculados para cohpuestos

La asignacidon de las resonancias de cada carbono de
paniculatina se hizo considerando que los desplazamientos
quimicos de Tos modelos son del orden de magnitud de los ob-
servados y en el caso de los carbonos que participan en la
unidén de anillos (C7, Cl1l2, C4, c3 y C10) se ha elegido aquel
valor de resonancia calculado, que significa una menor dife-
rencia con los valores experimentales.

En Ta tabla 11y figura 92 se indican las asignaciones

13

. de RMN""C de paniculatina sefialando el modelo utilizado en el

calculo de Bhstedle.




Asignaciones de RMN

S C13 calc.

cl
C2
G3
ca
€5
Cé
c7
C8
CS
C10
Cil
C12
"k
Ci4
C15
Cl6
C17

-(.D—h(D Q.0 T
e e & & & o e

5z,
31.9
|
7
1

32

57«
221,
45,
34.
36
60.9
41.

48.
2.

calc.
calc.
calc.
calc.

Oa

o v o

C

Tabla 11
13 de paniculatina
s ¢13 obs. A(
53.4 1.
32.3 0
40.4 7
58.5 0
220.8 -0
44.0 -1
38.1 4
39.5 3
58.1 -2
41.2 -0
26.0°
52.1
75.4
39.7
22.4
19.1°
26.77

desde N-metilpiperidina.
desde 1,1 dimetilciclopentano
desde ciclopentanona

desde 1.1 dimetilciclohexano

ref.60

ref. 125

esta asignacion se hizo suponiendo una fuerte
proteccidon magnética, por cuanto el valor cal
difiere en 24.3 p.p.m. del valor ob=

culado
servado asignable.

= 00 O = W W 0 N PN M

N O w P
g AW O

obs.-calc.)
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323

440

1.3

Figura 92. Asignacior)es de RMN"“C de paniculatina.
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Conociendo la estructura de paniculatina es convenien
te también, intentar una interpretacidn de los EM de la base
natural y de sus derivados: 5-deoxopaniculatina (50), panicu
Tatinona (49), 13-dehidro-5-deoxopaniculatina(51). Estos
espectros se han reunido en la figura 93, pdginalss.

E1 EM de alta resolucidon de paniculatina mostrd sefa-

les asignables a iones del tipb CHN, CHNO, CHNO2 y CHO tal

29
como se indica en la tabla 12.

Tabla 12

Masa y composicidn de varios iones de paniculatina.

Masa obs. Masa calc. composiciodn
58.0681 58.0656 C3H8N
71.0729 71.0734 C4H9N
96.0818 96.0813 CGHION
110.0967 110.0969 C,H 0N
180.1397 180.1388 C,1H1gNO
192.1162 192.1150 C12H1602
192.1380 192.1388 C,oH gNO
204.1409 204.1388 C13H18N0
206.1317 206.1307 C13H1802
206.1543 206.1545 C13H20N0
235.1580 235,.1572 C14H21NO2
248.2019 _' 248.2014 CigHogNO
262.1829 262.1805 Ci6H04N0,
277.2041 ‘ 277.2042 NO

Ci7H27N0,




158 gy W 277
= N
- OH
50—
i 206
i l"_ % - v paniculatina
"o L
= 180 208
0 JJ T l| ]JIll ll l T l“! T T T T T T T 1 i ; 1 T E T 1] 11 ]l T
50 100 150 200 m/e 250 280
1
L ]
OH
W 283
(50)
122
190
14 4l 1 LN 1
1 T 1 i T T T T B |
50 100 150 200 m/e 250 280
100 ! o
1 "o °

Figura 93. EM de paniculatina y .derivados.
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Algunos rasgos que pueden tener cardcter diagndéstico
interesante de anotar corresponden a:
1. La gran intensidad relativa de la sefial del ién molecular
m/e %
paniculatina 217 90
5-deoxopaniculatina 263 52
paniculatinona 215 100

13-dehidro-5-deoxo
paniculatina 261 71 y

2. La gran intensidad relativa de sefales que corresponden
a iones de masas bajas y de composicidn del tipo CHN.

m/e 58 m/e 70 m/e 96 m/e 110

paniculatina 100 24 21 11
5-deoxopaniculatina 100 44 39 29
paniculatinona 70 63 43 72

13-dehidro-5-deoxo-
paniculatina 77 100 55 58

Estas sefiales se deben asociar a la presencia del sis

tema N-metilpiperidina sustitufdo121

en el esqueleto de es-
tos -alcaloides.

Estas sefiales, que no aparecen en los EM de otros al-
caloides de Lycopodium adquieren un valor diagnéstico pués
caracterizan el esqueleto de paniculatina.

Esquemas de fragmentacidn plausible del ién molecular

de paniculatina y derivados se muestra en las figuras 94,

95 y 96.
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Figura 95. Mecanismo de fragmentacidén para iones del
tipo CHN de masas altas.
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Una ruta de fragmentacién puede comenzar con una rup-
tura del enlace C9-C10 produciéndo el i6n a. Una ruptura
del enlace C1-C2 puede dar directamente el ién b (m/e 57)
o el ion ¢ (m/e 58) con transferencia de hidrdogeno.. Una
ruptura del enlace C2-C3 puede proporcionar el idn d (m/e
71) y éste el i6n e (m/e.70) o bien el i6n f si la carga
es retenida en el fragmento sin nitrdgeno.

Otra secuencia puede iniciarse con una ruptura del
enlace C3-C4 generando el i6n g, desde éste se puede justi
ficar los jones h e i  por ruptura del enlace C10-C11 y
lTos iones j y k por ruptura del enlace C11-C12.

Los iones de masas altas que contienen nitrdgeno pue
den racionalizarse (figura 95) como derivados desde el idn
molecular por ruptura del enlace C12-C13 y posteriores rup
turas de los enlaces C8-C15 o C7-C8. Las masas de los
iones 1, my ny fi, que dependen de la naturaleza de los

sustituyentes en C5 y C13, se muestran en la tabla 13 .

Tabla 13

Masa, de algunos iones de paniculatina y derivados
+

Compuesto M- 1 m n n
paniculatina R1=OH,R2=O | 277 192 196 .206. - 208
5-deoxopaniculatina R1=OH,R2=H2 263 178 176 192 190
paniculatinona R1=R2=Q 275 192 190 206 204
dehidrodeoxopaniculatina R1=O,R2=H2 261 178 176 192 ‘18D

189
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En 1a figura 96 se muestra un mecanismo de fragmenta -

cion probable del -ion molecular de 13-dehidroderivados de pa-

niculatina.

N

firy

| _ N

g z =G0 2 Z

' ey

R R

M-71

|

N

Z /Zia

M-8

N
{
C144C13 =i
7
N 1t .

l QO
M'-56
0 +0
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Figura 96. Mecanismos de fracmentacidn de 13-dehidroderi-
vados de paniculatina.




Finalmente, dado que el esqueleto de paniculatina
constituye un nuevo sistema de anillos entre los alcaloj -
des de Lycopodiumses bueno intentar una relacion forha] con
otros a]ca]oides del género. La figura 97 pretendeimostrar
las probables relaciones estructurales a través de una se-
cuencia biogenética desde licopodina (1)

Aunque no se han realizado estudios biosintéticos
de paniculatina, la postulacidén de un intermediario del ti
éo de A es necesario para justificar el cambio de 1la confi

guracion de C4.
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Figura 97, Relaciones estructurales de paniculatina
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i Al ESfRUCTURA DE PANICULINA Y DERIVADOS NATURALES (DESACE
TILPANICULINA Y ANHIDRODESACETILPANICULINA).
Paniculina cristaliza deficientemente en acetona (o
acetona-éter etilico). E1 producto cristalino funde a 65°C-

66°C. E1 hidrobromuro funde a 247-249°C.

3.2.1. Definicidn funcional.

E1 espectro de masas de alta resolucién del alcaloide
determing la formula CygH,gN0,(M® 307).

E1 IR de paniculina registrado en KBr (figura 38, pa-
gina 112) mostrd una banda anormalmente ancha en la zona de
frecuencia de absorcidn tipica de grupos hidroxilos y por
lo menos tres bandas entre 1.710-1.730 cm™ Y. Esta conducta,
causada tal vez por algin tipo de interacciones intermolecu-
lares o por diferencias cristalinas, no es observada cuando
el IR se registra en nujol o en solucidn. EI espectro del
hidrobromuro en KBr no presenta las anomalias indicadas.

E1 IR en CC]4 (o en CHC13) presenta una banda centra-

1

da a 3.640 cm™* (o0 a 3.620 cm™1). independiente de 1a

concentracidn, indicativa de la existencia de un grupo OH

no enlazado y una sola banda de carbonilo a 1.736 ey

el IR del hidrobromuro (figura 39, pdginall?2) estas absorciones

aparecen como una banda bien definida a 3.250 y a 1.740 cm'1
que conjuntamente con un doblete a 1.240 cm'1 sugiere fuer-
temente Ta presencia de un grupo O-acetil en la estructura

de paniculina.
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Por su parte,el espectro RMNP del alcaloide (figura
40, paginalA8) permite asegurar la presencié del grupo CH3-
CH debido al doblete a 0.94 p.p.m. (d,J=6Hz) y de un susti
tuyente 0-Acetil asignado en virtud de la sefial a 2.04 p.p.
m. (s,3H). La sefal a 5.11 p.p.m. (t,J=6Hz,1H) sugiere la
presencia de un atomo de hidrdgeno geminal al grupo O-Ace-
til definiendo entonces, la naturaleza secundaria de tal sus
tjtuyente.

ET tercer dtomo de oxigeno de la molécula de paniculi-
na debe ser parte del grupo OH ya sefialado; no obstante, la
definicion de la naturaleza de este sustituyente provocé al
gunas dificultades de interpretacion.

En RMNP de 60 MHz (figura 42, pdgina 119=aparece un
multiplete centrado a 3.7 p.p.m. 'que integra para 1-2 ito -
mos de hidrégeno que, debido fundamentalmente al desplaza -
miento quimico, ée asignd provisoriamente a un hidrdgeno ge
minal al grupo OH(96). En el espectro de 100 MHz(figura 41,
pagina 114), 1a misma sefial aparece como multiplete centrado
a 3.7 p.p.m. a1/214 Hz. En el espectro a 220 MHz, aparece
una sefial sexteto a 3.96 p.p.m. que integra para un protdn
y cuyas constantes de acoplamiento corresponden a 11 y 4 Hz,
una sefial sexteto a §.49 p.p.m. que también integra para un
hidrdgeno con J=15 y 3Hz ademds de sefiales a 3.04 P-hai,
(t,J=11Hz) y a 2.90 p.p.m. (cuart.Jd=12 y 4Hz).

Esto quiere decir que entre 3.1 y 4.0 p.p.m. hay sefia

les que corresponden a 2 protones. - Probablemente estas
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sefiales deben ser asignadas a dtomos de hidrdgeno unidos a
carbonos o a nitrdgeno, aunque por lo menos una de ellas,
por su desplazamiento quimico, podria ser asignada a hidrd-
geno geminal al grupo OH.

Nuevos argumentos aparecen cuando se analizan algunas
propiedades esbectroscépicas Y quimicas de los derivados de
paniculina.

Cuando panicu]iha fue tratada con triéxido de cromo
én varias condiciones se recuperd casi cuantitativamente,
el alcaloide sin sufrir cambios. Luego,entonces, paniculina
es inerte a la oxidaciodn. “

. E1 producto de hidrdlisis alcalina, que es idéntico
a desacetilpaniculina, también proporciona informacién adi-
cibna]: su espectro de masas (figura 46, pdgina 117) muestra
una senal correspondiente al i6n-molecular a m/e 265; indi-
. cando que la hidrolisis significa pérdida de 42 unidades de
masa, pérdida caracteristica de la hidrdlisis de acetatos.
E1 IR (figura 44, pdginallf) mostrd una banda polimérica de
OH centrada entre 3.300-3.050 cm 1. Mientras que en nujol
aparecen dos bandas a 3.350 y 3.100 ém L. En cloroformo
€stas aparecen a 3.620 y 3.580 cm'l,respectivamente, indi -
cando la presencia de dos grupos OH. E]lRMNP (figura 45,
pagina 116) muestra una sefial multiplete centrada a 3.8 que
integra aproximadamente para dos protones; entre 3.0 p.p.m.

y 4.0 p.p.m. hay §eﬁa1es que integran para tres atomos de

hidrogeno en total. Cuando se oxidd desacetilpaniculina
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se obtuvo un combuesto cuyas caracteristicas espectroscopi-
cas sugieren que es una hidroxicetona, dehidrodesacetilpa -
niculina. Asi, por ejemplo, su EM (figura 49, péagina 119"
muestra una sefial molecular a m/e 263 indicando que la oxi-
dacidon del diol implica 1la oxidacidn de un grupo . OH se -
cundario.

E1 IR (figura 47, pdgina 119 muestra bandas importan-
tes a 3.400 -3.100 cm'1 asociablesal grupo OH retenido (no
oxidado), a 1.700 cm—1 una banda asignable a carbonilo cetd
nico de ciclohexanona y a 1.420 cm"1 una banda que sugiere
Ta presencia de a lo menos un grupo metileno a al carboni -
Pttt s ET RMNP de la hidroxicetona (figura 48, pdgina

118 ) muestra sefiales atribuibles a dos protones entre
‘3.0 Yy 4.0 p.p.m. y justamente a 3.8 p.p.m. aparece una se -
nal para un atomo de hidrogeno. Lo que implica que por e -
fecto de la oxidacién se "perdid" un dtomo de hidrédgeno que
resuena a 3.8 p.p.m. en desacetilpaniculina. La inercia de
panfcu]ina a la oxidacidén y la oxidacién selectiva de un S0
1o grupo OH en desacetilpaniculina permite asignar la sefial
3.7-3.8 p.p.m. en RMNP de este diol a la presencia de dos
atomos de hidrégeno: uno de los cuales es geminal al grupo
OH (en consecuencia geminal al O-Acetil] de paniculina) y
que desaparece con la oxidacién ; el otro étomb de hidrdge-
no no estd unido al cafbono que soporta el grupo OH restan-

te . Esto es,desacetilpaniculina posee en su estructura un
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grupo OH secundario y un grupo OH terciario y en consecuen-
cia paniculina posee en su molécula un grupo CH3COO secun -
dario y un grupo OH terciario.

Un argumento que favorece la postulacidn la proporcio
na 1a reactividad quimica de anhidrodesacetilpaniculina, al-
caloide que es idéntico al producto de deshidratacidn de de
sacetilpaniculina (vide infra). Las propiedades espectros-
copicas de anhidrodesacetilpaniculina (IR figura 54, pagi -
na 123RMNP figura 55, pégina 123y EM figura 56, piginal24 )
indican que su molécula posee un grupo OH alcohdlico y un
enlace doble trisustituido. Anhidrodesacetilpaniculina no
se oxida bajo diferentes condiciones (pdgina 111) lo que 1le
va a pensar en que el grupo OH es de naturaleza terciaria.

Tratando de probar esta posibilidad se rea]izé_una ace
tilacidon de paniculina. Junto a paniculina que no reacciond,
se obtuvo un producto cristalino que mostrd ser el derivado
aceti]ado y cuyas propiedades confirman esta asignacion.

E1 EM de acetilpaniculina muestra una sefial molecular
a m/e 349 (figura 53, pdgina 122, indicando la incorporacidn
de 42 unidades de masas, tipicas de la acetilacidn de un
grupo OH. E1 IR de acetilpaniculina (figura 51, paginal2l)
no muestra banda de OH pero si una banda a 1.730 cm‘1 bastan
te intensa. Por su parte el RMNP del derivado (figura 52,
pdgina 121) muestra una sefal a 2.0 p.p.m. (s,6H) .indicando

Ta existencia de dos grupos O-Acetil y una sefial a 5.11 p.p.m.




que integra para un atomo de hidrdgeno: el geminal a un 0O-
Acetil. La ausencia de una sefial asignable a un hidrdgeno
geminal al segundo grupo acetato parece confirmar la natura
lTeza terciaria del grupo OH en el alcaloide panicu]ina! La
razon de la esterificacidon de este grupo OH terciario, cuan

do genera acetilpaniculina, podria ser de naturaleza esté-

rica, en orden a que este grupo OH deberia estar lo suficien

temente .desprotegido como para que sea esterificado facilmente.

La naturaleza del atomo de nitrdgeno debe ser tercia-
ria dado las frecuencias de absorcidon de las bandas tipicas
del grupo “N"_H en 1a regidn 2.700-2.500 em™ ! en el espec -
tro IR del hidrobromuro de paniculina. Asi entonces la au-
sencia de senales espectroscdpicas asignables a enlaces do-
bles o a d&tomos de hidrdgeno olefinicos hace pensar v L ue

la molécula de paniculina debe ser tetraciclica.
3.2.2. Definicidn del esqueleto carbonado.

E1 andlisis de EM de paniculina y derivados (figﬁra
102, pagina 212 muestra la existencia de sefales que se pue
den asociar a la fragmentacidon tipica de alcaloides que es-
tructuralmente pertenecen a la familia de 1icopodina51. El
sistema de anillos presente en el esqueleto de licopodina
 que no lleva sustituyentes enel anillo puente D ni en el
carbono 12 permite raciona]izar los EM de paniculina y de -

rivados, fundamentalmente por las siguientes razones:

1. La apariencia general del EM es caracteristica.

(o)
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2. Existe la sefial molecular de una intensidad relativamente
baja.

3. Existe la sefial diagnéstica de M*-43

4. La presencia de sefial a M+—57 muy intensa. En EM de pani-
culina (m/e 250, 100%), desacetilpaniculina (m/e 208, 100%),
~dehidrodesacetilpaniculina (m/e 206, IOOi)y acetilpanicu-
Tina (m/e 292, 3%).

La G1tima sefial, pérdida de 57 unidades desde el idn "
molecular, es muy sugerente en la decision del esqueleto car
bonado de paniculina (pdgina 11). Por otra parte los EM de
alcaloides tipo licopodina y también en el EM de paniculina

aparece una sefial metaestable que se puede asociar a la frag

mentacion:

m 203.5
cal.
H > M'-57
me 307w 203.6 m/e 208

En consecuencia podemos pensar que una buena estructu-

ra parcial para el alcaloide paniculina se muestra en la figu

ra 98.




Figura 98. Estructura parcial de paniculina.

La ubicacidon funcional en este esqueleto carbonado se

alcanzo considerando los siguientes argumentos:

1.

Los grupos funcionales no pueden estar ubicados en 1los

" carbonos C12, -C13, C14, Cl5 ni Cl6, porque éstos carbo -

nos forman parte de la unidad C4H9 que justifica la se -
nal base a M+—57 observada en EM'de paniculina y deriva-
dos. La sustitucidn en ClS sé ~desecha - , adicionalmen
te, por la presencia del doblete a 0.9 p.p.m. en el RMNP.
No ha sido desbfito hingﬁﬁ alcaloide de Lycopodium que
no 1leve, o muestre, un "resto" estructural de sustitu -
cidn oxigenada o nitrogenada en el C5(5'7).

Segin esta razdén biogenética es probable que un susti-
tuyente estéien el citado C5,
E1 UV de dehidrodesacetilpaniculina es indicador que este
derivado pertenece>a1 grupo de licopodina con un Carbonj
To en C5-con 1dén£1ca estereoquimica en el C12 y en el
atomo de nitrbégeno s €sto en razdn a la existencia de una

48 56.
banda de absorcidn a 220 nm. € 900 en su espectro

200
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4. La presencia de una banda a 1.420 cm-1 en el IR de dehi-
drbdesaceti]panicu]ina sugiere la presencia de un metile
no vecino al grupo carbonilo en C5(112_113).

5. La curvé de dispersidn dptica rotatoria de dehidrodesace-
tilpaniculina muestra un efecto Cotton positivo, similar
al de Ticopodina y caracteristico de alcaloides de éste
tipo con carbonilo en C5(48’65).

Estas consideraciones sugiere la ubicacién del

grupo OH secuﬁdario en desacetilpaniculina y en consecuencia

la del grupo acetato en paniculina en el carbono 5 del esque

leto de licopodina.

La naturaleza axial del grupo O-acetil en paniculina

se ded&ce de los siguientes antecedentes:

1. Cuando desacetilpaniculina se trata con SOC]2 a tempera -
tura ambiente se obtiene un producto de deshidrataéién,
cuyas propiedades concuerdan totalmente con el alcaloide
aislado en este trabajo denominado anhidrodesacetilpanicu
lina.

La gran facilidad de deshidratacién del diol esti de
acuerdo con los resultados publicados para un ndmero im-
portante de alcaloides con un grupo OH axial en carbono -
5(16,69,70)_

Esta deshidratacidn exige la presencia del grupo OH
y de un dtomo H o trans-diaxialmente orientados, situacion
que ha sido observada para 8-dihidrolicopodina y que no

se da para a-dihidrolicopodinasg.
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E1 alcaloide anhidrodesacetilpaniculina es resistente a
Ta reduccién catalitica. Esta situacién ha sido eviden-
ciada para un enlace doble entre los carbonos C4 I
en el esqueleto de licopodina. AsfT, “anhidrodihidro
licopodina y anhidrodihidrolicodolina son totalmente iner

47. Usandd modelos se

tesa la hidrogenacidn catalitica
Vé que, por razones estéricas, es muy improbable que
moléculas que poseen tal enlace doble sean hidrogenadas.
Enlaces dobles entre C11 y C12 han sido facilmente re
ducidos 48’129.
En el RMNP de anhidrodesaceti]panicu]inaA(figura 55, pa
ginal?3) aparece una sefal asignable a un atomo de hidro
geno olefinico; esto implica que la deshidratacién de de
sacetilpaniculina utiliza el dtomo de hidrogeno de C4 y
né de C6. :
En el IR de paniculina (figura 38 y 39 pdginall?) apare-
ce una banda doblete a 1.250 cm”l. Esta absorcidon. tam -
bién se puede asociar al hecho que el grupo O-acetilo de-
be ser axial por Tos antecedentes reportados en la lite-
ratura7
E1 desplazamiento quimico y la multiplicidad de la sefal
asignada al protdn geminal al O-acetiloen RMNP de pani -
culina (figuras 40, 41 y 42, pégfna113 ) es muy similar
.a la observada en aceti1dihidro1icopodina96.

Las experiencias de doble irradiacién en dicha sefial ase

guran que tal atomo de hidrdgeno geminal en paniculina
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esta acoplado a dos protones que resuenan a 1.41 y 1.78
p.p.m. La magnitud de la constante de acoplamiento (6Hz)
es indicativo de una interaccidon del tipo ecuatorial-a-
xial, asegurando asi la naturaleza axial del grupo O-ace
ti'lii Una/dischsion mﬁs detallada se hard mas adelante.
E1 alcaloide paniculina debe ser entonces B-acetildi-

hidrolicopodina hidroxilada.

]
1
|
OCOCH3 I —OH ter.

Esta idea fue comprobada experimenta]men£e al obtener
acetildihidrolicopodina (idéntica a una muestra auténtica
en todas sus caracteristicas) desde paniculina por sustitu
cidén del grupo alcohdlico por un &tomo de cloro y luego hi

130-132

drogendlisis del haluro sin aislacidn de éste La

siguiente secuencia ilustra el procedimiento seguida.

PCl  H,, Pto,

CH2C12, N2 . MeOH, NaOAc

paniculina

OCOCH3

Z,
“H




Este resultado asegura la estructura y estereodufmica
de paniculina restando solamente la ubicacién del grupo OH
terciario.

En un primer intento por realizar esta conve}sién
usando SOC]2 como halogenante no fue posible aislar acetil-

dihidro]icopodina; debido a que 1la mezcla de la reaccidn

mostrd otros cuatro productos, aunque por c.g. Y g.eul . Fue=

Qetectado un componente que mostré‘idéntica conducta que
acetildihidrolicopodina patron. L
La ubicacidon del grupo hidrdxilo terciario en C7 de
esta estructura se alcanzd considerando los hechos siguien-
test
1. Se deben descarta} totalmente las posiciones C12, C4 por
las razones dadas anteriormente y porque ..la comparacidn
directa de dehidrodesacetilpaniculina con Iicodolfna y
f]abe]]iformina mostrd que las tres bases son diferentes.

ol y f]abe])ifofmina46 corresponden a 12-hidro

Licodolina
xilicopodina y 4-hidroxilicopodina, (las muestras analiti
cas fueron proporcionadas por W.A. Ayer).
2. Con ocasion de la resolucidon de la estructura de serra -
tidina 150 Inubushi prepardé, entre otros, un derivado cu
yo p.f., IR y EM son bastante coincidentes con los de de
sacetilpaniculina. Una comparacidon de los IR se muestra
en figura 99, pégiha 205. No ha sido posible una compa-

racion directa,
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3. Como se dijo, asi como licopodina, dehidrodesacetilpaniculina
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muestra un efecto Cotton positivo en DOR con un miximo

206

a 312 nm (+2.498) y un minimo a 270 nm (-3.944) de a=+66.6

(figura 100, pagina 207). Este hecho implica que, dado
que dehidrodesacetilpaniculina pértenece a la misma‘se -
rie enantiomérica de licopodina, la diferencia en la am-
plitud del efecto Cotton se puede atribuir al efecto del
grupo OH extra.

La disminucidén en la amplitud del efecto Cotton obser
vada para deh1drodesacet1]pan1cu11na (a=+66.6) en rela -
cion a licopodina (a=+170.0) se puede explicar aplicando
la regla de  octantesde DJerass182 87, suponiendo que el
anillo de la ciclohexanona posee el grupo OH ubicado en
un octante de inf]uencia negativa. La ubicacidn del gru
po OH en C7 significaria una contribucidn negativa al
efecto Cotton cdmo se muestra en el diagrama de oéténtes
de la figura 100. |

Debido al pequefio efecto del grupo OH84,nosotros pen-
samos que éste no seria capaz de invertir el signo del

efecto Cotton con relacidn a licopodina, sino solamente

disminuiria la amplitud del efecto Cotton positivo,
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sistema biciclico [3,3,1] nonano 31

que forman los anillos B

Yy D del esqueleto de Ticopodano (64) se debe traducir en una dis
torsion de ambos anillos desde una conformacidn de silla.
perfecta hacia una de "media silla". Esta distorsidn que

ha sido verificada en tales sistemas en estado gaseoso131

se debe hacer todavia mds importante en solucidn.

’/

c
(64)

T ——— Z -

I
I
)

)
i
N

N
~N

\
Sl
Si se afiade a esta situacién la presencia de un susti
tuyente axial en C5, un acetato como en paniculina por ejem
p]o; las interacciones de la funcién oxigenada y el C15 de-
be ser de tal severidad que necesariamente debe ocurrir una-
mayor distorsion de los anillos B Yy D. Usando modelos
Dreiding, se estima que la distancia internuclear entre el
atomo de oxigeno del éster gnido a C5 y el C15 debe ser apro
Xximadamente de 1 Z, mientras que la suma de los radios de
Van der Waals es aproximadamente de 2.6 3(16). Tal interac-
cidon debe ser minimizada con una distorsién de las confor -
maciones de si]1a§ perfectas hacia una menos constreénida,

una media silla por ejemplo.
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Este aplanamiento de los anillos B'y D se debe refle-
jar en los espectros de resonancia magnética nuclear pro-
ténicé.

En conformacidén de silla perfecta el &tomo de hidro-
geno ecuatorial (Hl) en C5 (65) debe aparecer en RMNP como

un cuarteto de J=2Hz aproximadamente como se muestra en (Qé).

AcO l

Los acoplamientos H1H2, H1H3 y H1H4 deben ser de 1la
misma magnitud y del orden de 2Hz, valor tipico para acopla
mientos de protones vecinos que forman un dngulo dihédrico
de 60°(132).

E1 cambio en la conformacidn, debido a la distoréién
del anillo B, trae como consecuencia una alteracidn en la
magnitud de Tos d@ngulos dihédricos Hl—C5~C4—H2 y Hl-Cs—Cﬁ—H4
de 60° en una silla normal a alrededor de 30°, mientras aue
el angulo dfhédrico Hl—CS-CG—H3 debe 1legar a ser del orden
de 90°. La magnitud de Tas constantes de acoplamiento cal-

32, resultan de 6.y 0 Hz

culadas desde la ecuacidn de Karp]us1
para angulos dihédricos de 30 y 90°, respectivamente.

Esto significa que al observar constantes de J=6Hz
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para la sefal correspondiente a C5-H, existe una distorsion
en el anillo B tal que los angulos dihédricos se acercan a
lTos valores sefialados, vale decir, 30 y 90° respectivamente,

tal como se ilustra en las proyecciones (67) y (68).

// \\
OAC OAC /I\ /I\
Ciz 4H s
G Cy ; i
Ce i l
(57) 7. it “4 (8) (69)
H el :
Ha By

ET analisis (69) permite explicar la multiplicidad y
el valor de J de Tla sefial a 5.11 p.p.m. de RMNP de panicu-
lina y al mismp tiempo asignar tentativamente las sefales
a 1.78 y a 1.41 p.p.m. a los protones axiales de C4 y C6.
Las sefiaTes a 3.96 (J=11,11 y 5Hz) y a 3.49 (J=15,15 y 3Hz)
de RMNP de paniculina (figura 40, paginall3 ) se discuten
en la pagina junto al analisis de sefiales similares del
"RMNP de desacetillicoclavina.

Los EM de paniculina y bases relacionadas (figura 102,
pagina 212), pueden ser racionalizados, segin los resultados
informados por Maclean (pdgina 11 ), del mismo modo que los
EM de alcaloidestipo Ticopodina sin sustituyentes ni en el
anillo D ni en C12. .

E1 comienzo de la secuencia se produce con una ruptura

de un enlace B al dtomo de nitrdgeno del sistema ciclohexilamina

td
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presente. Una ruptura posterior significa que el i6n mole-
cular (MT) pierde, en una etapa, los elementos del anillo
puente (C4H9) generando un idén par (M+—57).

Es interesante sefialar que esta sefial da cuenta de la
sefial de mdxima intensidad en los EM de paniculina(61),
desacetilpaniculina (62), anhidrodesacetilpaniculina (63)y
de dehidrodesacetilpaniculina (70) mientras que la misma
s0lo corresponde a un 3% de la sefial base del espectro de
acetilpaniculina.

La sefial base en EM de acetilpaniculina corresponde
a un i6n par de m/e 172 y esto significa, de acuerdo a 1o
esperado, que la factibilidad de pérdida de dcido acético
es mucho mayor que la de agua, cuando los grupos CH3COO y
OH ocupan 1los mismos sitios de sustitucion.

Pérdidas consecutivas de los elementos de écidé acéti
co,de agua y de etileno racionalizan las sefiales importan -
tes del EM de paniculina tal como se ilustra en la figura
103,pagina 215

En el EM de paniculina aparecen sefiales metaestables
que concuerdan baStante bien con las metaestables calcula-
dos para los transitos que se indican:

m* 203.6

+ cal

M? +

M -57

m*obs 203.5
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*
m SETL 155.8
m/e 190 —s mle 172

m* 155

obs

Los EM de dehidrodesaceti]panicu]ina.y de anhidrodesg
cetilpaniculina pueden ser racionalizados tal como se mues
tra en la figura 104, pigina 214 .

La postulacidn de la estructura de los iones a m/e
160 y m/e 178 de EM de dehidrodesacetilpaniculina se hizo
suponiendo que 1la pérdida de 28 unidades corresponde a la

eliminacidn de etileno mids bien que de carbonilo.




YV Ry=Ac;R,=H; MY307 C
2 Ry=H=R, ; MY 265

3 Ri=Ac =Ry ; mt3a40
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1D Me 172 (15%)Cy,H4N
2) e 172 ( 8%)
3) e 172 (100%)

1) Mo 144 (5%)
2) M/ 144 (4%)
3) M/, 144 (45%)

H

18 29

ORy

— C4Hg- ORy4

N 03

— HORjy

Figura 103. Mecanismo de
y derivados.

+
M -57

1 Me 250 (100%) CyqHyoNOg
2) ™/ 208 (100%)
3) Mg 282 (~10%)

~HOR,

m v
1) ™ 190 (25%) Cq2H,gNO
2) Mg 190 (10%)
3) M 232 (48%)

fragmentacidn de paniculina
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Mecanismo de fragmentacidn de dehidro y
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2.7

3.3. ESTRUCTURA DE DESACETILLICOCLAVINA

b i Sy P e A

E1 espectro de masas de alta reso}ucién bermitié‘gsig
nar la formula C16H2702N para este alcaloide y éste resulta
do concuerda con los valores del andlisis elemental.

E1T IR de desacetillicoclavina registrado en Nujol (fi-
gura 57, pagina 135) muestra bandas de fuerte absorcidn cen-
trada a 3.500 y a 3.200 cm—l que pueden asignarse a la pre -
sencia de dos grupos hidroxilos alcohdélicos. En el IR en
solucidon clorofdrmica (o en CC14)se observa una sola absor-
cidon centrada a 3.600 cm_l, independiente de la concentracidn,
indicando que los grupos OH no estdn enlazados intramolecular
mente.

ET RMNP de desacetillicoclavina (figura 58, pdginal36)
muestra, junto a la sefial carateristica en alcaloides de 1ly-
copodium asignable a CH;CH (d,0.9 p.p.m.), la existencia de
una sefnal doblete a 3.8 p.p.m. que m1féwﬂnos'de su desplaza--
miento quimico y multiplicidad se puéde asignar a la presen-
cia de un dtomo de hidrdgeno geminal a un grupo OH. Por su
parte, la sefial singlete a 3.4 p.p.m., que no desaparece
con DZO a distintas temperaturas, resultd dificil de asignar
porque, aunque su desp]azamiento quimico es el esperado pa -
ra un datomo de hidrdgeno geminal a OH, la multiplicidad de
la sefial hace pensa} en la ausencia de dtomos de hidrdgeno
vecinos. O bién, que por razones estereoquimicas las cons-

tantes de acoplamiento s6lo dan sefiales de ancho de media banda
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de solo 3.5 Hz. Sin embargo,la naturaleza y el nimero de
los grupos hidroxilos presentes en la molécula de ia base se
pudo resolver analizando espectroscopicamente sus derivadqs
acetilados.

E1l producto de acetilacion exhaustiva-aceti11iﬁoc]avi
no muestra en el IR (figura 61, pdginal39 )
sefales asignables a grupo OH y asimismo, indica la presen
cia de dos grupos ésteres deducido de Tas bandas a 1.740 y

1".725'cm_1 1.

y la banda relativamente intensa a 1.240 cm~

E1 EM del derivado (figura 63, paginal40) informa de
una sefial molecular a m/e 34§ indicando la incorporacidn en
la molécula del alcaloide (MJ-r 265) de 84 unidades de masa
correspondientes a la acetilacion de dos grupos OH, incre -
mentando 42 unidades de masa por cada grupo CH3C0 que se in:
corpora en la molécula. ET RMNP (figura 62, pdgina139) con
firma 1o anterior al mostrar dos sefiales singletes a 2;0 p.
p.m. que se pueden asociar a dos grupos CH3C0.

E1 desplazamiento de las sefiales asignables a &atomos
de hidrégenb geminal a OH en desacetillicoclavina (3.8 d y
3.4 s) por efecto de la acetilacién (5.0 d y 4.6 s) hacen
pensar én la naturaleza secundaria de los grupos alcohélicos.

La acetilacidn controlada del alcaloide (anhidrido aceé
tico y piridina a 0°C) produjo un compuesto cuyo IR (figura
64, paginalgl) muestra una absorcidn centrada a 3.300 cm_l.

asignable a un grupo OH alcoholico, junto a las bandas a

1.730 y 1.240 cm—1 asignables a la presencia de un grupo 0-
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Acetato.

E1 RMNP del derivado (figura 65, piginalll) es confir
matorio de la naturaleza de Hidroxi-acetato de este produc-
to. " El singlete a 2.0 p.p.m. (3H) indica la presencia de
un grupo O-acetil. E1 desplazamiento quimico (4.7 p.p.m.)

y la multiplicidad (s, a4/ 3.5Hz) se puede asociar al pro-

ton CHOAc y asi el grupo alcohélico acetilado debe correspon
dgr al que en desacetillicoclavina 1leva un dtomo de hidré-
geno geminal que absorbe a 3.4p.p.m. (s,al/2 3. 5Hz s

La sefial doblete a 3.9 p.p.m. en el derivado se puede
asignar al protdn geminal al grupo OH que no ha sido aceti-

lado en las condiciones de la reaccidn

Tabla 14

Resonancia de desacetillicoclavina y
derivados bajo 3.4 p.p.m.

doblete singlete

Desacetillicoclavina 3.8 3.4
Acetillicoclavina 5.0 4.8
Acetildesacetillico-

clavina 3.9 4.7
Licoclavina - 4.9 3.6

Dada la diferente reactividad de los dos grupos OH,
'pensamos que deben existir implicancias estereoquimicas im-
portantes.
No fue posible obtener desde desacetillicoclavina el

otro mono acetilderivado esperable. Sin embargo, como producto
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natural se aislo el a]ca]oide‘1icoc1avina que mostrd ser
tal isdomero monoacetjilado.

Ademas, el andlisis de los productos de oxidacién de
desacetillicoclavina, que se discuten mis abajo, proporcio-
na antecedentes adicionales para sostener que las funciones
oxigenadas de;1a base natural son dos grupos hidroxilicos
SECHRArTonEa  « b o '

La ausencia de antecedentes espectroscopicos para acep-
tar la presencia de CH3N Yy 1a no HN-acetilacidon de desacetil -
licoclavina sugieren que la base natural posee en su molécula
un atomo de nitrdgeno terciario. FEsto puede ser justificado
asignando las bandas en el IR. de sus sales (hidrobromuro
2. 750-2.600 on Yy perclorato 2.750-2.650 cm'l) a la pre;encia
en estos derivados del grupo funciona])ﬁH.

De ésta manera podemos pensar que la molécula de desa -
cetillicoclavina posee dos grupos OH secundarios, un grupo CH3
CHi;un dtomo de nitrdgeno terciario. Debido a la ausencia de
sefiales espectroscépicas asignables a enlaces dobles o a pro-
tones olefinicos podemos deducir que su estructura es tetra -

ciclica.

3.3.2. Definicidn del esqueleto carbonado.

Los EM del alcaloide y de sus derivados (figura 105, pa-
gina222) muestra todas aquellas caracteristicas tipicas de
los alcaloides que perfenecen estructuralmente a la familia

de la licopodina sin sustituyentes en el anillo puente ni en




el carbono C12.

Asi, por ejemplo, la sefal del ién,mo]ecu]ar de desa-
cetillicoclavina y derivados es relativamente poco intensa.
La baja intensidad de la sefial a M+-43 y la gran abundancia

de la sefial M'-57 tiene gran importancia diagnéstica

Tabla 15

Algunas sefiales de EM de desacetillicoclavina y
derivados.

Mi(%) M -43 M*-57(%)
Desacetillicoclavina 265(16) 224(4) 208(100)
Acetillicoclavina 349(11) 306(5) 292(40)
Hidroxicetona ; 263(18) 220(3) 206(100)
Dicetona endlica 261(35) 218(48) 204(100)

La sefal base en EM de desacetillicoclavina y deriva-
dos, con excepcidn de acetillicoclavina, es la sefal M+~57

que en desacetillicoclavina correéponde al ion C H18N0

12 2

implicando una pérdida de C4H9 desde el i6n molecular. Esta
sefal a M+—57 se debe generar en una so1a etapa segin se de
duce de la presencia en el EM del alcaloide de una sefial me
taestable que concuerda con el valor calculado para el tran

sito:

163.5

» MT-57 (208)

M¥ (265) 3
163.2

*
ol cal.

Estos anteceﬂentes, que se ajustan perfectamente con
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las consideraciones rea]izadés por ”MapLeanSl y discutidas
en paginall , permiten sugerir que el sisteha de anillos
presente en el alcaloide y derivados corresponde enteramen-
te a un esqueleto de licopodina sin sustituyenfes en el ani
11o D. La gran intensidad de MT_57 asegura adicionalmente
Ta presencia de un d&tomo de hidrdgeno en el carbono 12.

. Una representacidn plana adecuada para desaceti]]icb-

clavina es la mostrada en (70)

_+—OH sec.

|

N /E_/OH sec.
(70) !
1

La ubicacidn de los grupos OH en este esqueleto se Tlo
gro analizando y comparando los derivados de desacetillico-
clavina con productos obtenidos en esfe laboratorio desae
alcaloides conocidos y siguiendo técnicas propuestas por
Ayergz.

Cuando desacetillicoclavina se oxidd con trioxido de
cromo en medio dcido (reactivo de Jones) se obtuvo como pro
"ducto principal un derivado'due tiene propiedades espectros
copicas atribuibles a la presencia de un rasgo funcional ca

racteristico de una a-dicetona endlica(71). E1 IR del deri

vado (figura 66, pdgina 142 ) muestra una banda asignable a
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a carbonilo a, B no saturado a 1.660 cm™! y una banda de do

ble enlace olefinico a 1.640 cm_l. E1 IR en CHC]3 muestra

- una banda a 3.450 cm—1 atribuibles a un grupo OH fuertemen-

te enlazado intramolecularmente. E1 RMNP (figura 67, pagi-
na #4%) no muestra sefiales de protones olefinicos.
)
O
| =

o C)

OH 1D (72)

OH

ET EM (figura 68, pdgina143)del derivado es indicativo de
Ta naturaleza dicetdnica del mismo. E1 idn molecular tiene
una masa de 261 que significan 4 unidades menos que el peso
molecular de desacetillicoclavina (265).

En consecuencia en 1la oxjdacién con reactivo de Jones
reaccionaron los dos grupos OH secundarios.

Aplicando las reglas de Woodward a un sistema ciclico
como (Zg) resulta una muy buena concordancia del va1or»exp§
rimental (280 nm.) con el calculado (279 nm.) para la absor
cion wultravioleta 133;

Las caracter?§ficas estructurales de este derivado de
oxidacidon de desacetillicoclavina con reactivo de Jones son
fuerfémente indicadoras que 1los grupos OH en la base natural
son vecinales, o sea, se trata de un 1.2 diol.

Esta apreciacidn se ve confirmada por los dos hechos - sd% -
guientes:

1. Desacetillicoclavina did una reaccién positiva (2-3 min.)

204
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- al test del &acido peryédic0134.

2. La hidroxicetona derivada de desacetillicoclavina por
oxidacidn con reactivo de Sarret a 0°C no muestra en su
IR (figura 69, pdgina 144 ) banda asignable a grupos meti
lTenos o a carbonilo. Esto es, la zona de 1.440-1.400 cm™?!
es transparente.
La ubicacién de los sustituyentes oxigenados en C5 y
.C6 se vid confirmada cuando al oxidar 11copod1na con didxi-
do de se]emo16 se obtuvo la a dicetona enélica (diosfenol)

idéntica al producto de oxidacién con reactivo de Jones y que

debe tener la estructura indicada en {73].

diosfenol (73) (74)

Hasta aqui entonces, desacetillicoclavina debe correg-
ponder a la estructura (74): 5,6-dihidroxilicopodano.

La orientacidn espacial de los grupos OH se deduce,
principalmente, del producto de oxidacidn con reactivo de
Sarret a a°E.

Esta hidroxicetona derivada resultd ser idéntica en to

das sus propiedades con el alcaloide L20( )(muestra autentvca
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proporcionada por Braekman) y con L20 obtenido en este tra
bajo desde 1icopodina92.

Segin el trabajo estructural realizado por Ayer92 la
hidroxicetona derivada de desacetillicoclavina corresponde

entonces, a la estructura indicada en (75)

“I nwintt OH

N ‘Qb

(75) L-20

|

Este reéditado es reTéVahte por cuanto no s6lo fija
la estereoquimica del grupo OH de C6 sino que, con excepcion
de la orientacidn del sustituyente en C5, fija también la
estereoquimica relativa y absoluta de todos los centros de
desacetillicoclavina (v. gr. C4, C12, C15, C7 y C13).

E1 resultado experimental sugiere, entonces, que‘el al
caloide debe tener un grupo OH secundario en el carbono C6
con una orientacion axial. '

La estereoquimica del grupo OH del C5 se determind ana
lizando el producto de reduccidén de L20 con hidruro de alumi
nio y-litio 92’135.

Se ha evidenciado en numerosos alcaloides del tipo de

lTicopodina que 1levan un grupo carbonilo en C5 que una reduc

cidén con L1A1H4 produce, debido al gran impedimento estérico

i




que ofrece el anillo D al acercamiento del hidruro, el al-
cohol con el grupo OH orientado en forma cis a tal anillo
D. Esto es, se produce el alcohol con el OH axial, o sea el,
g-dihidroderivado 17270,

Asi entonces, el producto de reduccién de L20 con
hidruro de aluminio y litio debe ser el 5,6 diaxial diol
derivado. En la prdctica éste producto resultd ser idénti
co en todas sus propiedades con el producto natural desace
ti]]icoc]avina: Este resultado indica que en la molécula
el grupo OH en C5 es también de natura]eza.axia] y la este

reoestructura del alcaloide debe ser la que se muestra en

figura 106 .

Figura 106.Estructura de desacetillico-
clavina.

Esta estructura 5-B, 6-a-dihidroxilicopodano propues-

ta para desacetillicoclavina ha sido previamente asignada
16

al producto de hidrolisis de licoclavina No ha si
do posible una comparacidn directa de ambas bases, pero su

identidad parece ser consistente. Este es el primer informe
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de la caracterizacidn de desacetillicoclavina aislada desde
fuente natural.

La presencia de eéte rasgo estructural deé1km1'1ﬁ?trmn
diaxial en la basé desaceti]]icoc]avina se confirméd
experimentalmente al fallar los 1n£entos de obtener el 0-
isopropi]iden derivado.

136,137 que,en anillos de ciclohexa-

Se ha demostrado
no saturados, conformacionalmente rigidos, de los isémeros
posibles para 1,2-glicoles, s6lo los cis y el trans-diecua-
torial forman isoproniliden derivados con relativa facili -
dad; el isdmero trans-diaxial no puede generar dicho deriva
do.

Esta consecuencia, desacetillicoclavina corresponde

al diol trans-diaxial indicado en 1la figura 106, pagina :

No obstante la importancia del resultado anteridr, su
estricta validéz es s6lo limitada por cuanto no se ha inten
tado formar las acetonidos de los tres 5-6 dihidrexilicopodanos
1séméhos restantes.

Gran parte de nuestro esfuerzo se dedicé a intentar
obteher_]os cuatro 5,6-dioles derivados de licopodina. Sin
embargo, todos los intentos fracasaron. Siguiendo las téc-
nicas propuestas pbr Ayer92 para epimerizar el grupo OH de
L20, usando n-prépéxido de sodio en n-propanol, o aldmina,
por reduccidn de L20 usando sodio en n-propanol, sé6lo obtu-
vimos como producto caracterizable la conocida a-dicetona

en6lica o diosfenol (73).




Nuevos intentos se han iniciado partiendo de acetilli-
coclavina (epimerizacién) y de hidrobromuro de 6-a-bromoli-
copodina (reduccidn con NaBH,).

3.3.3. Obtenciodn sintética de desaceti]]icbclavinagZ.

La secuencia sintética seguida significa introducir
un grupo a-0OH en C6 en la estructura de licopodina y luego
una reduccidon estereoselectiva del carbonilo de C5.

La figura 107, p&gina23”, resume el trabajo realizado
y al mismo tiempo muestra las relaciones de desacetillico -

clavina y los productos sintéticos.
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Figura 107. Sintesis de desacetillicoclavina.
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La estructura propuesta para desacetillicoclavina per
mite hacer asignaciones tentativas a las sefnales de RMN13C
(figura 60, pégina13é). Se aprecia claramente la presencia
de 16 sefiales asignables a cada carbono de 1la mo]écula del
alcaloide.

La forma general del espectro concuerda perfectamen -
te con la encontrada por W.A. Ayer56 en orden a que con ex-
'cepcién de los carbonos que 1levan ios sustituyentes oxige-
nados y C13, Gnico centro cuaternario del alcaloide, las fg
sonanciasde los demas carbonos se pueden agrupar ya en el
rango de 20-30 p.p.m. (7 carbonos)sya en el rango de 40-48
p.p.m. (6 carbonos),de acuerdo con su particular naturale
za quimica.

Utilizando los argumentos y las asignaciones hechas
por W.A. Ayer para B-dihidro]icopodina56 junto con las al-
teraciones de proteccidn en posiciones a, B Yy y provocadas
por la introduccidon de un grupo OH axial informados por
RobertsG} hemos calculado los desplazamientos quimicos espe
rables para los carbonos afectados por tal sustitucidn en
C6 .

Los efectoé de desproteccidon de un grupo OH axial en
posicidon a y B son"de 37.8 y 5 p.p.m. respectivamente. Mien
tras que, en posicion 7y se produce un efecto de proteccidn
que involucra un desplazamiento de 6.8.p.p.m. a mayor campo.

La tabla 16 contiene las asignaciones de Ayer para di-

hidrolicopodina, los valores:-calculados y las asignaciones
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para desacetillicoclavina.

N®Carb
1
2

10
11
p B
13
14
15
16

Cid ycC

Asignaciones de RMN

Tabla 16

13

ono Dihidrolicopo- S

47

28
23,
32,
68.
34.
35 .
42.
47.
b ;
5.
45.
55
43.
.23.
24.

A juzgar por

/ se aprecia

dina
=1

1
5

N (0] o (o)} B~ O (o)} [en)

N

calk

25,
73,
1.
40.

35.

39.

N O o

8

20.
4 £
26.
74.
8.
40.
42.

47

&b,
29.
44 .
855
44 .
3.
24.

'C de desacetillicoclavina

obs.
47 .

17
31
83
66
70
50
33
67

.34

85
10
02
30
82
04
dul

““calec.
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los valores de ACp.p.m.) para los carbonos

una buena concordancia de los valores.

Las resonancias -de lTos carbonos C5 y C6 son facilmen -

te asignables, por la magnitud de su desplazamiento quimico,

~propio de carbonos a'(coh()h’cos61

Para los carbonos C8 y C12




se observa un A de 7.4y 5.0 b;p;m. resbectivamente; Si se
compara el valor de la resonancia para C8 y C12 en dihidro-
licopodina con las asignaciones hechas en desacetillicopodi
na se aprecia diferencias de O.6»y 1.8 p.p.m. respectivamen
te, que estan dentro de un orden de magnitud aceptable. Es
to parece indicar que el efecto y del grupo OH en C6 sobre
estos carbonos es minimizado por algin otro factor.

Una situacién un tanto similar se advierte al obser -
var el efecto y del grupo OH axial en flabelliformina (4-a-

hidroxilicopodina) en relacidn con licopodina. La intro-

duccidon de un grupo OH axial en C4 de licopodina desplaza
en 3.7 p.p.m. a C6 y en 2.4 p.p.m. al C2 a mds alto campo.

De tal suerte que proponemos las asignaciones para

18

RMN-"C de desacetillicoclavina, que se muestra en la figura

108 y en la tabla 15

20.31

Figura 108. Asignaciones de RMNL3c de
desacetillicoclavina
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Disponiendo de la estructura propuesta para desacetil
lTicoclavina es bueno también analizar brevemente algunos as
pectos de sus espectros de RMNP.

Si bien es cierto_ que,tanto en la base natural como
en sus derivados acetilados las sefiales asignables a dtomos
de hidrdgeno geminales a las funciones oxigenadas muestran
un desplazamiento quimico esperable, no es menos cierto que
Ta multiplicidad de las mismas merecen un comentario adicio
nal.

Teniendo en consideracidn la eventual distorsién de
los anillos B y D del sistema bicic]ico[é,B,ﬂ; nonano, dis-
cutido en pdagina 209 es posible justificar la multiplici -
dad de las sefiales que nos ocupan.

Aceptando una conformacidon del anillo B (y del D) que
tiende mds a una media silla, entonces el angulo "diédrico
definido por los atomos Hl-CS—C4—H2 debe tener un valor apro
ximado a 30°, implicando una constante de acoplamiento de
6Hz aproximadamente (Zﬁ).

Esta distorsion también provoca que el &ngulo diédri
co H,l-C5-C6—H3 cambie de 60°en una silla normal hasta apro-
ximadamente 90°, implicando de paso una constante de acopla
miento de aproximadaméﬁzé a 0 Hz (77).

Segin esto,la sefial doblete a 3.86 p.p.m. en desacetil
lTicoclavina, a 5.0 p.p.m. en el diacetil derivado, a 3.9 p.p.
m. en el monoacetil (y a 4.9 en licoclavina ) deben ser asig

nadas al protdn ecuatorial en C5 que estd acoplado
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OH
~solamente con un dtomo de hidréageno vecinal, el del carbono

4 con un J=6Hz. A1l irradiar el multiplete a 2.52 p.p.m. en
Ta base natural ( y a 2.5 p.p.m. en el diacetil) el doblete
respectivo se transformd en un singlete de a1/, 6Hz, de don-
de se deduce que el dtomo de hidrégeno de carbono 4 resuena
e 252 p.p.m;:

Este analisis permite justificar 1la multiplicidad de
Ta sefal sing]ete(al/2 3.5 Hz) a 3.74 p.p.m. en desacetilli-
coclavina; a 4.6 en diacetillicoclavina; a 4.7 en el monoace
til (79)(y a 3.6 en Ticoclavina(80)), como la sefial corres -
pondiente al atomo de hidrdgeno ecuatorial de C6 acoplado
solamente con el hidrdgeno ecuatorial de C7. EI valor de J
debe ser del orden de 1-1.5 Hz para un dngulo diédrico

H3-Co-C,-H, de 70 - 80°(78).
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ET RMNP del derivado monoacetilado de desacetillico-
clavina (figura 65, pdgina 141), muestra una sefal singlete
a 4.7 p.p.m. y un doblete a 3.9.p.p.m. significando que la
acetilacion selectiva solamente afectd al grupo OH de C6,
de tal forma que este derivado debe ser e] 5-B-hidroxi, 6-

a-0-acetillicopodano (79).

’ AcO [
\N .
H
H
OH
(79) | (80)

E1 alcaloide licoclavina-como se discute mas adelan-
te-mostrd ser el isdmero natural 5-8-0 —aceti],'6—a—hiaroxi—
Ticopodano (80).

A Ta Tuz de la estructura propuesta para desacetilli-
clocavina es bueno justificar los EM de 1la base y sus deri-
vados (figura 109, pagina238). ET1 EM de desacetillicoclavi-
na en virtud de la composicidn del i6n m/e 162 (C11H16N y
C10H12N0) puede éer ra;iona]izado suponiendo que coexisten
dos rutas mecanisticas paralelas como se muestra en la figu

.ra 109, pagina 238"
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E1 i6n molecular sufre una rupturadel enlace C13-C14
generando el i6n radical a. Desde este ién a, en la SECUen
cia I, tipica de la familia de 11’copod1‘na51 se puede generar
los iones m/e 208 (M'-57, 100%), m/e 190 y m/e 162 (C= HLE
NO).

Desde el id6n a, es posible, a través de la secuencia
IT, racionalizar la pérdida de 60 unidades de masa generan-
. do el i0n m/e 205 y desde éste las sefiales para los iones a
m/e 162 (C11H16N) y m/e 148 (CiOH14N)‘

Esta secuencia II adquiere importancia debido a la na

turaleza 1,2 de la sustitucidn oxigenadalzg.
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OH
OH
I
H,C
\H i OH
Tz ,;j/ OH
a M+—57
\ :
OH
/
NN
NN

M™-60 M 205
M/e 190 Ci2HgNO

2+
\
—

AN | OH
‘\ + 2 M/e 162 X
C“H16N N
m/e 148 Il
CiHyN M/e 162 CoHi2NO

Figura 109 . Mecanismo de fragmentacidn de
desacetillicoclavina.




Resta por discutir un aspecto de los espectros de RMNP
de desacetillicoclavina y paniculina. Nos referimos al ani-
lisis de las sefiales que aparecen entfe 2:9 y 3.6 p.p.m.
(figura 110 y 111 pagina 240-1) |

Se observa en el espectro de desacetillicoclavina dos
sefales que corresponden a un sexteto centrado a 3.42 pP.p.M
(1 H) con J=14,14 y 3Hz y otro sexteto a 3.19 p.p.m. (1 H)
con J=12,12 y 3Hz.

Por el desplazamiento quimico, estas sefiales deben co -
rresponder a atomos de hidrdgeno unidos a &tomos de carbono
adyacentes a nitrdogeno . Experimentos de doble irradiacién
indicaron que éstas sefiales no-estdn acopladas entre si, por
1o que se puede afirmar que corresponden a atomos de hidré-
geno pertenecientes a metilenos diferentes(en C9 y Cl). EI
problema estriba en asignar las sefiales observadas a-dos de
Tos cuatro dtomos de hidrdgeno o al dtomo de nitrdgeno (H9ax,
H9ec, Hlax y Hlec).

Es bastante conocida ya la diferencia que se observa
en los desplazamientos quimicos de protones axiales y ecua
toriales en metilenos adyacentes a heterodtomos; esta dife -
rencia, que en sistemas derivados del ciclohexano es de 0.4-
0.5 p.p.m. ,aumenta adn mds en sistemas que contienen &tomos
de nitrdgeno y en el caso de quinolizidina y otros con ito -
mos de nitrdgeno en cabeza de puerite puede llegar a X.7 p.

: = 13
p.m.,con los protaones axiales resonando a mas alto campo 8.
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Este desplazamiento preferencial hacia campo mas alto
para los protones axiales en estos sistemas se ha asociado‘
a la interaccidon con el par de electrones no compartidos del
atomo de nitrdgeno y su efecto es méximo cuando su disposi -
cidén geométrica es transdiaxial con el protdon axial.

Sin embargo, la asignacidn de las sefiales a 3.49 y a
3.19 p.p.m. a los protones ecuatoriales de C9 Yy C1 conduce
@ una aparente contradiccidn cuando se analiza la estructura
de las mismas en funcidén de los valores de J. En efecto, los
valores de 14 y 12 Hz corresponderian a un acoplamiento gemi-
.na].y a un acoplamiento de protones vecinos, transdiaxiales,
mientras que 3Hz reflejaria un acoplamiento de tipé ecuato-

rial-axial, como se indica en (81)

Para un protdn ecuatorial cabria esperar un multiplete
.del tipo de (82), cuya forma exacta(dos tripletes L 2

. dos cuartetos 1:1:1:1) dependeria de los vé]ores de Jea y Jee,
Es decir, dado que la multiplicidad de las sefales a 3.19 y
3.49 concuerdan mejor eon (81), cada una de ellas correspon

deria a un protdn axial y no a uno ecuatorial, como cabe




esperar en base a sus desplazamientos quimicos.

Esta aparente anomalia podria racionalizarse en forma
plausible cohsiderando algunos antecedentes de la literaty-
ra respecto de Ta influencia de sustituyentes alquilicos en
Tos desplazamientos quimicos de protones en compuestos deri
vados del ciclohexano.

139 TN
Booth s €n una revision sobre este aspecto, destaca

la desproteccidon magnética del protdn axial H1 que se obser

va al reemplazar el protodn H3 por un grupo metilo (conver -

;ién (83) — (84) ). Esto provoca una desproteccidn de H1
H1 H1
H3 CH3
e
(83) (84)

de 0.18 p.p.m. e incluso de 0.25 pP.p.m. en transquinolizidi-
nas. Este efecto de desproteccidén se hace mas importante
cuando aumenta la rigidéz del sistema, de tal manera que la
compresidon de tipo van der Waals sobre los protones axiales
no puede aliviarse por cambios conformacionales.

Asi por ejemplo, en cis decalina (85), los protones
axiales de C6 y C8 se desprotegen mutuamente con los proto-
nes axiales de C4 y C2 debido al efecto seﬁa]adolBQ_

Una demostracion de este efecto se observa en N-metila
cridina (86), donde se encontrd que el protén axial en C9

absorbia a mds bajo campo que el protén ecuatoria1140 (a
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pesar del efecto desprotector que ejerce el anillo aromidtico

sobre el protdn ecuatorial en C9).

’5) Hey (86)

—~~
0

Otro ejemplo pertinente 1o constituyeh los compuestos
(87) y-(88). En (87) el protdén ecuatorial angular o a nitrd
geno absorbe a 4.0 p.p.m. (un triplete J=5Hz) y en (88) este

mismo protdn, que'es axial, resuena a 4.15 p.p.m. (doble do-

blete, J=11Hz y 5Hz)(140).

CHy
H i
N H C J
H R
N
OCH3
OCH3
OCH;y OCHg
(87)

- Aln mds interesante es el ejemplo proporcionado por el

compuesto (89) cuya estereoestructura (90) corresponde al

isomero anti(141).




Se demostré qué el protdn axiai del metileno adyacen-
te a los atomos de nitrégeno absorbia a 4.29 popom. {d 0=
-10.5Hz) y el protdn ecuatorial a 3.37 p.p.m. Nuevamente;
se observa la interaccidén de los mefi]enos B o011 v o

Estos antecedentes nos permiten postular una interac-
cidn semejante en la estructura de desacetillicoclavina (y

en paniculina) para los protones axiales en C9 y C1.

Asi, el H9ax estaria desprotegido  por los meti]enos
en C2 y C4 y el Hlax por el metileno en C14. Inspeccidn
de modelos Dreiding hace evidente una severa compresion en-
tre los protones sefialados, sobretodo si se considera 1la til
gidez del sistema y en particular su estructura tipo "dia -
mante"(71).
Adicionalmente, se sabe que el valor de J geminal de
un metileno o a nitrdgeno,depende de 1a orientacién geométri-

ca del orbital del par eTectrénico no compartido del hetero-

- dtomo respecto a los protones metilénicos. Se ha
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demostradolm’142

que el valor de J aumenta negativamente
cuando el par electrdnico bisecta el angulo formado por el
CH2; en cambio,J se hace mas positivo para dngulos dihédri-
cos de 0°y 180° (o sea, cuando el par electrdnico es parale-
To a uno de Tos enlaces C-H).

La inspeccidon de modelos Dreiding de desacetillicocla-
vina demuestra que el par electrénico (ecuatorial) del dtomo
de nitrdgeno es gauche al metileno en Cl (91) y transdiaxial
al H axial de C9 (92). Esto nos permitiria asignar tentati-
vamente Tla sefial a 3.42 p.p.m. (J=14,14 y 3Hz) é Ta resonan-

cia del protdn axial de Cl y la sefial a 3.19 p.p.m, (d=12,12,

3Hz) a la resonancia del protén axial en €9,

H |
C C oo H
. 13 10
C
i 5 %3 <
C9 (91) : H (ELZ)

Un andlisis plausible para las sefales que nos ocupan

se muestra en (93)

E1 caso de paniculina es andlogo, con una complicacidn




adicional, cudl es la presencia de otro multipleta a 3.96
P.p.m. que no es posible racionalizar con argumentos simila-
res a los empleados.

La falta de evidencias experimentales, que en panicu-
lina prohiben cualquier asignacién, plantea la necesidad de
un estudio mds de :'nido del problema. Este estudio debe
aclarar la situacion de paniculina y verificaf las asignacio
nes hechas en desacetillicoclavina. E1 uso combinado de reac
tivos de desplazamiento Yy de compuestos adecuadamente deute-
rados, junto con el andlisis de otros compuestos de esta fa-
milia de alcaloides del tipo licopodina,podria significar la

obtencidn de la informacién requerida.
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3.4. ASIGNACION ESTRUCTURAL DE LICOCLAVINA.

Los antecedentes espectrales de 1icoc1avina (IR, figu-
ra 72, paginal48; RMNP, figura 73, paginaisrg ;3 EM, figura
74, pagina149 ) muestran que la base posee en su molécula un
grupo OH y un grupo O-acetil.

ET producto de hidrdlisis de licoclavina es idéntico
- con desacetillicoclavina (pdginal47). E1 producto de aceti-
Tacidn es idéntico con el producto de diacetilacidn de desa-
ceti]]fcoc]avina. En consecuencia, licoclavina debe corres-
ponder a 5-B-0-dcet7v] 6-a-hidroxilicopodano (figura 112 )por

las siguientes razones:

AcOQ

Figuré 112. Estructura de 1icoclavina,

1. La imposibilidad de obtener sintéticamente tal derivado

desde desacetillicoclavina en una monoacetilacidon selec -

tiva implica que en licoclavina el CH3COO-0cupa ya una
orientacidn axial en-€5 y cis al anillo D.
2. La sefal a 4.9 p.p.m. RMNP (figura 73, piginal4s) muestra

un desplazamiento quimico y una multiplicidad (d, J=6Hz)
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similar a la sefial a 5.0 p.p.m. en acetillicoclavina. FEstas
sefiales se pueden justificar como resonanciés de un protdn
geminal a CHBCOO en .Ch.

La distorsién del anillo B (pégina211) Justifica la
multiplicidad de la sefial en virtud del acoplamiento de H5ec.
con Hdax. de J=5Hz. El1 acoplamiento de H5ec. con Hbec. es
del orden de J~0Hz(6~90°),

La sefial singlete a 3.6 pP.p.m. en licoclavina se pue-
de asociar a la sefal singlete a 3.4 p.p.m. en desacetilli-
coclavina. |

La multiplicidad se puede explicar asignando esta re-
sonancia al protdn ecuatorial geminal al grupo OH en C6. E]
acoplamiento de H6ec. con H5ec. y de Hbec. con H7ec. deben
Ser pequenos resultando una sefial singlete al/2 3.5Hz tal

como se muestra en (94) y (95).

C
AcO 8
ecH
4 Ci3
() E Cs
Ce
ol Ci2
Hec [T
S (95) OH
94 S

La relacidn quimica de licoclavina y desacetillicocla-
vina se muestra en figura 113, pagina250 .
Este alcaloide aislado en este trabajo no ha sido com

parado directamente con licoclavina aislada anteriormente
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Y
HO

OAc

\

N

Acetildesacetillicoclavina

Ac20.0 e
HO AcO
N <<
oHO o

OH OH

AciO,95°C
Desacetillicoclavina Licoclavina

‘A%p,txnnb.
AcQ
N
OAc

Acetillicoclavina

Figura 113. Relacién quimica de licoclavina y
desacetillicoclavina.




de L.clavatum var'megastachyon16 y L. alpinum143.
e e e LS

E1 esquema de fragmentacidén del i6n molecular de Tico
c]avina51 racionaliza ajustadamente el EM de la base aisla-
da de L. paniculatum. .

. Utilizando las asignaciones de RMN13c.de desacetilli-
coclavina (pdgina252) y el efecto de la acetilacidn de un
grupo OH en los carbonos a y B se ha intentado asignar las
§eﬁa1es correspondientes en el RMNC!3 de Ticoclavina (fi =
guré 75. :pagina iSO). La acetilacidn de un grupo OH alco-
h6lico provoca un desplazamiento a a mis bajo campo (1.5 a
4 p.p.m.) y un desplazamiento B a mayor campo (1 a 5 p.p.
ol |

Los valores usados fueron 2.7 y -3 p.p.m. para efectos
a.y B respectivamgnte. _

‘ Dado que. en RMNI3C de licoclavina solamente aparecen
16 séﬁales,hemos supuesto’que hay 2 sefiales que corresponden
a 2 carbonos cada una. Por el ancho de las sefiales y por
el desplazamiento quimico hemos asignado la sefial 47.17 p.
p.m. a C9 y Cly la sefial 42.59 p.p.m. a C14 y C8. Las se-
nales a 170.61 y a 21.29 p.p.m. se pueden asignar a los car-
bonos del grupo acetato.56.

Las seflales a-75.79 a 76.32 y a 2414 p.p.m. se puéhen
asignar a €6, C5 y C4&, respectivamente, por efecto de 1la ace

tilacion del OH en C5.

La asignacidon del resto de las sefiales concuerda s €n

25l
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oy 56
general, con las proposiciones de Ayer
ciones en desacetillicoclavina.

tabla 17 se muestran las ésignaciones para RMN13C de Tlico-

cla

3Cdesaceti1
‘licoclavina

C1
CZ
€3
ca
Ch
Coé
C7
c8
€9
Ci0
(11
g2
£13
C14
Clo
£16
CH
Co

vina.

4a7.
20,
23
26.
74.
Zits i
40.
42.
47.
26
29
44,
55.
44.
23
24.

17
31
93
66
70
50
33
67
34
85
10
02
30
82
04
11

Asignaciones de RMN

=3.0
2
-3.0

Tabla 17

acal.

23.6
/7.4
15.50

13

Sobs.

24 .14
76.92
£5..78

C de Ticoclavina.

A((So_bs.—(sca’l.)

g .5
=<5
D.2

s13

Ticocla-
vina.

47.
20.
26.
24
76.
75.
40.
42.
47.
26 .
77
44.
54
42.
2o
24
2,

170

y con las asigna-

En la figura 114 y en 1la

c

| 4
13
25
14
92
79
53
59
17
76
64
62
89
59
75
31
29
<61

5%
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76.92
21.29

Nococh,

170.61

Figura 114. Asignaciones de RMN13C de

licoclavina.




3.5. ASIGNACION ESTRUCTURAL DE FLABELIDINA

ET peso md]ecu]ar 288 de f]abe]idina y la forma de su
EM (figura 78, pagina 152) sugieren fuertemente gue Ta basé
bertenece a la familia de alcaloides de Lycopoﬁigg con dos
dtomos de nitrdgeno del tipo de licopodina o 1icodina(ll)

La funcionalidad de Ta base deducida de su IR (figura
76, bégfnalSl) indica la presencia de un grupo OH o NH (
3.400-3.200 cm-l)uncarboni10 de amida (1,660 cm_l)un enlace:
doble  carbono-carbono (1.640 cm_l).

E1 analisis del espectro RMNP (figura 77,pdginal51 )

confirma la existencia del grupo N-acetilo (2.2 p.p.m. s, 3H).

Por otro lado el desp]azamientb quimico de la sefial a 4.5
P.p.m., que varia con la concentracifny desaparece . con
020 0 CD3COOD, permite aceptar la existencia de un dtomo de
hidrégeno muy 18bil, probablemente del tipo NH. La ausencia
de sefiales a bajo campo asignables a protones olefinicos su-
'giere que el enlace doble es tetrasustituido. |

La banda observable en el UV a 235 nm (log.e 3.76) es
decisiva en la presuncidén que el alcaloide corresponde a la

145

base conocida como flabelidina (gZ) de la figura 115.
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Figura 115. Estructura de flabelidina.

Aunque no ha sido posible una comparacién directa con
muestra auténtica de flabelidina, su identidad parece ser
definitiva dada la concordancia de sus respectivos anteceden

tes espectrales.

Flabelidina ha sido aislada previamente s6lo en la es-

pecia L. flabelliforme 145.

E1 esquema de fragmentacion del i6n molecular de flabe

1idina145 racionaliza adecuadamente el EM de 1a base aislada

de L. paniculatum.
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