ALCALOIDES DEL GENERO LAURELIA

Tesis entregada é la Universidad de
Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al grado de
Doctor en Ciencias con Mencidén en

Qufmica.

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS Y

FARMACEUTICAS

por
ALEJANDRO URZUA MOLL

Enero, 1983

PATROCINANTE: Dr. Bruce K. Cassels N.

W CH




FACULTAD DE CIENCIAS
BASICAS Y FARMACEUTICAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la Comisién de Postgrado de la Facultad de

Ciencias Basicas y Farmacéuticas que la Tesis de Docto-

rado presentada por el Candidato
ALEJANDRO URZUA MOLL

ha sido aprobada por la Comisién Informante de Tesis co
mo requisito de Tesis para optar al CGrado de Doctor en

Ciencias con mencidén en Quimica.

Patrocinante de Tesis:
Dr. Bruce Cassels

Comisién Informante de Tesis: Ci;/ti_—agx_

Dr. Mariano Castillo

Dr. Manuel Cortés

Dr. Juan Garbarino

Dr. Jorge Medina




INDICE DE MATERIAS

LISTA DE TABLAS viii

LISTA DE FIGURAS 5
LISTA DE ESQUEMAS xx
RESUMEN .
1
INTRODUCCION
1.1.- Las monimidceas. Descripcién general. Rela- 1
ciones sistemiticas.
1.2.- Divisién taxonémica de la familia de las 2
monimiiceas.
1.3.- Alcaloides en las monimidceas, sensu lato. 6
l.4.- El género Laurelia, descripcidn general, 8
ubicacién sistemitica.
1.5.- Objetivos del trabajo. 9
PARTE EXPERIMENTAL 12
2.1.- CGeneralidades . 12
2.2.- Extraccién y fraccionamiento de las bases 15

de madera de Laurelia sempervirens.

2.2.1.- Procesamiento de la fraccién BD de madera 18

de Laurelia sempervirens.

ii




2.2.2.- Separacibn de la fraccidn de alcaloides
no fendlicos de madera de Laurelia sem-

pervirens (BNFMLg).

2.3.- Extraccibn y Fraccionamiento de las bases

de corteza de Laurelia philippiana.

2.3.1.- Procesamiento de la fraccién de bases
débiles de corteza de Laurelia phili-
ppiana (BDCLp)

2.3.2.- Separacibn de la fraccién de alcaloides
no fendlicos de corteza de Laurelia phi-

lippiana (BNFCLp)

2.4.- Obtencidn y separacién de la fraccidén de

bases débiles de corteza Laurelia novae-

zeladiae (BNDCLn)
2.5.- Extraccién y fraccionamiento de las bases

de corteza de Laurelia sempervirens.

2.5.1.- Procesamiento de la fraccién de bases

débiles de corteza de Laurelia semper-

virens (BDCLs)
2.5.2.- Separacién de la fraccidn de alcaloi-
des no fenblicos de corteza de Laurelia

sempervirens (BNFCLs)

1id

21

35

35

37

48

53

53

56



2.

6.

2.5.3.- Separacién de la fraccidn de alcaloides

fenblicos de corteza de Laurelia semper-

virens (BFCLs).
- Identificacién
2.6.1.- BDCls-1. Liriodenina
2.6.2.- BDMLs-2. Oxonantenina.

2.6.3.- Acetil-BNFMLs-3. (§)(+)—Acetilnornantenina

2.6.4.- Acetil-BNFCLp-4. (R) (=) -Acetilanonafna

2.6.5.- Acetil-BNMLs-5. (E)(-)—Acetilnornuciferina

2.6.6.- BNFMLs-6. (5)(—)-Michelalbina

2.6.7.- Acetil-BNFMLs-7. (R) (-) ~Acetilestefarina

2.6.8.- Acetil-BNFCLp-8. (§)(+)—g, N-Diacetilnor-

coridina
2.6.9,- BNFCLp-9=. (4R, 6as )-4-hidroxinornantenina
2.6.10.-BNFCLE—10. (4R, 6aR )-4-hidraxianonaina con-
taminada con BNFCLp-9.
2.6.11.—BFCLE—11. (3)(—)-Asimilobina
2.6.12.-Perclorato de BFCLp-12. Perclorato de (8)
(+) -reticulina
2.6.13.-BFCLs-13 (S) (+) -Laurotetanina
2.6.14.-BFCLs-14. Aterolina

2.6.15.-BDCLn-15. Oxolaurelina

2.6.16.-BDCLn-16. Oxoputerina

2.6.17.-BNFCLs-17. Mezcla de bisbenc ilisoquinolinas

iv

57

60
60

60

61
62

63
64

65
66

67
68

69

70

70

71

73
74

74




2.6.18.-
2-6.19o_
2'.6-200_

2.6.21, -~

2-6.22--

BNFCLs-18. Mezcla de bisbencilisoquinoli-

nas.

BDCLs-19. (E)-3-(3,4-metilendioxifenil)-

2-propen-1-ol.

BDCLn-20. (5)(-)-Pukateina

BDCLn-21. (5)(—)—Laurelina
BDCLn-22 . (R) (-)-Romneina

DISCUSION Y CONCLUSIONES

3.1.- Determinacién de estructuras de Alcaloides

Oxoaporfinicos
3.1.1.- Generalidades espectroscdpicas
3.1.2.- Liriodenina
K o e ‘Oxonantenina
3.1.4.- Aterolina
3.1.5.- Oxolaurelina
3.1.6.- Oxoputerina

3.2.- Determinacidén de estructuras de Alcaloides

Aporfinicos
3.2.1.- Generalidades espectroscdpicas
3.2.2.- (8) (+)-N —Acetilnornanteniga
3.2.3.- (R) (-)-N- Acetilanonafna
3.2.4.- (R) (=) -N-Acetilnornuciferina
3.2.5.- (g)(+)-E—Acetillaurotetanina
3.2.6.- (5)(—)—9, N-Diacetilasimilobina

75

76

76
7

78

78

78

81
83
87
91
100

103

103
109
Ti3
115
120

121



3.2.7.- (8) (+)-0, N-Diacetilnorcoridina 125

3.2.8.- (R) (-)-Pukateina 131
3.2.9.- (R) (-)-Laurelina 133
3.2.10.- (6aS) (7R)-Michelalbina —
3.2.11.- (4 R, 6aS)-4-Hidroxinornantenina 139
3.2.12.- (4R, 6aR)-4-Hidroxianonaina 147
3.3.- Alcaloides bencilisoquinolinicos 150
3.3.1.- (8) (+)-Reticulina 150
3.3.2.- (R) (-)-Romneina 151
3.4.- Alcaloides proaporfinicos 156
3.4.1.- (RX-)-N-Acetilestefarina 156
3.5.- Fenilpropano 160
3.5.1.- (E)-3-(3,4-Metilendioxifenil)-2-propen- 160
-1-0l.
162

3.6.- Bisbencilisoquinolinas

3.7.- Resumen de los compuestos aislados en este tra- 168
bajo del género Laurelia

3.8.- Relaciones biogenéticas entre los alcaloides 169

de L. philippiana, L. sempervirens y L. novae

zelandiae.

3.9.- Conclusidn sobre la afinidad quimica entre las 184
especies del género Laurelia y relacién quimi-
ca de las aterospermaticeas con las monimidce-

as y otras familias.

vi




BIBLIOGRAFIA 189

APENDICE 205

vii




tabla

tabla

tabla

_tabla“

tabla

tabla

tabla

tabla

LISTA DE TABLAS

Bspecies de la familia de las monimifceas
estudiadas al margen de este trabajo, in-
dicando los tipos de alcaloides encontra-
dos.

Fracciones obtenidas de la separacidn del
residuo de aguas madres de BDMLs-1 .
Fracciones obtenidas de la separacidn de

aguas madres de BNFMLs extraidas a pH 6,0

acetiladas.
Fracciones obtenidas de la separacifn de

aguas madres de BNFMLs extrafdas. con Sci-

do citrico 0,1 M, acetiladas.

Fracciones obtenidas de la separacisn del
residuo de las aguas madres de BDCLp-1.

Fracciones obtenidas de la separacidn del

residuo de las aguas madres de Ac-BNFCLp-3.

Fracciones obtenidas de la separacidn de

BFCLp-ext pH 4,0.

Fracciones obtenidas de la separacibén de

BFCLp-ext pH 6,6.

viii

21

26

30

36

39

42

46




tabla

tabla

tabla

tabla

tabla

tabla

2-8.

2-9l

2-10.

2-11.

2-12 .

3-1.

Fracciones obtenidas de la separaci6n
de 16-21.

Fracciones obtenidas de la separacién
del residuo de aguas madres reextrafdas
de BDCln. |

Fracciones obtenidas de la separacién
del residuo de aguas madres de BDCLn-2.
Fracciones obtenidas de la separacidn
de BFCLs.

Fracciones obtenidas de la separacidn
de’ BFCLs.

Especies de la familia de lés monimig-

ceas estudiadas incluvendo los resulta-

i

- dos de este trabajo. Se indican los ti-

pos de alcaloides aislados y los alca-
loides aporfinicos se dividen segfin su

ruta biogenética.

47

52

55

56

58

188




i-1.-

2-2.—

2-6.~

LISTA DE FIGURAS

Resumen de la Divisién de la Familia de
las Monimidceas segfin Paxg.
Resumen de la Divisidn de la Familia de
las Monimidceas seglin Money et al.2
Resumen de la divisibn de la familia de
las Aterospermataceas segflin Schoddelz.

Control cromatogrédfico de PP1-6, PPy—6

Y aguas madres de la mezcla de BNFMLs-

extraidas a pH 6.0 acetiladas.

Control cromatégr&fico de Bs-6 v Bg-6.

Control cromatogrdfico de Acetil-BNFMLs-3

PPy-citrico 0,1 M y aguas madres de ace-

tilacifén de BNFMLs-extrafdas dc.-citrico

0.1 M.
Control cromatogrdfico del residuo de

aguas madres de obtencidn de PP1-4,

Cromatograma de BNFCLp-ext. pH 6.0, BNFCLp~

ext. pH 4.0 y BNFCLp-no ext.

Cromatograma de BFCLp-ext pH 6.6 Y _BFCLp-

no ext. pH 6.6..

25

27

31

34

41

45




2-70 -

3-1.~

3-2.-
3-3.~
3-4.-

3-8.~

3-9.~

3-10.-
3-11.-

3-12.-
3-13.-

Cromatograma del residuo de aguas madres
de obtencidén de BDCLn-20.

Valores de resonancia de los hidrégenos
del grupo metilendioxi ubicado en C-1y
C-2; espectros de RMN de lH registados

en (CDCIL 3.

Espectro de IR de BDCLs-1. Liriodenina.
Espectro de UV de BDCLs-1. Liriodenina.
Espectro de RMN de 1H (60 MHz) de BDCLs-1,
Liriodenina.

Espectro de IR de Liriodenina patrén.
Espectro de IR de BDMLg-2. Oxonantenina,
Espectro de RMN dé 1g (90 MHz) de BDMLss-~2.
Oxonantenina,

Espectro de masas de BDMLs-2. Oxonantenina.
Esquema de fragmentacidn de BDMLg-2. Oxonan-
tenina.

Espectro de IR de BFCLs-14 . Aterolina
Espectro de RMN de 1H (60 MHz) de BFCLs-14.
Aterolina. . .

Espectro de masas de BFCLs-14. Aterolina.
Esquema de fragmentacidn de BFCLs-14. Atero-~

lina.

52

80

82
82

82

82
85

85

85

86

89

89

89
90




3-14.=

3—15. -
3—16 R
3-17.-

3-18.-
3-19.-

3-20.-

3_21 -

3-22.-

3-23.—

" 3-24.~

3_25 .=

3"’26."

3-27.-
3"'28.-
3"'29-'-

Espectro de IR de Ac-BFCLs-=14. Acetil-

aterolina.

Espectro de IR de Acetilaterolina patrdn.
Espeétro de IR de BDCLn-15.0xolaurelina.
Espectro de RMN de 1H (90 MHz) de BDCLn-15.
Oxolaurelina.

Espectro de IR de Lanuginosina patrdn.
Espectro de masas de BDCLn-15. Oxolaurelina
Esquema de fragmentacidn de BDCLn-15.0xolau-
relina.

Espectro de RMN de 1

H (90 MHz) registrado
en CDC13, de BDCLn-15. Oxolaurelina.
Esquema de fragmentacién de lanuginosina
(3-5)

Esquema de fragmentacidn de oxoestefanina.
Esquema de fragmentacidn de oxoputerina.
Espectro de IR de BDCLn-16. Oxoputerina.

1

Espectros de RMN de "H (60 y 400 MHz) de

" BDCLn-16. Oxoputerina.

Espectro de masas de BDCLn-16. Oxoputerina.
Espectro de IR de Oxoputerina patrdn.
Esquema de fragmentacidn de alcaloides apor-

finicos.

xii

89

89
94

94

94

94
97

95

98

9%
100

102
102

102
102

107




3-30.-
3-31.-
3-32.-
3-33.-
3-34,-

3-35.<

3-36.

- 3_37.-

Esquema de fragmentacién de noraporfinas 108
N-acetiladas.

Espectro de IR de Acetil-BNFMLs-3. (S) (+) 111

~N-Acetil nornantenina.

Espectro de RMN de 1

H (90 MHz) Qe Ac- 111
BNFMLsg-3. (g)(+)—N—Aceﬁilnornantenina.

Espectro de masas de Ac-BNFMLs-3. (8) (+)- 111

N-Acetil nornantenina.

Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFMI,s-3. 112

Acetilnornantenina.
Espectro de IR de Actilnornantenina patrén. 117

Espectro de IR de AC-BNFCLp-4 . Acetilanona- 114

ina,.

Espectro de RMN de 1H (90 MHz) de Ac-BNFCLp-4 114

Acetilanorafina.

Espectro de masas de Ac-BNFCLp~4. Acetilano- 114

nafina.

Esquema de fraccionamiento de‘Ac—BNFCLp~4. 1%6
Acetilanonaina.

Espeqtro de IR de RAcetilanonaina patrdn. 114

Espectro de IR de Ac-BNFMILs-5, Acetilnornu- 118

ciferina.
Espectro de RMN de 1g (80 MHz) de Ac-BNFMLs- 118

5. Acetilnornuciferina.

xiii




3-43.- Espectro de masas de Ac-BNFMLs-5. 118
Acetilnornuciferina.

3-44.- Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFMLs-5. 119

Acetilnornuciferina.
3~45.- Espectro de IR de Acetilnornuciferina pa- 118
. trén.
3-46.- Espectro de RMN de 'H(60 MHz) de BFCLs-13. 122
Laurotetanina.

v 3-47.~  Espectro de IR de Ac-BFCLs-13. Acetillauro- 122

tetanina.

1

" 3-48.- Espectro de RMN de "H (60 MHz) de Ac- 122

BFCLs-13. Acetillaurotetanina.

3-49.- Espectro de masas de Ac-BFCLs-13. Acetil- 122
laurotetanina.
3-50.- Esquema de fraccionamiento de Ac-BFCLs-13. 123

Acetillaurotetanina.

3~51.~ Espectro de IR de Acetillaurotetanina pa- 122
trén.

3-52.-  Espectro de RMN de 'H (60 MHz) de BFCLp-11. 126
Asimilobina.

3-33.- Espectro de IR de Ac-BFClp-11. Acetilasimi-— 126
16bina.

i

3-54.- Espectro de RMN de "H (60 MHz) de Ac-BFCLp- 126

11. Acetilasimilobina.'

xiv




3-55.-

3-56.-~

3-57.~
3758.-

3-59.~

3—60n-‘
3-61.-
3-62.-
3-63.-
3-64.-
3-65.-
3-66.-

3-67.-

3"'"68-"

Espectro de masas de Ac-BFCLp-11 . Acetil-

asimilobina.

Esquema de fraccionamiento de Ac-BFCLp-11.
Diacetilasimilobina.
Espectro de IR de Acetilasimilobina patrdn.

Espectro de IR de‘Ac-BNFCLpLS. O, N-diacetil-

norcoridina.

-Espectro de RMN de ;H de‘An;BNFCLp;B‘g, N-

diacetilnorcoridina.

Espectro de masas de Ac-BNFCLp-8. O, N-Diace-

tilnorcoridina.

Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFCLp-8,

Diacetilnorcoridina.

Espectro de RMN de 1H de’ BDCIn~20. Pukatefna.

.Espectro de IR de BDCLn-20. Pukatefina,

Espectro de IR de pukatefna patrdn.

Espectro de RMN de H (60°MHz) de BDCLn-21.
Laurelina. ‘
Espectro de RMN de lH de BNFMLs-6. Michelal-
bina.

Espectro de IR de Ac-BNFMLs—§. 0, N -diace-

tilmichelalbina.

Espectfo de RMN de 1y de Ac-BNFMLs-6 . 0, N-

diacetilmichelalhina.

Xv

126

127

126

129

129

129

130

132
132

132
135

138

138

138




3-69.-
3-70.-
3-71.-
3~72.~
3—7§.~
3-74.~-

3—75 .=
3-76.~-

3-77.-
3-78.-
3-79,.~
3_80 [ e

3~81.-
3-82,~

Espectro de masas de Ac-BNFMLs-6. O,N~

diacetilmichelalbina.
Espectro de IR de O,N-diacetilmichelal-
bina patrén.

'y (60 MHz) de BNFCLp-9.

Espectro de RMN de
(45, 6a S}-4-hidroxinornantenina.

Espectro de IR de Ac-BNFCLp-9. Acetil- (4R

6a§)—4~hidroxinornantenina.

Espectro de RMN de 1H de AC-BNFCLp-9. Acetil

(45, 6aS)~4-hidroxinornantenina.

Espectro de RMN de 1H.de‘Hc;BNFCLp-9.Ace—

til- (4R, 6asS)-4-hidroxinornantenina.

Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFCLp-9.
1

Datos de RMN de “H de 4-hidroxiaporfinas con
relacidn cis entre H-4 y H-6a.

Datos de RMN de 1H de 4-hidroxiaporfinas

con relacidn trans entre H-4 y H-6a.

Espectro de RMN de 1

H (60 MHz) de BNFCLp-10.
(4R, 6a R}4-Hidroxianonaina.

Espectro de RMN de 1H (60 MHz) de 16-21.
Espectro de RMN de lg (60 MHz) de 27'-50"
Conformaciones de la (+)-reticulina.

Espectro de IR de Perclorato de BFLp-12.

Perclorato de reticulina.

-, xvi

138

138

142

142

142

142

141
145

146

148

152
152

151

152




3-83.-
3-84.-
3-85. -
3-86.-
3-87.-
-3-88.-
3-89. -
3-90.~

'3-91.~
3-92,-~

3-93.~

3-94,-
3-95,-

Espectro de IR de Perclorato de reticulina
patrdn.

Espectro de RMN de 1H (60 MHz) de BDCLn-20
(R) (-) -romneina.

Espectro dé RMN.de 1H de kS)(+)-romneina
patrdn.

Espectro de IR de bromhidrato de BDCLn-20.’

Bromhidrato de (3)(-)-romneina.

Espectro de IR de Ac-BNFMLg-7. (R) (-) ~Ace~

tilestefarina.

Espectro de RMN de 1H (400 Myz) de Ac-

. BNFMLs-7. Acetilestefarina.

Espectro de masas de Ac-BNFMLs-7.Acetil-

estefarina.

Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFMLs-7.

Acetilestefarina.

Espectro de RMN de 1H (100 MHz) de BDCILs-19.
Espectro de IR de BDCLsS~19. (E) ~3~-(3,4-Meti-
lendioxifenil)-2—propen~1—ol.

Espectro de IR de (g)—3—(3,4—Metilendioxi~
fenil)~-2-propen-l-ol.

Espectro de RMN de 1H (60 MHZ) de BDCLs-17.

Espectro de masas de BDCLs-17.

- iy S =
T . XVvVil

152

154

154

154

159

159 .

159

158

161

161

161

163

163




3-96.-

3-97.-
3"'98-0 -

3-99,~

3-100.-.

3-101.~
3-102,~
3—103.-
3-104.-
3-105.~-

3_106 [ e

3-107.-

Esquema de fraccionamiento de alcaloides bis-
bencilisoquinolinicos con unidn cabeza-cabe~
za/cola-cola.

Espectro de RMN de 1H (60 MHz) de BDCLs-18.
Espectro de masas de BDCLs-18.

Ruta biogené&tica via (R)-desmetilcolaurina

de alcaloides de L. philippiana.

Ruta biogenética via (S)-norlaudanosolina de

alcaloides de L. philippiana.

Ruta biogenética via (R)-desmetilcoclaurina

de alcaloides de L. sempervirens.

Ruta bilogen&tica via (S)-norlauydanosolina de

alcaloides de L. sempervirens.

Ruta biogenética de-alcaloides bisbenciliso-

quinolinicos en L. sempervirens.

Ruta biogen&tica via (R)-desmetilcoclaurina

de alcaloides de L. novae-zelandiae.

Ruta biogené&tica via (S)-norlaundanosolina

ke

de alcaloides de L. novae-zelandiae.

Ruta biogené&tica de "(R)-aporfinas sin susti-
tucidn y con sustitucién en C-10 en el ani-
1lc D.

Rutas bipgenétiéas de '(S)-aporfinas.

xviii

166

165

165

170

171

173

174

176

177

178

179

180




3-108.-

3-109.-

Ruta biogené&tica via (R)-norlaudanosolina

de ‘alcaloides de L. novae-zelandiae.

Interconversidn de (R) y (S)-norreticulina.

Xix,

181

182




esquema 2-1.-

esquema 2-2,~

esquema 2-3.-

esquema 2-4.-

LISTA DE ESQUEMAS

Extraccidnh y Fraccionamiento de las

bases de madera de’ Laurelia sempervi-~

rens.

Fraccionamiento de bases débiles de

Fraccionamiento de bases no fenblicas

de madera de Laurelia ‘sempervirens.

Procesamiento de la fraccidn de bases

débiles de corteza de' Laurelia £OVae—

" zelandiae.

XX

19

23

50




RESUMEN

En este trabajo se demostrd que la corteza de tron-

3-(3,4-metilen dioxifenil)}—-2-propen-l-ol (aislado por pri-
mera vez como producto natural) una elevada proporcién de
bisbencilisoquinolinas gue no fueron identificadas y los
aporfinoides: liriodenina, oxonantenina, aterolina, nornan

tenina y laurotetanina.

La corteza de tronco de Laurelia philippiana contie-

ne los aporfinoides liriodenina, oxonantenina, aterolina,
nornantenina, laurotetanina, anonaina, asimilobina, norco-
ridina, 4-hidroxinornantenina (compuesto nuevo para la

- ciencia}, 4-hidroxianonafna (compuesto nuevo para la cien-

cia) y la l-bencilisoquinolina reticulina.

Ya que la presencia de oxoaporfinas en las dos espe-~
cies chilenas parecfa constituir una diferencia con Laure-

lia novae-zelandiae, fue reexaminada la corteza de é&sta

‘encontrando adem&s de pukateina Yy laurelina, alcaloides
ya conocidos en esa especie, los aporfinoides liriodenina,
oxolaurelina (aislado por primera vez como producto natu-

ral) ,oxoputerina y 1la l-benciltetrahidroisoguinolina

xxi




(=) ~romneina (aislado por primera vez como producto natu-

ral). Ni Laurelia philippiana ni L. novae-zelandiae con-

tienen bisbencilisoquinolinas en proporciones reconocibles

con los métodos utilizados.

También se efectud un andlisis de madera de Laurelia

sempervirens demostrédndose en ésta la presencia de los

aporfinoides liriodenina, oxonantenina, nornantenina, ano-
naina, nornuciferina, michelalbina y de la proaporfina es-

tefarina.

Del andlisis de los caminos biogenéticos que condu-
cen a los alcaloides presentes en el género Laurelia, se
concluye que las tres especies se diferencian desde el pun

to de vista de los alcaloides.

Un andlisis por otro lado de todos los datos conoci-
dos en este momento del contenido de alcaloides de la fa-
milia aterospermatdceas, ésta puede dividirse en dos gru-
pos: uno donde se encuentran las aporfinas y metabolitos
mds elaborados de estas bases Yy otro coincidente con el

género Daphnandra donde estos alcaloides no se encuentran

Y parecen haber sido totalmente reemplazados por bisbencil-
isoquinolinas. En este contexto la quinmica de estas espe-
cies no avala la clasificacidn planteada para las ateros-

permitaceas.
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ABSTRACT

It is shown that the bark of the trunk of Laurelia

sempervirens contains the phenylpropane, (E)-3-(3,4-

metilendioxiphenyl)-2-propen-1-ol {isolated for the first
timeé as natural product), a high ratio of non-identified
bisbenzylisoquinolines and the aporphino;ds: liriodenine,

oxonantenine, atheroline, nornantenine and laurotetanine.

From the bark of the trunk of Laurelia philippiana

the aporphinoidg, liriédenine, oxonantenine, atheroline,
nornantenine, laurotetanine, anonaine, asimilcbine,
norcorydine, 4-hydroxynornantenine (new compound), 4-
hydroxyanonaine (new compound), and the 1-benzylisoquinoline -

reticuline, were isolated.

A study of the bark of Laurelia novae-zelandiae was

conducted in order to Search for oxoaporphines. Besides
pukateine and laureline, already isolated in this species,
liriodenine, oxolaureline (isolated as the first time as
natural product),.oxoputerine and the l-benzyl-tetrahydro-
isoquinoline, (~)-romneine (isolated for the first time as

natural product) were obtained.

Bisbenzylisoguinolines were not found in L. philippiana

and L. novae-zelandiae.




The aporphinoids 1iriodenine, oxonantenine, nornantenine,
anonaine, nornuciferine, michelalbine and- the proapophine
stepharine were found in the extract of the wood of L. sem-

o

pervirens.

The three species of the genera Laurelia differ in

their alkaloid contents.

According to the alkaloid presence the family atherosper-
mataceae is divided into two groups, the first one with the

species that contain aporphines and more elaborated bases

from them, and the genera Daphnandra in which the aporphinoids

seem to be replaced by bisbenzylisoquinolines.

The results obtained in this work dissent with the

division of the atherospermataceae.




INTRODUCCION

1.1.- Las Monimi&ceas. Descripcidn General. Relaciones Sis-

tematicas

Las monimidceas, sensu lato (en sentido amplio), cons

tituyen una familia de plantas casi exclusivamente tropica-
les y subtropicales, de &rboles, arbustos y lianas que tie

ne su mayor desarrollo en el hemisferio Surl. La familia es
td formada por unos 35 géneros con aproximadamente 460 espe

ciesl'z.

Cronquist3 ubica las monimidceas en el orden Magnolia-
les, formando un grupo con las amborelédceas, trimeniéceas,
lauréceas, gomortegdceas y hernandidceas. Otros autores,re-
conociendo afinidades similares, las ubican en los &rdenes

5,6

4 o
Annonales o Laurales r que comparten muchas familias en-

tre si y con las Magnoliales de Cronquist.

En general es posible considerar que las monimidceas,

sensu lato, constituyen una familia de plantas heterogéneas
ya que se combinan en ella géneros con caracteres primiti-

vos y avanzados.

Es asi que estudios de anatomia de madera han sugeri-

do que las subfamilias Hortonioideae y Monimioideae Money
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et al.z, forman un grupo con las hernandifceas, mientras
que las subfamilias Siparunoideae y Atherospermoideae Mo~
ney et al.z, forman un grupo con las girocarpdceas, lauré-

ceas y-gomortegéceas7.

Estudios del nimero de cromosomas, sin embargo, pa-
recen contradecir estos, puesto que indican mayor homoge-

neidad en la familia.

Es claro, sin embargo, que las relaciones de las mo-
nimiﬁéeas con otras familias no pueden ser establecidas
solamente por la evidencia de la estructura de la madera
y por estudios citoldgicos, que deben ser considerados con
juntamente con los caracteres que determinaron las ubica-

ciones sistemdticas propuestas para la familia en las mono

_grafias clésicas’.

A estos caracteres principalmente morfoldgicos deben
sumarse ademls los conocimientos acerca de la quimica de
estas familias, que deberian contribuir a la "naturalidad"

de los sistemas de clasificacidn a los cuales se pueda lle

_gar.

1.2.—- Divisidn taxondmica de la familia de las monimiiceas

La familia de las monimiiceas, sensu lato , fue ori-

ginalmente dividida por Pax9 en dos subfamilias: Monimioi-

deae y Atherospermoideae. La subfamilia Monimioideae se




subdividib en tres tribus: Hortonieae, Hedycarieae y Moni-
mieae. La subfamilia Atherospermoideae se subdividid en
tres tribus: Laurelieae, Atherospermeae y Siparuneae (figq.

1-1).

”
Hortonieae : Hortonia, Leveria,

Amborella, Trimenia

Pigtocalzx

Monimioideae 4 Heycarieae : Matthaea, Hedycaria,

Peumus, Kibara, Ephi-

ppiandra, Meollinedia

Monimieae ‘Monimia, Palmeria

b
Tambourissa, Hennecar-

Monimidceas 4 tia

r

Laurelieae : Nemuaron, Laurelia,

Daphnandra

Atherospermoi- 4 Atherosper-

| deae neae : Atherosperma, Dorypho-

. ra

Siparuneae : Conuleum, Siparuna,
N

Glossocalyx

Resumen de la Divisidn de la Familia de las Monimiiceas segin Paxg.

figura 1-1




La familia ha sido dividida m&s recientemente por
2
Money et al.” en cuatro subfamilias: Hortonioideae, Athe-

rospermoideae, Monimioideae y Siparunoideae (fig. 1-2).

( Hortonioldeae : Hortonia

Atherospermoi- : Nemuaron, Daphnandra,

deae Dryadodarhne, Doryphora,

Laurelia, Atherosperma,.

Monimioideae + Hedycarva, Leveria, Deca-

rydendron, Kibaropsis,

Xymalos, Macropeplus, Mo-

llinedia, Macrotorus,

Matthaea, Ephippiandra,

Steganthera, Anthobenbix

"Monimifceas . Tetrasynandra, Wilkiea,

Kibara, Carnegieodoxa,

Laviterbachia, Hedycarip-

sis, Palmeria, Canaea,

Tambourissa, Monimia,Peu-

mua, Hennecartia, Schra-

meckia.

Siparuncideae : Siparuna, Bracteanthus,

Resumen de la Divisién de la Familia de las Monimificeas

ségﬁn Money et a1.?

figura 1-2




Si bien en esta filtima divisidn aparecen separadcs

de las monimifceas los géneros Trimenia y Piptocalyx en

la nueva familia trimenifceas,y también se elevan por se-

parado al nivel de familia los géneros Amborella y Austro-

baileya es aceptado que la‘familia es todavia heterogénea
y otros autores han indicado que las subfamilias Atheros-
permoideae y Siparuncideae pueden elevarse al rango de fa-
milialo. En este contexto Schoddell, ha sostenido que las
diferencias entre las familias propuestas por &l (ateros-
perﬁatﬁceas Y siparunéceas) Yy el resto de la familia de
las monimiSceas son equivalentes en importancia a las di-
ferencias que tienen otras familias dél orden Laurales.

La familia de las aterospermaticeas creada por Scho-
dde12 (fig. 1-3) coincide con.la suma de las tribus Laure-
lieae y Atherospermeae en el sistema de clasificacién de

Paxg'(fig. 1-1) v con la subfamilia Atherospermoideae del

sistema de clasificacidn de Money et al.z(fig. 1-2).
!

Atherospermcteae Arhercrperma

Drvagodathne

Aterospermaticeas Weruaren

Laurelicae aurelia
Dorvchora

Eachnendra

Resumen de la DivisiSn de la Fomilia de las Aterospermsté-

-ceas seglin Schoddelz.

figura 1-3




1.3.~ Alcaloides en las monimiiceas, sensu lato

A pesar del nfimero elevado de especies gue forman

la familia de las monimificeas, sensu lato , s6lo muy pocas

han sido estudiadas quimicamente, centr&ndose estos estudios

en los alcaloides.

Sin excepcién los alcaloides encontrados correspon-
den al grupo de las isoguinolinas. Se han aislado bases de
los siguientes tipos estructurales: l-bencil-1,2,3,4~tetra-
hidroisoguinolinas, aporfinas, proaporfinas, oxoaporfinas,
1-(dimetilaminoetil)-fenantrenos, morfinandienonas, bisben-
cilisoquinolinas, isoquinolonas, isoquinolinas simﬁles M
aristolactamas.

En la tabla 1-1.se resumen las plantas estudiadas,

al margen de este trabajo, indicando los tipos de alcaloi-

de encontrados.




PLANTA ESTUDIADA TIPO DE ALCALOIDE AISLADO REFERENCIAS
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Atherosperma moschatum * k& * 13-19
Laurelia sempervirens * 20
Laurelia novae-zelandiae X 29-24
Doryphora sassafras ¥ k% * % * 25-26
Doryphora aromitica ' * * 27-29
Dryadodaphne novoguineen— * % * 30
- siis :
Nemuaron vieillardii * % * * % 31-32
Daphnandra repandula * 33~-36
Daphnandra micrantha * 37-39
Daphnandra tenuipes o 38
Daphnandra dielsii * 38
Baphnandra sp i 40
Daphnandra sp * 41
Daphnandra johnsonii * 42
Siparuna guianensis * 43
Peunus boldus % % * 44-47
Palmeria spp * 48
Monimia rotundifolia . * 49

.t

Especies de la Familia de las Monimidceas estudiadas al margen de este

trabajo, indicando los tipos de alcaloides encontrados

tabla 1-1
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De la observacidén de la tabla 1-1 resulta claro que
casli todas las especies estudiadas quimicamente pertenecen
a la subfamilia Atherosbermoideae Money et al.2 (familia
aterospérmatéceas Schoddelz), siendo las finicas eicepciones

Siparuna guianensis, Peumus boldus,tres especies del género

Palmeria y Monimia rotundifolia

..............................

_siétemética

El género Laurelia esté constituido por 3 especies:

Laurelia sempervirens (R. et P) Tul., Laurelia philippiana

Looser y Laurelia novae-zelandiae A.Cunn. Las dos primeras
50

especies son endé&micas de la zona Sur de Chile y Argentina

. ¥ la Laurelia novae-zelandiae A. Cunn. crece en los bos-

gues de Nueva Zelandia. -

Los dos sistemas de clasificacidn de las monimid -
ceas ampliamente aceptadosz’9 son coincidentes en lo rela-
tivo a las relaciones entre el género Laurelia y los otros
géneros cercanos, sefialando el sistema de Pax9 una ﬁayér

afinidad entre é&ste y Nemuaron y Daphnandra.

Recientemente Schoddelz, junto Eon elevar al rango
de familia las Atherospermoideae sensu Money et al.z, pro-

puso la segregacidn del género Laureliopsis, con la {nica
L]

especie Laureliopsis philippiana, del género Laurelia en,




el cual permanecen las especies Laurelia sempervirens y

Laurelia novae-zelandiae.

Ademds el nuevo género Laureliopsis, quedd en este

sistema junto al género monotipico Atherosperma en la tribu

Atherospermatae, indicando una mayor afinidad con esta plan

ta gue con Laurelia sempervirens y lLaurelia novae-zelandiae.

1.5.- Objetivos del Trabajo

Antes de iniclarse este trabajo se habia publicado

datos sobre los alcaloides de dos de las especies del géne-

ro Laurelia. De hojas de Laurelia sempervirens se aisld una
mezcla de a lo menos tres alcaloides y se identificd sola-
mente uno de ellos como la bisbencilisoguinolina isotetran-—

" drina (1-1)20,

‘De extractos comerciales de Laurelia novae-zelandiae

se han aislado e identificado los aporfinoides:

pukateina (1-2), metil &ter de pukateina (1-3), laurepuqui-
na (1-4), roemerina (1-5), mecambrolina (1-6), laurelina
(1~7), boldina (1-8 , isoboldina (1-9) y laurolitsina

{1“10)21~24.
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(1-1) R=H (1-2)
R=Me (1-3)

‘R=H (1-5) t

. R=OH (1-6) . =H, R'=Me (1-8)
. - . )

R=0CH3 .(1-7) R=Me R 0 (1-9)

Un examen fitoguimico de Laurelia philippiana y un

andlisis mis completo de Laurelia sampervirens, orientado

principalmente al estudio de los alcaloides, fue el objeti-
vo inicial de este trabajo, que se esperaba que condujera

al hallazgo de nuevos compuestos.

Por otro lado debido a que la clasificacidn de la

familia de las monimiiceas sensu lato se encontraba en re-

visidn, se considerd que la quimica de estas plantas podia




i §

ser considerada como un dato adicional fitil para aclarar
las relaciones entre las especies del gé&nero Laurelia y a

una mejor comprensidén de las relaciones intrafamiliares.

En el transcurso del trabajo debido a que en las
dos 'especies chilenas se encontraron alcaloides oxoaporffi-
nicos.y gue esto parecia constituir una diferencia con Lau-

relia novae-zelandiae, se considerd® necesario también, exa

minar guimicamente corteza de esta especie.
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PARTE EXPERIMENTAL

2.1.- Generalidades

Los puntos de fusibn no esta@n corregidos y fueron
determinados en una platina de Kofler. Los espectros de
RMP fueron registrados a 60, 80, 90, 100, 200 y 400 MHz
en aparatos Varian A-60, T-60, A-360, Bruker HW-80, HW-90,
Varian XL-100, Bruker HW-200 y HW-400; como referencia in-
terna se usd T.M.S. Los espectros de IR se registraron en
aparatos Perkin-Elmer 621 y 735~B en pastilla de KBr. Los
espectros de masas se registraron en aparatos AEI MS-50 y
KRATOS. Los espectros de UV se registraron en un aparato

Zeiss DMR-22. Los poderes rotatorios se midieron en un

espectropolarimetro Perkin-Elmer 241,

El material vegetal, limpio de materias extraiias,
se secd a 40°en una estufa con corriente de aire forzada’

y se molid en un molino de cuchillas APEX.

La corteza de Laurelia philippiana fue donada por

INFODEMA y corresponde a recolecciones efectuadas en Di-

ciembre de 1972 y 1974 en la provincia de Valdivia.

La corteza de Laurelia sempervirens fue recolecta-

da en Valdivia en Noviembre de 1972.
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La corteza de Laurelia novae-zelandiae fue enviada

por el New Zealand Forest Service y corresponde a una re-

coleccidn efectuada en Noviembre de 1975.

La madera de Laurelia sempervirens fue obtenida en

Julio de 1979 en el aserradero "La Sudamericana" y corres-

ponde a una tala efectuada en Valdivia en 1975.

En todos los casos el extracto metandlico o etand-
lico del polvo de planta previamente desgrasado con éter
de petrdleo (60-70°), fue procesado para obtener las frac-
ciones de bases no fenblicas (BNF), bases fendlicas (BF)

y bases débiles (BD). Este proceso sdlo se describird con

detalles en 2.2.

Para la cromatografia en capa fina analitica se
utilizaron cromatofolios de gel de silice F254 de 0.25 mm

de espesor.

Para la cromatografia en capa fina preparativa se
utilizaron cromatoplacas de gel de silice F254 de 2 mm de
espesor.

Para la cromatografia en capa fina preparativa y

analitica se utilizaron los siguientes sistemas de desa-

rrollo:
CHC13-EtOH (96:4), sistema A; azebtropo de CHC13-EtOH
(87.5-12.5), Sistema B; CHC13, Sistema C; CHC13—Eter de

petrbéleo (1:1), sistema D; CHC13-Et0H (98:2) ,Sistema E;




CHzclz-MeOH {(100:1), Sistema F; CHZClszGHG(Z:l)’ Siste~

ma G; CH2C12-Me0H (96:4), Sistema H; CH,Cl,-MeOH (92:8),

Sistema I; CHC1.,-EtOH (94:6), Sistema J; CHC1l.-EtOH (40:1),

3 3
Sistema K; CHC13—EtOH (25:1), Sistema L; Eter etfilico-Eter

de petrblec (l:1), Sistema M y CH,Cl, ~MeOH (9:1), Sistema

2772
N.

Los cromatogramas se examinaron siempre bajo radia-
cidn de UV a 254 y 366 nm, con el objeto de controlar la
separacidn obtenida. Para el-}evelado de los alcaloides se
" utilizé reactivo de Dragendorff'modificad051. Para los de-
rivados N-acetilados se utilizd sto4 25% y los cromatogra
mas se secaron sobre una placa caliente; los derivados N-
acetilados aparecen como manchas de distintos colores, fa-~-

cilitando de esta manera el control de pureza vy la compara

cidn entre diferentes fracciones.

Todas las evaporaciones se realizaron a menos de
50° a presidn reducida en un evaporador rotatorio. Las
fracciones obtenidas y los compuestos cristalinos se guaf—
daron en un desecador evacuado, durante 24 horas como mi-

nimo antes de controlar su peso.

Las soluciones acuosas de pH controlado se obtuvie-

ron mezclando adecuadamente &dcido citrico 0.1 M y fosfato

dibisico de sodio 0.2 MSZ-
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En todos los casos las acetilaciones de las bases
secundarias se realizaron disolviendo los alcaloides o
las mezclas de alcaloides en piridina anhidra, agregando
sobre la solucibén un volumen igual de anhidrido acético.
La mezcla se dejd durante 24 hofés a temperatura ambiente

Y luego se procesd.

2.2.~ Extraccidn y fraccionamiento de las bases de madera

de Laurelia sempervirens (esquema 2-1)

Una muestra de 1.0 kg de material vegetal se extra-
jo en un extractor s&lido-liquido tipo Soxhlet con &ter
de petrdleo liviano (60-70°) hasta residuo negativo en el
liquido-efluyente. El polvo asi agotado, despuds de evapo-
rar el solvente, se extrajo en un Soxhlet con etanol de
95° hasta reaccidn de Dragendorff negativa en el liquido
efldyente. El extracto etandlico se concentrd a sequédad,
el residuo se tratd con &dcido tartdrico 3% (2L), v la sus—
pensidn obtenida se dejd a 5° durante 24 horas; se filtrd
yel sblido separado se tratd nuevamente con &cido tartd-

rico 3% (1L) y se filtr6.

El extracto &cido total (3L) se extrajo en ampolla
de decantacifn con porciones de CHCl3 (300 mL c/u) hasta
que la fase clorofdrmica resultd incolora. El extracto

clorofdrmico de la solucidn 4cida se lavé con H,0; se




ezawza| 10 xe)

Extracto de
compuestos no
polares

[ PLANTA DESGRASADA I
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Extraccidn con Eter de petrdleo (60-70°}

” Extraccidn con etanol

Planta agotada
. | EXTRACTO ETANOLICO |

3) Filtracidn
Residuo

| SOLUCION ACUOSA ACIDA |

1) Evaporacidn del solvente
2) Acide tartdrico 3%

Extraccién con cloroformo

Extracte’ acuoso I

l Extracto clurofdrmicn

"limpio" [

1) Basificacidn

con NH OH
2) Extraccidn
con CHC1
Fase
acuosa

| Extracto clornformico |

1} Secado con
Nap50,

2) Filtracidn

3) Ewvaporacidn
del solvente

| Mez<la de BF y BuF
| BE y BHE

15,086 g {1,51%)

1)bisolucidn en CHC13
2)Extraccifin con NaCH 2,5%

1} Secado scbhre NazS04
anh,

z2) Filtrzeidn

3} Evaporaciin del sol-~
vente

“Fraccitn b

8,8 g (0,36%)

Solucidn acuosa

bisica
1} HC1l 1IN hasta pH 9,0
2) Extraccidn con CHCl3
Fase
acugsa

Extracto clorofSrmico

1) Secado con NapSO4
2) Filtracida
3) Evaporacidn del solvente

Fraccidn
TEF | 1,87 {0,19%)

Extracto clorofSrmico

1) Secado c¢con Nazso

2) Piltracidn

4

3} Bvaporacidn del
. solvente

| Fraccidn BNF

12,86 g {1,29%)

Extraccin y Fraccionawjento de las Bases de Madera de Laurelia scempervirens

esquema 2-1
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secd sobre Na2504 anhidro, se filtrd y se evapord el sol-
vente, obteniéndose 8,8 g de un residuo aceitoso (fraccidn

BD ).

La solucidn &cida agotada con cloroformo‘se alcali-
niz6. con NH4OH concentrado hasta pH 9.0 y se extrajo nueva-
mente con porciones de CHCl, (300 mL c/u) hasta que la fa-
se clorofdrmica resultd Dragendorff-negativa, (la fase acuo

sa basica, Mayer-negativa, se desechd).

El extracto cloroférmico de la solucidn b&sica se
secd sobre Nazso4 anhidro, se filtrd y se evapord el mol-
Vénte, obteniéndose 15,086 g de un sdlido (fraccitn de al-
caloides fendlicos y no fenflicos). Este material se disol
vid en 750 mL de CHCl, v la solucidn se extrajo con porcio
nes de NaOH 2,5% (150 mL c/u) hasta que la fase acuosa,
acidificada, resultd Mayer-negativa. La fase orgénica se

lavd con agua, se secd sobre NazSO, anhidro y se concentrd,

obtenié&ndose 12,86 g de un sblido (Fraccidn BNF).

El extracto acuoso bésico total se llevd a pH 9.0
por culidadosa adicidn de HCL 1IN y se extrajo con CHCl3 has-
ta gue la fase cloroférmica resulté Dragendorff-negativa.
El extracto cloroférmico se lavd con Hzog-se secd sobre
Na,S80, anhidro y se concentrd, obteniéndose 1,87 g de un

2774
s6lido (fraccidn BF).
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2.2,1.-~ Procesamiento de la fraccidn BD de madera de Lau-

relia sempervirens (BDMLs) (esquema 2~2).

La fraccifn BDMLg , (8,8 g) se disolvid en una peque~
fia cantidad de cloroformo caliente y se guardd a 5°durante
24 -horas; por filtracidn se separd un sdlido amarillo que,
lavado con CHCl3 frio y secado pesd 1,6 g (BDMLg-1l). Fue

identificado como liriodenina {(3-2).

El residuo de la evaporacidn del solvente de las
aguas madres (7 g) se disolvid en 350 mL de CHCl3 y la so-
lucidn se extrajo con porciones de 200 mL de solucién acuo-
sa de pH 4.0, hasta que la fase acuosa dio reaccién de Ma-~

yer negativa.

A continuacidn se extrajo con porciones de 250 ml

de &cido tartdrico 3%, hasta gue la fase acuosa dio reac-

.cidén de Mayer negativa.

La solucidn clorofdrmica asi agotada, se secd sobre

Na,S0, anhidro, se filtr8 y concentr$ obteni&ndose 3,01 g

(BDMLg~no extraidas). F

Las soluciones acuosas de compuestos extrafdes a

PH 4.0 y con &dcido tartérico 3% se procesaron en forma in-
dependiente. Se llevaron a pH 9,0 con NH4OH concentrado y
luego se extrajeron con porciones de CHCl3 hasta que la fa

se cloroffrmica dio reaccidn de Dragendorff negativa. Los
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extractos clorofbérmicos se secaron sobre NaZSO4 anhidro,

se filtraron y concentraron obteniéndose 0.481 g (BDMLg-

extraidas a pH 4.0) y 0.783 g (BDMLg-extraidas con &cido

tartarico 3 %).

BDMLg-extraidas
a pA 4,0 (0,481g

BDMLé-extraiggg
con acido tarta-
rico 3%(0,783 g)

*

BDML_
(8,8 g)
1)
2)
3)

Aguas madres
BDML5(7 g)

1)
2)
3)

4)
5)
6)

Recristalizacidn de CHClj
Filtracidn

BDMLS_1 (1 16 g)

Evaporacidn

Disolucién en CHCL3
Extraccién con solucién de pH 4.0

Extraccidn con &cido tartdrico 3%

Secado con Na2504 anhidro

Filtracién

Evaporacién del solvente

BDML -no extraidas
-l

(3,01 g)

* 1)
2)
3)

4)

Basificacidn con NH,, OH
Extraccidn con CHCl,

Secado del extracto clorofdirmico
con Nazso anhidro

4
Evaporacién del solvente

Fraccionamiento de "Bases Dfbiles" de Madera de Laurelia scmpervirens
PETV

esquema 2-2
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2.2.1.1.- Separacidn de la fraccibén BDMLg-no extraidas

La fraccién de BDMLg-no extraidas (3 g) se examind
por cromatografia en capa fina usando el sistema A para de-
sarrollar. Los cromatogramas se eluyeron 2 veces para obte-
ner ﬁejor resolucidn. Se observaron solamente dos manchas

Dfagendorff—positivaé: una de ellas se alined con BDMLg-1.

La fraccidn, disuelta en CHC13, se resolvid por cro-
matografia en columna de gel de silice 60 (125 g). Como elu
yente se usd CHC13, recogiéndose fracciones de 50 mL. Las
fracciones se controlaron por cromatografia en capa fina

usando el sistema A para desarrollar.

Las fracciones se reagruparon de la siguiente mane-

ra (tabla 2-1):
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Fraccidn . Peso (mg) Observacién

1 432,0 Material no alcaloidal
2 373,7 Material no alcaloidal
3 229,1 Material no alcaloidal
4 79,5 Material no alcaloidal
5-6 317,3 BDMLg-2

7 110,0 BDMLg—-2 + BDMLg-1

8-10 387,3 BDMLg-1

11 20,8 Material no alcaloidal
12-20 79,8 Material no alcaloidal

Fracciones obtenidas de la separacidn del residuo de aguas

madres de BDMLg-1

tabla 2-1

Las fracciones 5-6, recristalizadas de cloroformo,
| dieron un sblido de color anaranjado que filtrado y seco
pes6 262 mg (BDMLg-2) . Fue identificado como oxonanteni-

na (3-3).

2.2.2.- Separacidn de la fraccidn de alcaloides no fenbli-

cos de madera de Laurelia sempervirens (BNFMLsg)

(esquema 2-3)

La fraccidn de BNFMLg (12,66 g) se disolvid en 500

mL de CHCl3 y la solucidn se extrajo con porciones
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sucesivas de 250 mL de solucibn de pH 6,0; cada extracto
se controld por cromatografia en capa fina, previa extrac-
cidén de los alcaloides de una alicuota de 5 mL, usando el
sistema B para desarrollar. El proceso se repitié ocho ve-
ces, hasta que se observd mediante el control que no se
extraian los compuestos obtenidos en las primeras extrac-
ciones y que la composicidn de la fraccibén obtenida se com-

plicaba.

El extracto acuoso (2 L) se llevé a pH 9,0 con
NH4OH concentrado, y luego se extrajo con porciones de clo
roformo hasta que la fase clorofdrmica dio reaccién de Dra-
gendorff negativa. El extracto clorofdérmico se secd sobre
Na2504 anhidro, se filtrd y concentrd a sequedad obtenién-

dose 2,20 g de la fraccidn BNFLg extraidas a pH 6,0.

El extracto clorofdrmico agotado por extraccidn con
solucidén de pH 6,0 se extrajo a continuacidn con porciones
sucesivas de 250 mL de solucibn de pH 4,0; cada extracto
obtenido se controld por cromatografia en capa fina de la
manera ya descrita. El proceso se repitid cuatro veces. El
extracto acuoso (1L), procesado de igual manera que el de

PH 6,0, dio 6,60 g de la fraccidn BNFMLg extraidas a pH

4,0,
Finalmente el extracto cloroférmico agotado a pH

4,0 se extrajo siguiendo una metddica idéntica a la descrita
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anteriormente con solucidén de &cido citrico 0,1 M (2 x
250 mL) . Por procesamiento del extracto se obtuvo 2,26 g

de la fraccibn BNFMLg extraidas con &cido citrico 0,1 M.

El extracto clorof6rmico agotado se secd sobre
Na2504 anhidro, se filtrd y concentrd a sequedad, obtenién

dose 0,658 g de la fraccidn BNFMIsno extraidas.

(12,66 g)

BNFMLs ‘

1) Disolucién en 500 mL de CHCl3

~ 2) Extraccidn con solucién de pH 6,0
BNFMLgs-extraidas ) 2 PRl RN BESRe P £

a pH 6,0(2,2 g)

(*)

3) Extraccidn con sclucidn de pH 4,0

*)

BNFML; - extraidas

a pH 4,0 (6,6 g)

4) Extraccidn con selucidn de Zcido
citrico 0,1 M

ENFMLc-extraidas | (*)

con dc. citrico

0,1 M (2,26 q)

5) Secado con NaZSD4 anhidro
6) Filtracidn

7) Evaporacién del solvente

ENFML: no extraidas

(0,66 g)

(*)

1) Basificacidn con NH4OH

2) Extraccidn con CHClj

3) Secado del extracto clorofdr-
nico con Ka;504 anhidro

4) Evaporacidn del solvente

Fraccionamiento de Bases No Fendlicas de Madera de Laurelia cempervirens

esquema 2-3
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2.2.2.1.- Procesamiento de la fraccién de bases no fendli-

cas de madera de Laurelia sempervirens extraida

a pH 6,0 (BNFMLg extraidas a pH 6,0)

La fraccidén BNFMLg extraidas a pH 6,0 (2,19 g) se

criétalizé de cloroformo; por filtracidn se separd un sbli-
do blanco cristalino que pesé 1,24 g (BNFMLg-6) . Fue iden-

tificado como michelalbina (3-20).

"Por concentracidn de las aguas madres se obtuvo

0,850 g de la fraccidn denominada aguas madres de BNFMLg

extraidas a pH 6,0.

La fraccibén de aguas madres de BNFML. extraidas a
pH 6,0 se sometid a acetilacidn, larmezcla de reaccidn se
tratd con etanol absoluto y se dejd estar una hora a 0°;
por filtracidén y posterior secado se obtuvo 0,331 g de un
sb6lido cristalino (PP1-6). E1 filtrado se concentrd parcial
mente y se dejd estar 24 horas a 5°; por filtracibn y poste-
rior secado se obtuvo 0,148 g de un sb6lido cristalino
(Egzlﬁl' El filtrado se diluyd con etanol absoluto (150 mL)
y se evapord el solvente obteniéndose 0,467 g de una espu-

ma.

Los sbdlidos PP1-6 PP2-6 y aguas madres de la mezcla

de BNFMLg-extraidas a pH 6.0 acetiladas se controlaron por

cromatografia en capa fina; las placas se desarrollaron
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repetidas veces con el sistema C, y la separacidén obtenida
se controld por examen bajo radiacién de UV. Cuando la re-
solucidn se considerd O6ptima se revelaron con H2804; Como
patronés se utilizaron el producto de acetilacibn de

BNFMLg-6 y Acetil -BNFMLg-3 (aislado de BNFMLg-extraidas

con &cido citrico 0,1 M, ver 2.2.2.2.). Los resultados se

muestran en la figura 2-1.

-6
PP1

-6
PP 5

Ac-BNFMLs-6

2 ¢

%% D &

Ac-BNFMLg-3| -
- - PRI ™ %
Ac-aguas ma . S @ :_ @; §
dres de ke -
BNFMLs-ext
i E R T o
a pH 6.0 8 e SRR &
e O O0g £ K ~
| Gacd H = = [o1) (o))
® 1o )
. =T [
o O Q =)
Q = 0
N o Q
0 H H
0 o]
figura 2-1

La fraccidn de aguas madres de BNFMLg extraidas a

pH 6,0 acetiladas (0,450 g), disuelta en CHC1 se resol-

3'
vid por cromatografia en columna de gel de silice 60 (8 g);

como sistema eluyente se usd CHCl3-éter de petrdleo (4:1).
Se recogieron 50 fracciones de 10 mL c/u, las que se anali-

zaron por cromatograffa en capa fina; las placas se
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desarrollaron repetidas veces con el sistema C, y la sepa=
racién obtenida se controld por examen bajo radiacidn UV.
Cuando la resolucidn se considerd 6ptima se revelaron con
HyS04. Las fracciones se reagruparon de la siguiente mane-

ra (tabla 2-2):

Fracciones Peso (mg) Observacidn

=5 103,7 Mezcla de acetil-BNFMLg-3 y

otros 2 compuestos de Rf mayor.

6-20 55,1 Mezcla de acetil-BNFMLg-3 vy

otros 2 compuestos de Rf menor.

21-26 48,5 Mezcla de acetil-BNFMLg-3 vy

otros 2 compuestos de Rf menor.

27-41 61,7 Principalmente acetil-BNFMLg-7

42-50 7+3

Fracciones obtenidas de la separacidn de aguas madres de

BNFML., extraidas a pH 6.0 acetiladas.

tabla 2-2
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La fraccibn 27-41 se purificd por cromatografia
en capa fina preparativa; el cromatograma se desarrolld re-
petidas veces con el sistema D hasta que la separacidn se
considerd Sptima. La banda correspondiente al compuesto
principal se sacd de la placa y Se eluyd repetidas veces

con CHCl, con 1% de etanol. Por evaporacidén del solvente

3

se obtuvo 46 mg de un compuesto homogéneo cromatogréfica-

mente designado como Acetil-BNFML_-7. Fue identificado co-

mo N -acetil estefarina (3-26).

Las fracciones 6-20 y 21-26 se juntaron y los 0,10
g. resultantes se separaron por cromatografia en capa fina
preparativa, siguiendo una metddica igual que la aplicada
a la fraccibn 27-41. Se obtuvo dos fracciones designadas
como B5-6 (46 mg) y Bg-6 (17 mg). La pureza de ambas frac-
ciones fue controlada por cromatografia en capa fina; los

resultados indicaron que no eran homogéneas (fig. 2-2)

Acetil- . §
BNFMLs-6
‘f’_,,/)’“\\ azul en la parte
Bg-6 . § superior
Bg—6 ’ E ’ §

ToTW
23ed

obanT A ejetora

figura 2-2
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2.2.2.2.- Procesamiento de la fraccibén de bases no fendli-

cas de madera de Laurelia sempervirens extraidas

con 8cido citrico 0,1 M (BNFMLg extraidas con

&cido citrico 0,1 M.

La fraccidn BNFMLg-extraidas con &dcido citrico 0,1M

se estudid por cromatografia en capa fina, usando el siste-
ma B para desarrollar. Los cromatogramas desarrollados va-
rias veces indicaron la aparente presencia de 1 solo compo
nente. El espectro de RMP confirmd el resultado de la cro-
matografia indicando por otro lado la ausencia de sefial de-

bida a un N-CH3.

Esta fraccidén (2,26 g) se sometid a acetilacién y
la mezcla de reaccidn se tratd con etanol absoluto y se de-
j6 estar 1 hora a 0°; por filtracidn y posterior secado se
tuvo 1,34 g de un sdlido blanco cristalino, designado como

Acetil-BNFMLg-3. Fue identificado como N-acetilnornanteni-

na (3-11).

Por evaporacidn parcial de las aguas madres y adi-
cidén de etanol absoluto se obtuvo un sélido cristalino que

filtrado y seco pesd 0,20 g (PP,-citrico 0,1 M). El filtra-

do se diluyd con etanol absoluto (200 mL) y se concentrd

a sequedad obteniéndose 0,705 g de una espuma.
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Los sblidos Acetil-BNFML -3, PPp-citrico 0,1 My

el residuo de aguas madres se controlaron por cromatogra-
fia en capa fina usando la misma metddica descrita en

2.2.2.1 (fig. 2-6).

El residuo de las aguas madres de BNFMLg extraidas

con 4cido citrico 0.1 M, acetiladas (0,70 g) disuelto en

CHC1 se resolvid por cromatografia en columna de gel de

31‘
sflice 60 (40 g); como sistema eluyente se usd cloroformo
Se recogieron fracciones de 20 mL c/u, las que se analiza-
ron por cromatografia en capa fina usando el mismo método

descrito en 2.2.2.1. Las fracciones se reagruparon de la

siguiente manera. (tabla 2-3):
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Fracciones Peso (mg) Observacidn

1 ' 8,7 Compuestos que migran con el

frente del solvente.

2 12,3 Compuestos que migran con el

frente del solvente.

3 88,4 Ver fig. 2-3

4 187,6 Ver fig. 2-3

5 9,9 No se observan manchas defini-
das.

6 Tyl No se observan manchas defini-
das.

7 3,2 No se observan manchas defini-
das.

8 1,2 No se observan manchas defini-

das.

Fracciones obtenidas de la separacidn de aguas madres de
BNFML. extraidas con &cido citrico 0.1 M, acetiladas

tabla 2-3

_‘Tf ———
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PP,-citrico 0.1M . ® S @
Ac-BNFMLs-3 ‘ s §
fraccidn 3 .

accidn ® g @
fraccidn 4 . g :eb & @ @
aguas madres de : ) 68 8 § @
acetilacidn de
BNFMLs-extraidas
dc.citrico 0.1M

nze
23eo obeant
A ejaTOoTA

oxbau Tnze
OIeTO °pIdA
oxbau spixaa

figura 2-3

Las fracciones PP2-citrico 0,1 M, 3 yv 4 se sometie-

ron a separacidn por cromatografia en capa fina preparati-
va. Los cromatogramas se desarrollaron repetidas veces con
el Sistema C, hasta que la separacidn se considerd Sptima.
Las bandas de los compuestos gue presentaban igual compor-
tamiento cromatografico (fig. 2-3) se sacaron de las pla-
cas, se juntaron, y los compuestos se eluyeron repetidas

veces con CHCl3 con 1% de EtOH.




32

Por concentracidn del eluido de la banda correspon
diente al compuesto que reveld verde-negro con H2SOy, se
obtuvo 88,4 mg de un sblido cristalino, designado como

Acetil-BNFMLg-4 . Fue identificado como N-acetilanonaina

(3-12) .

Por concentracién del eluido de la banda correspon-
diente al compuesto que reveld verde-claro con H,80,, se
obtuvo 48,3 mg de un sblido cristalino, designado como Ace-

£il-BNFMLg-5. Fue identificado como N-acetilnornuciferina

(3-13).

Por concentracidén del eluido de la banda correspon-
diente al compuesto que reveld violeta-café con HZSO4, se
obtuvo 33,7 mg de una fraccidn que no cristalizd y que mos-

trd comportamiento cromatogré&fico no homogéneo.

Finalmente, por concentracidn de la banda de menor
Rf, correspondiente al compuesto que reveld azul con H,50,,
se obtuvo 20,6 mg de una mezcla compleja cromatogrédficamen-

te que se desechd.
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2.2.2.3.- Procesamiento de la fraccidn de bases no fendli-

cas de madera de Laurelia sempervirens extraidas

a pH 4.0 (BNFMLg extraidas a pH 4,0).

La fraccibén BNFMLg extraidas a pH 4,0 (6,58 g) se

estuéié por cromatografia en capa fina, usando el sistema
B‘para desarrollar. Los cromatogramas desarrollados varias
veces indicaron la aparente presencia de 1 solo componente.
El espectro de RMP confirmd el resultado de la cromatogra-
fia indicando por otro lado la ausencia de senal debida a

un EfCH3.

Esta fraccidén (6,58 g) se sometid a acetilacidn y
la mezcla de reaccidn se tratd con etanol absoluto y se de-
j6 estar 1 hora a 0°. Por filtracidn y posterior secado se
obtuvo 4,7 g. de un sdlido blanco cristalino PP1-4 que mos-

trd comportamiento cromatogrdfico idéntico a Acetil-BNFMLg-3

(fig. 2-4).

El residuo de las aguas madres de obtencidn de
PP,-4 (4,08 g) se analizd por cromatografia en capa fina

usando una metddica idéntica a la descrita en 2.2.2.1. uti-

lizando como testigos Acetil—BNFMLS—B,'Acetil—BNFMLS -4

Acetil-BNFMLg-5 y Acetil-BNFMLg-6 (fig. 2-4)
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figura 2-4

La fraccidn de aguas madres de acetil-BNFML_.-extra-

idas a pH 4,0 (220 mg) se resolvid por cromatografia prepa-

rativa utilizando como sistema de desarrollo el C. La ban-
da correspondiente al compuesto que reveld violeta, se elu-
yd con CHC13—EtOH (99:1) y por concentracidn se obtuvo 36
mg, de una mezcla de aporfinoides acetilados en la que se

encontraba presente Acetil-BNFML.-6 .
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2.3.- Extraccidén y fraccionamiento de las bases de corteza

de Laurelia philippiana

Una muestra de 1,8 kg de material vegetal se extrajo

y el extracto etanblico se procesd de manera idéntica a la

descrita en 2.2.

Se obtuvo de esta manera 0,97 g (0,054 %) de la frac
cidén de bases no fendlicas (BNF), 1,47 g (0,082 &) de la
fraccibén de bases fendlicas (BF) y 4,8 g (0,27 %) de la

fraccidn de bases débiles (BD).

En otro procesamiento a partir de 3 kg de corteza se
obtuvo 0,86 g (0,029 %) de (BNF), 2,76 g (0,092 %) de (BF)

y 7,2 g (0,24 %) de (BD).

2.3.1.- Procesamiento de la fraccidn de bases débiles de

corteza de Laurelia philippiana (BDCLp)

La fraccidén de BDCLp (4,8 g), se disolvid en 150 mL

de CHCl3 y se extrajo cuatro veces con 50 mL de NaOH 5%

cada vez.

La fase orgénica se lavd con 50 mL de agua destila-
da, se filtrd y concentrd, obteniéndose 2,54 g de un resi-
duo aceitoso. La fraccidén liberada de los compuestos &ci-
dos y fendlicos se disolvid en una pequena cantidad de
CHC1, caliente y se guard® a 5°durante 72 horas; por fil-

tracidén se separd un sblido amarillo que lavado con
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cloroformo frio y secado pesé 120 mg (BDCLp-1) . Fue iden-

tificado como liriodenina (3-2).

El residuo de concentracidn de las aguas madres
(2,4 gi se disolvid en cloroformo y se resolvid por croma-
tografia en columna de gel de silice 60 (75 g). Como elu-
yente se usb CHCl, recogiéndose fracciones de 40 mL. Las
fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina
usando como adsorbente gel de silice HF254 y como sistema
de desérrollo el B. Las fracciones se reagruparon de la

siguiente manera (tabla 2-4).

Fracciones Peso (mg) Observaci&n

i 360,6 Mezcla compleja de material no
alcaloidal

2 408,4 Mezcla compleja de material no
alcaloidal

3 123,6 Mezcla compleja de material no
alcaloidal

4 336,4 BDClp-2 impuro

5 3,4 BDCLp-2 + BDCLp-1

6 239 BDClp-1

7 85 BDClp-1 impuro

8 27 Mezcla compleja_de material no
alcaloidal

9 12 Mezcla compleja de material no
alcaloidal

Fracciones obtenidas de la separacibn del resfduo de las

aguas madres de BDClp-1

tabla 2-4
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La fraccidén 4 se disolvid enetanol caliente y la
solucidn se dejd a 5°durante 24 horas; el sb6lido precipita-
do, de aspecto gelatinoso, se separd por centrifugaéién Yy
todavia himedo se recristalizd de CHCl3. Por filtracibn se
separd un sblido que seco pesd 2,7 mg (BDCLp-2). Fue iden-

tificado como oxonantenina (3-3) .

El residuo de las aguas madres de la obtencidn de
BDCLp-2 disuelto en 20 mL de CHC13, se extrajo con HCl1l 2N
(2 x 20 mL); la solucidn acuosa &4cida se basificd con
NH4OH concentrado y se extrajo con CHC13, el extracto clo-
roférmico se filtrd y concentrd a sequedad, obteniéndose

13 mg de una mezcla de BDCLp-1 y BDCLp-2 (cromatografia

en capa fina).

El material extraido con NaOH 5% de la fraccidn
BDCLp se obtuvo por acidificacidn de una alicuota de la
solucidn acuosa bdsica y posterior extraccidén de la sclu-

cibn &cida con CHC13.

El estudio cromatogrédfico indicd que se trataba

de una mezcla compleja de material no alcaloidal.

2.3.2. Separacidn de la fraccidn de alcaloides no fendli-

cos de corteza de Laurelia philippiana (BNFCILp)

Método A: Acetilacibdn de la mezcla (BNFCLp) vy separacidn

de los §~acetilderivados.
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La fraccibén BNFCLp (0,97 g) se sometié a acetila-
cibn y la mezcla de reaccidn se tratd con etanol absoluto
(200 mL), se dejd 1 hora a temperatura ambiente y se con-
centrd a sequedad obteniéndose 1,27 g de un aceite café

oscuro con olor a piridina. La mezcla cruda de BNFCLp ace-

tiladas, se liberd de material no alcaloidal por pasaije

a través de una columna de gel de silice 60 (60 g); como
eluyentes se usd CHCl3 y CHC13-EtOH (98:2). Por concentra-
cidn del eluido que dio reaccidn de Dragendorff positiva

se obtuvo una espuma amarillenta que pesd 0,77 g (Ac-BNFCLp) .

La mezcla Ac-BNFCLp se tratd con una pequefia cantidad de

EtOH y por filtracidn se separd un sdlido blanco cristali-

no que pesd 0,1 g (Ac.-BNFCLp-3). Fue identificado como

N-acetilnornantenina (3-11).

El residuo de las aguas madres de la obtencidn de

Ac-BNFCLp-3 (643 mg), disuelto en‘CHC13, se resolvid por

cromatografia en columna de gel de silice 60 (75 g). Como
eluyentes se usd CHCl3 Yy CHCl3 con 0,2% de EtOH, recogién-

dose fracciones de 15 mL.

Las fracciones se analizaron por cromatografia en
capa fina usando como adsorbente gel de silice GF2q4 y co-
mo sistema de desarrollo el E. Las fracciones se reagrupa-

ron de la siguiente manera (tabla 2-5).
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Fraccidn Peso (mg)
1-3 245
4-6 119
7-14 280

Fracciones obtenidas de la separacidn del residuo de las

aguas madres de Ac-BNFClp-3

tabla 2-5

La fraccibén 1-3 se tratd con una pequefia cantidad de
etanol y por filtracidn se separd un sb6lido blanco crista-

lino que pesd 46 my. El sb6lido asi obtenido mostré compor-

- tamientc cromatogré&fico nc homogéneo, tratindose al pare-

cer de una mezcla en una relacidn de aproximadamente 1:1

de Ac-BNFCLp-3 vy un compuesto de mayor Rf.

Esta mezcla se resolvid por cromatografia en capa fi-
na preparativa; el cromatograma se desarrolld repetidas
veces con el sistema F hasta que la separacidén entre

Ac-BNFCLp-3 y el compuesto de mayor Rf se considerd &pti-

ma (examen del cromatograma bajo radiacidn UV). La banda

correspondiente al compuesto de mayor Rf se sac6 de la




40

placa y se eluyd repetidas veces con CHC13 con 1% de EtOH.

Por concentracidn del eluido se obtuvo un sdlido blanco

cristalino que pesd 19 mg (Ac. BNFCls-4). Fue identificado

como N-acetilanonaina (3-12).

Las fracciones 4-6 y 7-14 se examinaron por croma-
tografia en capa fina, los resultados indicaron que se tra
taba de mezclas complejas y no se lograron resolver en for

ma adecuada.

Método B: Separacién de la mezcla (BNFCLp) sin acetilar.
La fraccidn BNFCLp (0,86 g) se disolvid en 40 mL

de CHCl3 y se fracciond por extraccién con soluciones acuo

sas de distinto pH, utilizando una metédica idéntica a la

descrita en 2.2. Se obtuvo las siguientes fracciones:

BNFCLp - extraidas a pH 6,6 (66 mg)

BNFCLp - extraidas a pH 4,0 (418 mqg)

BNFCLp-no extraidas (236 mg)

Las fracciones obtenidas se analizaron por croma-
tegrafia en capa fina usando como adsorbente gel de sili-
ce GF254 con el sistema B para desarrollar y cromatofolios
de 6xido de aluminio GF254 con el sistema G para desarro-

llar.
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Los resultados se muestran en la figura 2-5.

capa fina de gel de silice 6F,

54
BNFCLp-ext.pH 6.0 ¥
BNFCLp-ext. pH 4.0 ®
BNFCLp-no ext e £

capa fina de &xido de aluminio 6F . 4

BNFCLp-ext. pH 6.0

BNFCLp-ext. pH 4.0

figura 2-5

La fraccidn BNFCLp-ext pH 4,0 se resolvid por cro-

matografia en columna de A1203 neutra (46 g); como.sistema
eluyente se usd CH2012—C6H6(2:1). Se recogieron fracciones
de 10 mL c/u, las que se analizaron por cromatografia en
cromatofolids de A1203 GF254 y el sistema G para desarro_

llar. Las fracciones se reagruparon de la siguiente manera

(tabla 2-6).
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Fracciones Peso (mg) Observacidn

1-6 30,5 Principalmente material no al-
caloidal

7-11 66 Una sola mancha en CCF

12 31 Mezcla de (7-11) y (13-17)

13-17 88,7 Una sola mancha en CCF

18-30 11,1 Mezcla compleja

31-36 20,4 Mezcla compleja

37-137 68,5 Una sola mancha en CCF

138 23,8 Restos de 37-137 y material de

REf=0

Fracciones obtenidas de la separacidn de BNFCLp-ext pH 4,0

tabla 2-

6
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La fraccidén 7-11, si bien parecia homogénea croma-
togrdficamente, dio un espectro de RMP que indicd que se
trataba de un compuesto impuro. Una parte de esta ffaccién
(50 mgj disuelta en EtOH absoluto se tratd con una solucidn
de HC1 al 8% en etanol absoluto; por filtracidn se separd
un sdlido blanco cristalino que pesd 32 mg (clorhidrato de

BNFCLp-4) . Fue identificado como clorhidrato de anonaina

(B-12).

La fraccidn 13-17 se sometid a acetilacidn y la
mezcla de reaccidbn se tratd con etanol absoluto (100 mL),
se dejdé dos horas a temperatura ambiente Yy se concentrd
a sequedad obteniéndose 110 mg de una espuma. E1 sdlido
asi obtenido mostrd comportamiento cromatogrdfico no homo-
généo, los resultados indicaron que se trataba de una mez-

cla de Ac-BNFCIp-3 y un compuesto mayoritario de Rf infe-

rior.

La fraccibdn 13-17 acetilada se resolvié por croma-
tografia en capa fina preparativa de gel de silice, el cro
matograma se desarrolld con el sistema C. La banda corres-
pondiente al compuesto de Rf inferior se sacd de la placa
Yy se eluyd repetidas veces con CHCl3~con 1% de EtOH; por
concentracidn del eluido se obtuvo un sélido que no cris-

talizd y que pesé 80 mg (Ac-BNFClp-8). Fue identificado

como 0, N-diacetilnorcoridina (3-17).
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La fraccidn 37-137, si bien parecia homogénea cro-
matogridficamente al ser analizada por cromatografia en capa
fina, mostrd un espectro de RMP que indicd que se trataba
de un compuesto impuro. La mezcla (68 mg) se resolvid por
cromatografia en capa fina preparativa: el cromatograma se
desarrolld una vez con el sistema H y 2 veces con el siste-
ma I. La separacibn se controld examinando el cromatograma
bajo radiacidén de UV. Se separaron dos bandas las que se
eluyeron repetidas veces con CHC13: por concentracién de
los respectivos eluidos se obtuvec 40 mg de BNFCLp-9, que
fue identificado como 4—hidroxinornantenina (3-21) vy 11 mg
de BNFCLp-10, que fue identificado tentativamente, usando

solo datos de RMP, como 4-hidroxianonaina (3-22 contamina-

da con 4-hidronornantenina.

2.3.3. Separacidn de la fraccidn de alcaloides fenélicos

de Laurelia philippiana (BFLp)

La fraccidén BFCLp (4,23 g) se disolvid en 200 mL
de CHCl3 y se fracciond por extraccidn con solucién acuosa
de pH 6,6, utilizando una metddica semejante a la descrita

en 2.2. Se obtuvo las siguientes fracciones:

' BFCLp-extraidas a pH 6,6 1,730 g

BFLp- no extraidas a pH 6,6 1,456 g
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|
:
| Las fracciones obtenidas se analizaron por croma-
| tografia en capa fina, usando como adsorbente gel de sfli-
|
| ce HF254 + 3667 las placas se desarrollaron 3 veces con el

sistema B y la separacién obtenida se controld por examen

bajo radiacién de UV. Los resultados se muestran en figura

2"’6 ©
BFCLp-ext pH6.6 SR
BFCLp-no ext. pH6.d - AN S8 @ ‘;;:__'”_—T—‘:
—_—
f
‘ componentes, coloreados
| mal definidos
figura 2-6

La fraccidn BFCLp-ext. pH 6,6 (1,725 g) se resol-

vid por cromatografia en columna de gel de silice 60
(100 g); como eluyentes se usd CHCl3 y mezclas de CHC13—

EtOH de polaridad creciente. Se recogieron fracciones de

50 mL c/u, las que se analizaron por cromatografia en ca-
pa fina usando como adsorbente gel de silice HF254 + 366
| Y el sistema B para desarrollar. Las fracciones se reagru-

paron de la siguiente manera (tabla 2-7):
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Fracciones . Peso (mg) Observacidn
1-2 113
3-15 209 Mezcla del compuesto de 1-2 con

otros compuestos alcaloidales

no alcaloidales

16~21 308
22-32 496
33-47 396
48-70 100

Fracciones obtenidas de la separacibén de BFCLp-ext pH 6,6

tabla 2-7

La fraccifn 1-2 disuelta en una pequefia cantidad
de CHCl3 caliente se dejd estar a 5° durante varios dias;
por filtracidn se separS un s6lido anaranjado que pesd 35

mg (BFCLp-14). Fue identificade como aterolina (3-4)

La fraccidn 16-21, si bien parecia homogénea cro-
matogrédficamente, dio un espectro de RMP que indicé que se
trataba de una mezcla. El anflisis cromatogr&fico con cro-

matofolios de Al 045 Fogg Y el sistema C para desarrollar
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indicd que se trataba de una mezcla de al menos dos com-
puestos. La fraccidn se resolvid por cromatografia en co-
lumna de A1203 neutro (30 g); como eluyente se usd CH2C12,
se recogieron fracciones de 10 mL, las que se analizaron
por cromatografia en cromatofolios de A1203 F254 y el sis-

tema C para desarrollar. Las fracciones se reagruparon de

la siguiente manera (tabla 2-8):

Fracciones Peso (mg)
1' - 10" 14
11'- 26" 111
27'- 50° 121

Fracciones obtenidas de la separacién de 16-21

tabla 2-8

La fraccidén 11'-26', homogé&nea cromatogrificamente,
pesd 111 mg. Denominada BFCLp-11 , fue identificada como

asimilobina (3-15).

La fraccidén 27' - 50' si bien parecfa homogénea
cromatogradficamente, dio un espectro de RMP gue indicd que
se trataba de una mezcla de 2 compuestos. La fraccidn se
disolvid en etanol absoluto y se agregd una solucidn de

dcido percldérico en etanol absoluto; se obtuvo un sdlido
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cristalino que filtrado y seco pes6 125 mg. Denominado per
clorato BFCLp-12, fue identificado como perclorato de reti

culina (3-23).

Las fracciones 22-32, 33-47, 48-70, homogéneas cro-
matogrdficamente, dieron espectros de RMP que indicaron
gue se trataba del mismo compuestos con distintas impure-
zas en pequefia proporcidén, denominado BFCLp-13; fue identi-

ficado como laurotetanina (3_32.

2.4.- Obtencidn y separacidn de la fraccidn de bases débi-

les de corteza de Laurelia novae-zelandiae (BDCLn)

El extracto etandlico concentrado de 190 g de corte-

za desgrasada de L. novae-zelandiae se suspendid en 400 mL

de &cido tartérico al 2%. La solucidn &cida se extrajo con

porciones de CHC1, (4 x 50 mL) y el extracto clorofbérmico

obtenido se filtrd y concentrd para dar 81,3 mg de la frac-

cibén BDCLn.

La fraccidn BDCLn se recristalizd de cloroformo;
por filtracidn se separd un sbélido amarillo claro que pesd

7,4 mg (BDCLn-15). Fue identificado como oxolaurelina (3-6).

Las aguas madres concentradas se resolvieron por
cromatografia en capa fina preparativa; el cromatograma

se desarrolld repetidas veces con el sistema I, hasta que
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la separacidn se considerd 6ptima. Una banda de color ama
rillo intenso se sacd de la placa y se eluyd repetidas ve-
ces con CHC13-EtOH (95:5) . Por evaporacidén del solvente

se obtuvo un sdlido amarillo sucio que pesé 14 mg (BDCLn-1)

Fue identificado como liriodenina (3-2),

La fraccidén BDCLn (5,8 g) obtenida mediante un pro-
cedimiento idéntico a partir de 1,830 g de corteza desgra-
sada de L. novae-zelandiae, se sometid al siguiente proce-
samiento (esquema 2-4). La mezcla se disolvid en etanol ab
soluto y se dejdé a 0° durante 72 horas. Por filtracidn se
separd un sdlido que pesé 1,04 g (BDCLn-20). Fue identifi-
cado como pukateina (3-18). Las aguas madres de BDCLn-20
Se concentraron a sequedad y el residuo obtenido se disol-
vid en 200 mL de CHCl3 Yy se sometid a extraccidn con cua-
tro porciones de 50 mL de &cido tart&rico al 2%. La frac-
cidn clorofdrmica agotada se concentrd a un pequenio volu-
men y se guardd a 0°durante 48 horas; por filtracidn se
separd un s6lido amarillo claro que pesd 170 mg, cuyo anéd-
lisis mediante cromatografia en cromatofolios de gel de
silice 60 F,54 usando como sistema de desarrollo el K, in
dicd que el s6lido correspondia a una mezcla de BDCLn-15
y BDCLn-1. El residuo de las aguas madres de obtencidn de

la mezcla de BDCLn-15 y BDCLn-1 se resolvid por cromato-

grafia en capa fina preparativa; el cromatograma se
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l BDCLn

(5,8 g)

1.- Cristalizacidn de etanol absoluto
' 2.- Filtracidn

BDCLn-20
(1,040 g)

3.- Evaporacidn del solvente
(pukateina) 4.- Disolucidn en 200 mL de CHClj
5.- Extraccidn con acido tartirico 2%

Solucién cloro-. Solucidn acuosa
formica dcida
1.-Concen- 1.- Basificacidn con NH40H
tracidn 2.- Extraccidn con CHCl13
2.-Filtra- 3.- Evaporacidn del solvente
Mezcla de gl —_—
BDCLn-15 3,17g
—| 3.-Separa-
¥ cidn por
BDCLn-1 CiCsP. 1.- Cromatografia en columna
(170 mg) prepara- 2.- Evaporacidn de las fraccio-
tiva. nes agrupadas
(oxolaureli-
na + lirio-
denina)
"BDCLn-16
(25 mg)
(oxoputerina)
I 7-13 ' , 14,30 ‘ ’ 31,39 ' ’ 40-58 I
¥ ¥ _““;"‘_ B
¥ +
(pukateina BDLn-21 (laurelina BDLn-22
+ laureli- (557 mg) + romnei- (119 mg)
na) . na)
(laurelina) (romneina)

Procesamiento de la Fraccidn de Bases Débiles de Corteza de Laurelia
novae-zelandiae

esquema 2-4
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desarrolld repetidas veces con el sistema K hasta que la
separacién se considerd 6ptima. La banda correspondiente
a un compuesto anaranjado se sacd del cromatograma y se
eluyd répetidas veces con CHC13. Por evaporacidén del sol-
vente se obtuvo 25 mg de un compuesto amarillo (BDCLn-16).

Fue identificado como oxoputerina (3-9).

La solucidn acuosa &cida obtenida por distribucidén
entre écido tartdrico y cloroformo del residuo de las aguas
madres de BDCLn-20, se basificd con NH4OH concentrado hasta
PH 9 y se extrajo con porciones de 50 mL de CHCl3 hasta que
la fase clorofdérmica dio reaccidén de Dragendorff negativa.
El extracto clorofdérmicc se secd sobre Na2504 anhidro, se
filtrd y se evapord el solvente, obteniéndose 3,1 g de un
residuo s6lido de color verde obscuro. El sélido se anali-
z6 por cromatografia en capa fina utilizando cromatofolios
de gel de silice 60 F254 y como sistema de desarrollo el K.
Los cromatogramas indicaron que en la mezcla habia dos com-
puestos de Rf alto y muy semejante; tambié&n se observd un
componente Dragendorff-positivo minoritario de Rf m&s bajo
y dentro de las manchas correspondientes a los componentes
principales se observaron pequefias manéhas poco definidas

de color amarillo (figura 2-7).
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\

amarillo

figura 2-7

La mezcla se resolvid por cromatografia en columna

de gel de silice 60; como eluyente se usd CHC1,, recogién-

dose fracciones de 30 mL. Estas fueron analizadas por croma

tografia en capa fina usando cromatofolios de gel de silice

60 Foey ¥ como sistema de desarrollo el 2.

en la tabla 2-9.

Las fracciones se reagruparon de la manera indicada

Fracciones Peso (mg) Observacibn

1-6 32 Compuestos que migran con el
frente del solvente, Dragendorff-
negativos

7-13 2.045 Mezcla de BDCLn-20 y BDCLn-21

14-30 557 BDCLn-21

31-39 53 Mezcla de BDCLn-21 y BDCLn-22

40-58 119 BDCLn-22

Fracciones obtenidas de la separacién del residuo de agquas

madres reextraido de BDCLn
tabla 2-9
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La fraccidn 14-30, homogé&nea cromatogréaficamente,
pes6é 557 mg (BDCLn-21). Fue identificada como laurelina
(3-19) . La fraccidn 40-58, homogénea cromatogrificamente
pes6 119 mg (BDCLn-22). Fue identificada como romnefna

(3-24) .

2.5.-Extraccibén y fraccionamiento de las bases de corteza

Laurelia sempervirens

Una muestra de 2,6 kg de material vegetal se extra-
jo y el extracto etanblico se procesd de manera idé&ntica

a la descrita en 2.2.

Se obtuvo de esta manera 9,0 g (0,35 %) de la f¥ac
cidén de bases no fenblicas (BNF), 3,5 g (0,95 %) de la frac
cidén de bases fendlicas (BF) v 8,2 g (0,39 %) de la fraccidn

de bases débiles (BD) .

2.5.1.- Procesamiento de la fraccibén de bases débiles de

corteza de Laurelia sempervirens (BDCLs)

La fraccidén de BDCLs (8,2 g), se disolvid en 300
mL de CH2C12 Yy se extrajo seis veces con 50 mL de NaOH 5%
cada vez. La fase orgénica se lavd con 50 mL de agua desti-
lada, se filtrd y concentrd, obteniéndose 3,9 g de un re-

siduo aceitoso. La fraccidn liberada de los compuestos
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&cidos y fenblicos se disolvid en una pequefla cantidad
de CHCl3 caliente y se guardd a 5°durante 24 horas; por
filtracidn se separd un s6lido amarillo gque lavado con
CHCl3 frio y secado pesd 450 mg (BDCLs-1). Fue identifica-
do como liriodenina (3-2 ).

El residuo de concentracidn de las aguas madres
se disolvid en 100 mL de CHCl3 y la solucidn resultante
se extrajo dos veces con 100 mL de HCl 5% cada vez. En el
extracto acuoso &cido aparecid un precipitado granate que
separado por filtracibn, pesd 230 mg. El sb6lido se suspen-
did en agua, a la suspensidn se le agregd NH4OH concentra-
do hasta pH 9,0 vy se extrajo con CHZClz; por concentra-
cidén de este extracto se obtuvo 190 mg de un polvo café-
anaranjado (BDCLs-2). Fue identificado como oxonantenina

(3-3).

El residuo de concentracidén de la solucidén cloro-
férmica liberada de los alcaloides (2,8 g) se resolvid por
cromatografia en columna de gel de silice 60 (150 g); como
eluyente se usd CH2C12, recogiéndose fracciones de 20 mL.
Estas se analizaron por cromatografia en capa fina usando
como adsorbente gel de silice GF254 y como sistema de desa
rrollo el I. Las fracciones se reagruparon de la siguiente

manera (tabla 2-10).
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Fracciones Peso (mg)
1 515
2-4 400
5 125
6 74
7 193
8 136
9 100
10-12 86
13 200
14 170
15 123
16-18 70
19-23 100

Fracciones obtenidas de la separacidén del residuo de aguas

madres de BDCLs-2

tabla 2-10

La fraccidn 2-4, cristalizada de C.H_-C_H (1:1),

676 612

dio 53 mg de un sb6lido blanco (BDCLs-19). Fue identifica-

do como (E)-(3,4-metilendioxifenil)-2-propen-1-01 (3-27) .




2.5.2..Separac16n de la fraccibén de alcaloides no fenbli-

cos de corteza de Laurelia sempervirens (BNFCLs)

La fraccidn BNFCLs (1,0 g) se resolvid por croma-
tografia en columna de gel de silice 60 (100 g); como elu-
yentes se utilizb CHZClé y mezclas de CH2C12—MeOH de pola
ridad creciente, recogiéndose fracciones de 10 mL. Estas
se analizaron por cromatografia en capa fina usando como
adsorbente gel de silice G y como sistema de desarrollo

el N. Las fracciones se reagruparon de la siguiente mane-

ra (tabla 2-11). -

Fracciones Peso (mg) Observacifn
1-80 76 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-negatives
81-92 9 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-negativos
93-111 13 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-positivos
112-147 37 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff -positivos
148-162 27 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-positivos
163-195 116 Homogénea cromatogréficamente,
; BNFCLs-3
196-222 31 BNFCLs-3, impuro
223-253 9 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-negativos
254-269 12 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-negativos
270-300 17 BNFCLs-17, impuro
301-374 334 Homogénea cromatogr&ficamente,
: BNFCLs-17
375-414 . 160 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-positivog
415-534 54 Mezcla compleja de compuestos
Dragendorff-positivos
535-575 55 Homogénea cromatogréficamente,
BNFCLs-18

Fracciones obtenidas de 1la separacifn de BNFCLs

tabla 2-11
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La fraccidn 163-195, homogénea cromatogr&ficamente,
pesd 116 mg (BNFCLs-3). Fue identificada como nornanteni-

La fraccidn 301-374, homogénea cromatogrificamente,

pesd 334 mg (BNFCLs-17) . Fue identificada como una mezcla

compleja de alcaloides bisbencilisoquinolinicos.

La fraccidn 535-575, homogénea cromatogr&ficamente
pesd 55'mg (BNFCLs-18) . Fue identificada como una mezcla

compleja de alcaloides bisbencilisoquinolinicos.

2.5.3.-Separacidn de la fraccidn de alcaloides fendlicos

de corteza de Laurelia sempervirens (BFCLs)

La fraccidn BFCLs (2,0 g) se resolvib por cromato-
grafia en columna de cgel de silice 60 (30 g); como eluyen-
tes se utilizd CHCl3 y mezclas de CHC13—MeOH de polaridad
creciente, recogiéndose fracciones de 20 mL. Estas se ana-
lizaron por cromatografia en capa fina usando como adsor-
bente gel de silice G y como sistema de desarrollo el N.

Las fracciones se reagruparon de la siguiente manera (ta-

bla 2-12):
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Fracciones Peso (mg) Observacidn

1-3 223 Compuestos coloreados de Rf alto
Dragendorff-negativos

4-6 154 BFCLs-14

7-13 153

14-28 965 BFCLs-13

29-59 159 Compuestos de Rf muy bajo Dragen-

dorff-positivos

Fracciones obtenidas de la separacidn de BFCLs

tabla 2-12

La fraccidn 4-6, homogénea cromatogr&ficamente, pe-

s6 154 mg (BFCLs-14). Fue identificada como aterolina (3-4).

La fraccidn 14-28, homogénea cromatogr&ficamente,

dio un espectro de RMP, que indicd ausencia de N-CH, por

3
lo cual una parte de la misma (220 mg) se sometid a aceti-
lacidén. El producto de reaccidn se volcd en Hzo/hielo y la
suspensidn obtenida se extrajo con CHC13; el extracto clo-
roférmico se secd sobre Na2804 anhidro, se filtrd y por

evaporacidén del solvente se obtuvo 274 mg de un s6lido ca-

fé claro. El producto de acetilacién se susrendid en 10 ril de NapCO3
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10%, se le agregd 10 mL de etanol absoluto y se calentd
en bafio de agua durante 1,5 horas. La mezcla de reaccidn
se diluyd con 100 mL de H20, se llevé a pH 8 con HCl1 1 N
y se extrajo con CHCl3 (5 x 25 mL). El extracto clorofbr-
mico se secd sobre Na2804 anhidro, se filtrd y por evapo-
racidén del solvente se obtuvo un sélido que pesd 245 mg.
El producto de hidrdlisis se purificd por cromatografia en
capa fina preparativa; el cromatograma se desarrolld repe-
tidas veces con el sistema K hasta que la separacidn se
considerd Sptima. La banda correspondiente al compuesto
principal se sacd de la placa y se eluyd repetidas veces
con CHClB. Por evaporacidén del solvente se obtuvo 120 mg
de un sdlido blanco homogéneo cromatogrificamente

(Ac-BFCLs-13). Fue identificado como N-acetilaurotetanina.

(3-14)
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2.6.- Identificacidn

2.6.1.- BDCLs-1. Liriodenina (3-2)

Recristalizada de CHCl3 fundid a 279-281°(d) (lit.

EtOH

282°(d))°°; s

395 (log € 3,80); 309 (3,64), 268 (4,14),

KBr
max

(figura 3-2); 6°» 6,73 s(2H), 7,66 s(LH), 7,76-9,10ppm

247 (4,23) nm (figura 3-3 ); v 1645, 1050, 960 em~1

sistema complejo (6H) (figura 3-4 ).

Se demostrd su identidad con liriodenina por compa-
racidén con una muestra auténtica (pfm, IR (figura 3-5 ),
Rf) .

Los compuestos: BDMLs-1, BDCLn-1 y BDCLp-1 , tam-

bién resultaron idénticos a BDCLs-1 vy a una muestra autén

tica de liriodenina.

2.6.2.- BDMLs-2. OUxonantenina (3-3 )

Recristalizada de CHCl1l3 fundié a 211-212°(d4) (lit.

215-218°(d) (EtOH); retiene solvente de cristalizacién)54;

A SEOR 358 (log e 3,95); 319 (3,75), 272 (4,41), 244 (4,40)
nm. U Xor 1650 cm T (figura 3-6 ); 6CPCT3 T TR 4 1g5(3m),

4,24 s(3H), 6,24 s(2H), 7,47 s(1H), 7,80 s(1H), 8,37d,
J =6,0 Hz (1H), 8,64 s(1H), 8,76 ppm, d, J=6,0 Hz (1 H)

(figura 3-7 ).
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Espectro de masa: (figura 3-8 )

Composicidn masa m/z % Calculado
C19H13N05 335,0806 100 335,0794
ClBHlONO5 320,0542 81 320,0559
C17H10NO4 292,0616 15 292,0469
C17H8NO4 290,0469 16 290,0454
C16H7NO4 277,0369 11 271,0375
C16H8NO3 262,0508 16 262 ;0505

Identificado como oxonantenina por sus propiedades
espectroscdpicas (ver discusidn). Los compuestos BDCLs-2

y BDCLp-2 , también resultaron idénticos a BDMLs-2 .

2.6.3.-_Acetil-BNFMLs-3 (S) (+) -Acetilnornantenina (3-11)

Recristalizada de EtOH fundié a 281-284° (lit 283-

284)>%; [a]2* + 357,6° (c: 0,335 cHCly) (lit. [a]2® + 340°
(c: 0,50 chC1,)?* T XBT 1620 em™d (£igura 331 ); 6CPCL3

2,18 s(3H), 3,66 s(3H), 3,88 s(3H), 6,00 s(2H), 6,64 s(1H),
6,77 s('1H), 8,00 s(1H) (figura 3-32); Espectro de masa:

(figura 3-33)




Composicidn masa m/z % .Calculado
C,H,,NO 367,1436 (M ) 56 367,1019
C, o, (O, 308,1044 40 308,1048
ol O 296,1015 21 296,1048
¢, gH150, 295,0980 100 295,0971
Gl <0, 281,0806 14 281,0814

Se demostrd su identidad con N-acetilnornantenina
por comparacidn con una muestra auténtica (pfm, IR (figu-

ra 3-35), Rf).

Los compuestos Acetil-BNFCLp-3 y Acetil-BDCLs-3 tam-

bién resultaron idénticos a Acetil-BNFMLs-3 y a una muestra

auténtica de N-acetilnornantenina.

2.6.4.- Acetil-BNFCLp-4. (R) (-)-Acetil anonaina (3-12)

Recristalizada de MeOH fundid a 236-238°(lit. 229-

=]
230°)3% |«|22354,0° (c: 0,210 cHCl,) (Lit. |a|2°- 356°
(c: 0,49 CHc13)?6 SKBE 1630 cm ' (Figura 3-36)3 5°PCl3

2,21 s(3H), 5,974, J = 1,5 Hz (1H), 6,08 4, J= 1,5 Hz(1lH),

6,58 s(1H), 7,26 m(3H), 8,01 ppm m(1H) (figura 3-37 ).
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Espectro de masa: (figura 3-38 )

Composicidn masa m/z % Calculado
Cy gHy N0, 307,1193 (M7) 71 307,1208
c,,H, ,NO, 264,1033 10 264,1025
c,4H; N0, 263,0960 14 263,0947
C,7H,,0, 248,0829 33 248,0837
&y My 237,0868 12 237,0916
C1¢H120, 236,0822 62 236,0837
clBHlld2 235,0713 100 235,0759

Se demostrd su identidad con N-acetilanonaina por com-
paracidn con una muestra auténtica (pfm, IR (figura 3-40),
Rf)-

El compuesto Acetil-BNFMLs-4, también resultd idéntico

a Acetil-BNFCLp-4 y a una muestra auténtica de N-acetilano-

naina.

2.6.5.- Acetil-BNFMLs-5 (R) (-)-Acetilnornuciferina (3-13)

Recristalizada de MeOH fundidé a 230-233°(lit. 229-230°

23
D

(c=0,65, CHCl3)?5

(Meom) 3¢ |a|2? -417,0°(c=0,25, cuclz) (lit |a|,-406°

-KBr CDCl3

-1 .
o] 1625 cm (figura 3-41); ¢

2,17 s(3H), 3,67 s(3H), 3,90 s(3H), 6,70 s(1H), 7,22 m(3H),

8,38 ppm m (1H) (figura 3-42) m/z.
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Espectro de masa: (figura 3-43 )

Composicidn masa m/z % Calculado
C,oHy1NO, 323,1513 M' 74 323,1522
Cy gHiy 0, 264,1175 34 264,1150
c171%11-602 252,1184 33 252,1151
CyoH, =0, 251,1089 100 251,1072
G afl; 205 237,0951 12 237,0915

Se demostrd su identidad con N-acetilnornuciferina
por comparacidn con una muestra auténtica (pfm, Ir (figura

3"45) ’ Rf) .

2.6.6.- BNFMLs-6 (5)(—)—Michelalbina (320 )

Recristalizada de EtOH fundid a 194-196°(lit. 206-

23%
D

2070)57 Ial -97,6° (c= 0’296' CHC13) (1lit. |a|D-lO3'7°)56;

(1), 6,05 d, 3 = 1,5 Hz (1H), 6,56 s(1H), 7,31 m (3H),

8,16 ppm m(1H) (figura 3-66 ).

Acetil-BNFMLs-6 (R) (-)-0,N,-Diacetilmichelalbina

BNFMLs~-6 (285 mg) se sometid a acetilacién y la mez-
cla de reaccidn se tratd con etanol absoluto y se dejdé es-
tar 1 hora a 0? Por filtracidn y posterior secado se obtuvo

201 mg de un sdlido blanco cristalino homogéneo cromatografica-




mente, que fundibé a (230°) 247-250°(d).

Recristalizado de MeOH fundid a (236°) 239-243°(4d);

KBr

15% 0 Hre -
.586° (c=2,05, CHC13), Vi

D
3-67); 6°PC13 1,90 s(3H), 2,23 s(3H), 5,42 d, J= 3,0 Hz

la| 1740, 1640 cm © (figura

(1H), 6,00 d, J= 1,5 Hz (1H), 6.10 d, J = 1,5 Hz (1H), 6,24

d, J = 3Hz (1H), 6,61 s(1H), 7,10-7,73 m(3H), 8,20 ppm m(1lH

+

(figura 3-68 ); M 365,1214 (0.05 %), calculado para

C..H, ,NO. 365,1263; 305, 1041 (100%), calculado para

21719775

C19H15N03 305,1052 (figura 3-69 ).
Se demostrd su identidad con 0, N-diacetilmichelalbi-

na por comparacidén con una muestra obtenida por acetilacidén

de un patrdn de michelalbina (pfm, IR (figura 3-70), Rf ).

2.6.7.- Acetil-BNFMLs-7 (R) (-)-Acetilestefarina (3-26 )

Recristalizada de MeOH fundid a 210-213°(lit. 232-

o
234°)3% o232 86,73°(c= 0,226, cHC1.) (lit |a|._-80°)3%8;
D 3 D

v XBT 1660, 1640 cm L (figura 3-87); ALtOH
max max

280, 230 nm:
§CPCL3 2,20 s(3H), 3,63 s(3H), 3,86 s(3H), 5.12
dd, 3 = 10 Hz, J'= 6 Hz (1H), 6,32 dd, J = 10 Hz, J'=1,5 Hz
(1H), 6,39 dd, J =10 Hz, J'= 1,5 Hz (1H), 6,73 s(1H), 6,84
dd, J= 10 Hz, J'= 3Hz (1H), 7,05 ppm dd, J = 10 Hz, J'=3Hz

(1H) (figura 3-88 ).
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Espectro de masa: (figura 3-90)
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Composicidn Masa m/z % Calculado
CpoHy1NO, 339,1468 M' 100 339,1470
C20H20 NO4 338,1381 12 338,1392
C18H20N03 298,1396 13 298,1443
C18H19N03 2?7,1363 62 297,1365
C18H18NO3 296,1284 35 296,1287
C17H16N03 282,1138 14 282,1130
C18H1603 280,1104 13 280,1099
C17H1603 268,1059 12 268,1064
C17H1503 267,0981 29 267,1001

Identificado como N-acetilestefarina por sus propie-

dades fisicas y espectroscépicas (ver discusidn).

2.6.8.- Ac-BNFCLp-8 (S) (+)-0,N- Diacetilnorcoridina (3-17)

16
D+

1720, 1640 cm™ L (figura 3-58 ) ;

S6lido amorfo homogéneo cromatogréficamente |a|
o s s -KBr
CDC13
8 2,16 s(3H), 2,25 s(3H), 3,45 s(3H), 3,85 s(3H),
3,88 s(3H), 6,70 s(1H), 6,88 4, J =8 Hz (1H), 7,13 ppm 4,
J= 8 Hz (1H) (figura 3-59); Espectro de masa: (figura

3-60 ),




Composicidn masa m/z % calculado
C,p3H, N0, 411,1684 M* 78  411,1682
M 370,1594 18 370,1569
C,1H, 3NO, 369,1566 89  369,1576
C,,H,,NO, 368,1485 11 368,1498
C18C13H18N04 311,1238 22 311,1238
C, ot 40, 310,1209 99  310,1205
c17c1331704 298,1180 25  298,1161
C, g, 40, 297,1132 100 297,1127
Gyl 0, 296,1046 12 296,1048
c,,cn, (0, 296,1003
¢, gH, <0, 295,0992 22 295,0970
Gyl 0y 283,0952 17 283,0970
C16013H14O4 283,0925
Gyl 4O, 282,0920 17 282,0892

2.6.9.- BNFCLp-9 Rel (4R,6a S)-Hidroxinornantenina (3-21)

S86lido amorfo cromatogrificamente puro 6CDC13 3,65
s (3H), 3,94 s(3H), 4,51 m ancho 0.5 4 Hz (1H), 5,97 s(2H),

6.68 s (1H), 6,90 s(1H), 7,89 ppm s(1H) (figura 3-71 ).
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Ac-BNFCLp-9 O, N-diacetil-Rel(4R,6a S)-4-hidroxinornantenina
(3=21) .

La acetilacidn de la base produjo un derivado que

recristalizado de EtOH fundib a 179-181°; Gigi 1770, 1640

em™ (figura 3-12 ); 6P°13 2,30 s(em), 3,71 s(3m), 3,93
s(3H), 5,77 dd, J = 10 Hz, J'= 5 Hz (1H), 5,98 s(2H), 6,74
s(1H), 6,80 s(1H), 7,95 ppm s(1H) (figura 3-73 ); M' m/z

425, 1475 (8 %), calculado para C NO., 425, 1475; 365

23Mp3N0
(27%); 354 (2%); 353 (4%): 311 (100%); 252 ( 20%) (figura
3—74 )-

Identificado como O, N-diacetil-4-hidroxinornan-

tenina por sus propiedades espectroscbpicas (Ver discusidn)

2.6.10, BNFCLp-10. Rel (4R, 6a R)4-hidroxianonaina contamina-

da con BNFCLp-9 (3- 22)

S6lido amorfo, muestra una impureza por cromato-
grafia en capa fina y se descompone con rapidez. 6CDCl3
4’83 m, 5’95 d, g': l,5 HZ, 6,08 df g = 1,5 HZ, 7,00 S' 7,06"’

7,43 m, 8,05 ppm m (figura 3-78).

Identificado como Rel (4R, 6a R) -4-hidroanonaina

por sus propiedades espectroscépicas (ver discusién).
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2.6.11. BFCLp-11. (R) (-)-Asimilobina (3-15)

S6lido amorfo cromatogréficamente puro 6CDC13 3,63

s(3H), 6,70 s(1H), 7,25 m(3H), 8,28 ppm m (1H) (figura 3-52)

Ac-BFCLp-11. (R) (-)-0, N-Diacetilasimilobina (3-16)

La acetilacién de la base produjo un derivado que

recristalizado de benceno-hexano fundid a 141-144°(1lit. 143-

56 o -KBr -1
144°)°7; |a|D— 344°(c=1,21, CHCl3); v _ 1750, 1625 cm

(figura 3-53 ), 6°PC13 2,20 s(3H), 2,36 s(3H), 3,60 s(3H),
6,86 s(1H), 7,26 m (3H), 8,31 ppm m(1H) (figura 3-54 ).

Espectro de masa: (figura 3-55)

Composicidn masa m/z % Calculado
C,H,,NO, 351,1461 M' 59 351,1471
C,gH, gNO, 329,1370 30 309,1364
Byl 705 250,0999 100 250,0993
C, 6Hy 40, 238,0994 58 238,0994
C, H, .0 237,0925 83 237,0951

1671372

Se demostré su identidad con O, N- diacetilasimilo-
bina por comparacidn con una muestra auténtica (pfm, IR

(figura 3-57 ), Rf).
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2.6.12.- Perclorato de BFCLp-l12.Perclorato de (8) (+) ~reti-

culina (3-23)

Recristalizado de etanol absoluto fundié a 202-204°
87 22
i |al

o|,” + 85°(c=0,42, EtOH) (lit.[a|D +

(1it. 203-205°)

85,71°)° .

Se demostrd su identidad con perclorato de reticu-
lina por comparacibén con una muestra auténtica (pfm, IR

(figuras 3-82 y 3-83) Rf).

2.6,13.- BFCL5-13.(§)(+)-Laurotetanina (3-14. )

S6lido amorfo cromatogridficamente homogéneo 6CDC13

3,66 s(3H), 3,86 s(6H), 4,66 s ancho, sefal que desaparece
al agregar D20, 6,56 s(1H), 6,78 s(1H), 8,03 ppm s(1H), (fi-

gura 3- 46).

Ac-BFCLs-13. (S) (+)-N-Acetil laurotetanina (3-14)

Recristalizada de MeOH fundid a 138-140°(11t.142°)54;

lalé5+ 338° (c= 0,22, CHCl3) (lit. + 330°(c=0,14, CHC13)53’

5 KBY 1 605 cm™! (figura 3-47); sP€13 2 13 s(3m), 3,66

max
s(3H), 3,90 s(6H), 6,61 s(1H), 6,81 s(1H), 8,10 ppm s(1H)

(figura 3-48).
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Espectro de masa: (figura 3-49 )

Composicidn masa m/z % calculado
021H23N05 369,1575 62 369,1576
C19H1804 310,1192 11 310,1205
Cl8H18O4 298,1177 23 298,1205
Cl8Hl7O4 297,1135 100 297,1127
C18H1504 295,0978 14 295,0970
Cl7H1504 283,0974 17 283,0970
C17H14O4 282,0936 11 282,0898

Se demostrd su identidad con N-acetillaurotetanina
por comparacidn con.una muestra auténtica (pfm, IR (figura

3_51)I Rf)o

El compuesto Ac-BFCLp-13, también resultd idé&ntico

a Ac-BFCLs-13 y a una muestra auténtica de N-acetillaurote-

tanina.

2.6.14.- BFCLs-14. Aterolina (3-4 )

Recristalizada de CHCl3 fundidé a 235-260°(1it 250-

260°) 13, GII:E; 1625 cm 1 (figura 3-10); §CF3COOD

s(3H), 4,35 s(3H), 4,38 s(3H), 7,66 s(1H), 8,10 s(1H), 8,51

4,26

d, J=6 Hz (1H), 8,78 d, J= 6 Hz (1H), 9,36 ppm s(1H) (figu-

ra 3-11 ). m/z




Espectro de masas:

Composicidn

Cy9815805

C18H12N0g

C17H9NO5

Ci7H,,N0,

C17HgNO,

€160,

C16H8NO3

masa m/z
337,0960 M
322,0726

307,0493

- 294,0779

290,0466
279,0520

262,0508

(figura 3- 12)

2
* 100
48
18
24
11
10

15
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calculado
337,0950
322,0716
307,0481
294,0767
290,0453
279,0531

262,0505

El compuesto BFCLp-14 también resultd idéntico a

BFCLs-14.

Ac-BFCLs-14. Acetilaterolina

La acetilacidn de la base produjo un derivado que

recristalizado de Et20 fundid a 214-215°(1lit. 216-218°}58;

KBr

3 1725, 1630 cm™1

max

(figura 3-14 ). Se demostrd su iden-

tidad con acetilaterolina por comparacién de su espectro

de IR (figura 3-14) con el de una muestra auténtica (figu-
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2.6.15.- BDCLn-15. Oxolaurelina (3-6)

Recristalizada de CHCl, fundié a 297° (lit. 268°)°2,;

- KBr -1 ., . CF3C00D
V ax 1642 cm (figura 3-16);: §

s(24), 7,40 dd, J = 9 Hz, J'= 2 Hz (1H), 7,62 s(1H), 8,41

4,18 s(3H), 6,71

d, J=2 Hz (1H), 8,49 4, J=6 Hz (lH), 8,64 4, J= 9 Hz (1H),
8,77 ppm d, J = 6 Hz (1H) (figura 3- 17); °°¢13 3,99 s(3m),
6,37 s(2H), 7,11 d4d, J= 8 Hz, J'=2 Hz (1H), 7,23 s(3H),

7,76 4, J = 5 Hz (1H), 8,14 4, J= 2 Hz (1H), 8,58 d, J=9Hz

(1H), 8,89 ppm d, J= 5 Hz (1H) (figura 3-21 ).

Espectro de masa: (figura 3-19 )

Composicidn masa m/z % calculado
C,gH11N0, 305,0690 MT 100 305,0688
C17H11N03 277,0731 14 277,0739
C17H10NO3 276,0647 12 276,0661
ClGHBNOB 262,0500 12 262,0504

Identificado como oxolaurelina por sus propiedades es-

pectroscdpicas (ver discusidn).
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2,2.16.- BDCLn-16. Oxoputerina (3-9 )

Recristalizada de CHCl, fundid a 242-244°(lit. 241-

3

Gﬁgi 1650 cm™ L (figura 3-25 ); s°PC13 4,04 s(3H).

6,23 s(2H), 7,16 s(1H), 7,31 dd, J = 8 Hz, J'=1,5 Hz (1H),

243°) %0,

7,56 t, J= 8 Hz (1H), 7,74 4, J= 5 Hz (1H), 8,18 dd, J=8Hz,
J'=1,5 Hz (1H), 8,84 ppm, d,J = 5 Hz (1H) (figura 3-26 ),

Espectro de masa: (figura 3-27 )

Composicidn masa m/z % calculado
+

ClSHllNO4 305,0689 M 100 305,0688

C17H8N04 290,0460 30 290,0453

ClGHBNOB 262,0508 19 262,0505

Se demostrd su identidad con oxoputerina por compa-
racidn con una muestra auténtica (pfm, IR (figura 3-28 ),

"Rf) .

2.2.17.- BNFCLs-17. Mezcla de bisbenciisoquinolinas

86lido amorfo cromatogrédficamente homogé&neo 6CDC13

2,28 (s), 2;60_(5), 2,68 (s), 3,13 (s), 3,20 (s), 3,63(s),
3,73 (s), 3,80 (s), 3,90 (s), 4,20 (m), 5,43 (m), 5,98 (m),
6,20-7,10 ppm (m) (figura 3-94 ). Mt m/z 622 (100%), 608
(12%), 515 (2,8 %), 431 (0,9 %), 396 (5,5 %), 395 (19%),

381 (13.5 %), 198 (19%), 175 (6%) (figura 3-95).
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Identificada como mezcla de bisbencilisoquinolinas

por sus propiedades espectroscdpicas (ver discusidn).

2.2.18.- BNFCLs-18. Mezcla de bisbencilisogquinolinas

S6lido amorfo cromatogré&ficamente homogéneo 6CDC13

2,57 (s), 2,63 (s), 3,10-3,16 (m), 3,33 (s), 3,57 (s), 3,60
(s), 3,79 (s), 4,65 (m), 5,45 (m), 6,20-7,15 ppm (m) (figu-
ra 3-97 ). M m/z 622 (15%), 608 (100%), 515 (2,8%), 501
(2,8%), 417 (2,8%), 396 (25%), 395 (63%), 381 (42%), 198

(77%) , 175 (28%) (figura 3-98 ).

Identificada como mezcla de bisbencilisoquinolinas

por sus propiedades espectroscdpicas (ver discusidn).

2.2.19.- BDCLs-19 (E)}3-(3,4)-metilendioxifenil)-2-propen-1-

01 (3-27 )

Recristalizado de ciclohexano dio un s&lido blanco
de p.f. 78-79° (lit. 77-78°)%1; 6°PCL3 1 60 s(1H) sedal
que desaparece al agregar D0, 4,31 dd, J'= 6Hz, J"= 2 Hz
(2H), 5,95 s(2H), 6,19 dt, J = 16 Hz, J' = 6 Hz (1H), 6,65
dt J = 16 Hz, J" = 2 Hz (1 H), 6,70-6,94 ppm m (3H) (fi-

gura 3-91).

Se demostr6 su identidad con (E)-3-(3,4-metilendio-

xifenil)-2-propen-1-ol por comparacidn con una muestra
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sintetizada segflin técnica descripta62 (pfm, Rf, IR (figu-

ras 3-92 y 3-93 ).

2.6.20.- BDCLn-20. (R) (=) -Pukateina (3-18)

Recristalizada de etanol fundid a 211-212°(lit. 208-

o] 18 + 10123,
a D '

212°)23 - 252°(c = 0,85, EtOH) (lit.-240,4 - 3°)

6CDC13

2,55 s(3H), 5,94 4, J = 1,25 Hz (1H), 6,08 4, J=
1,25 Hz (1 H), 6,63 s(1H), 6,76-7,35 ppm m(3H) (figura

3-62. ).

Se demostrd su identidad con pukateina por compara-
cién con una muestra auténtica (pfm, IR (figuras 3-63 y

3-64 ), Rf).

2.6.21.~ BDCLn-21.(R) (-)-Laurelina (3-19)

S6lido amorfo cromatogrédficamente puro;GCDCI3 2;53

s(3H), 3,83 s(3H), 5,904, J = 2,0 Hz (1H), 6,05 4, J=2.0Hz,

6,53 s(1H), 6,76 dd, J= 8,0 Hz, J' = 2,5 Hz (1H), 7,16 d,

J =8,0 Hz (1H), 7,65 ppm d, J= 2,5 Hz (1H), (figura 3-65).

La base (550 mg) se disolvid en etanol absoluto y se
tratd con una solucibén de 250 mg de &cido (+)-tartirico en
etanol absoluto; por filtracidn y posterior secado se obtuvo
un sdlido blanco éristalino que fundid a 204—209°(lit.211°)63

laié°= - 50.0°(c=0.10m EtOH) (lit - 25.1 ¥ 3.19)%3,
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Identificado como laurelina por sus constantes fisi-

cas y propiedades espectroscbpicas.

2.6.22.~ BDCLn-22. (R) (-)-Romneina (3-24 )

S6lido amorfo cromatogrédficamente puro 6CDCI3 2,50

s(3H), 3,81 s(3H), 3,85 s(3H), 5,85 s(2H), 6,26 s(1H), 6,61
d, J =2,0 Hz (1H), 6,70 4, J = 2,0 Hz (1H), 6,71 ppm s(1H)
(figura 3-84 ). El espectro resultd ser idéntico al del al

caloide de Romneya coulterii (figura 3-85 ),

La base (98 mg) se disolvid en etanol absoluto y se
tratd con una solucidén de HBr en etanol absoluto; el solven
te se elimind y el producto amorfo obtenido se cristalizé
de acetona; por filtracidn y posterior secado se obtuvo 75
mg dé un sb6lido blanco cristalino que fundid a 223-225°

(Lit. 226-228°)°%, |a|Z> -75°(c = 0,20, Etom) (lit.|a|y-43F°,

Identificado como (R) (-)-romneina por sus constantes

fisicas y propiedades espectroscdpicas.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

3.1.- Determinacidén de Estructuras de Alcaloides Oxoapor-

finicos

3.1.1.- Generalidades Espectroscdpicas

El rasgo caracteristico de los espectros de IR de los
alcaloides oxoaporfinicos (3- 1), es la aparicibén de una
banda aproximadamente a 1650 cm-'1 que corresponde al estira

miento C=0 del carbonilo conjugado del C-7.

Los espectros de UV muestran un patrdén complejo, ob-
servéndose en algunos casos hasta siete bandas. De los va-
lores de abqorcién en el UV publicados para este tipo de
compuest0566_68 es posible indicar los rangos en gue se ob-

servan: 206-226, 235-256, 264-282, 292-324, 347-390, ~ 400

y v 450 nm.
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La mayoria de los espectros de RMN de lH de compues
tos de este tipo se han registrado en &cido trifluoracéti-
co. Mediante el examen de los espectros publicados en la

66,68

literatura es posible concluir ciertas generalidades.

Cuando los espectros estdn bien resueltos se obser-
va un sistema AB con J 5-7 Hz correspondiente a los hidré-
genos de C-4 y C-5 y que aparecen respectivamente entre

7'83""8’67 y 8,76"'9’00 ppm.

En todos los casos el H-3 resuena a campo mids alto

que los restantes hidrSgenos arométicos.

En el caso de las oxoaporfinas con sustitucién oxi-
genada en C-1, C-2, C-9 y C-10 se observan tres singuletes
en la regidn de bajo campo del espectro. El singulete que

aparece a campo mé&~ bajo, 8,30-9,36 ppm, corresponde gene-

. ralmente al H-11l, aunque en el caso de la oxolaurelina

(1,2-metilendioxi-10-metoxi-7-oxoaporfina) el H-8 resuena

a campo mé&s bajo que el H-1169.

La senal de los hidrdgenos de un grupo metilendioxi
ubicado en C—l y C-2 aparece a 6,6-6,85 ppm; cuando el
grupo estd ubicado en C-9 y C-10 la sefial aparece a " 6,20
ppm.

Si el espectro se registra en CDCl3 se observa un

corrimiento importante de la sefial correspondiente a los
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hidrégenos del grupo metilendioxi ubicado en C-1 y C-2, la
gque aparece a campo mds alto 6.23-6.37 pp, como se despren-
de de los espectros publicados en la literaturax'70 y de es-

pectros registrados en este trabajo para lanuginosina y

oxolaurelina (figura 3-1)

.70 , 0 y . i Z
oxopukateina oxoputerina lanuginosina oxolaurelina (fig.3-21)

Valores de resonancia de los hidrdgenos del grupo metilendioxi ubicado en

1 x
C-1 y C-2; espectros de RMN de H registrados en CDCl3

figura 3-1

Otros corrimientos importantes observados cuando
el espectro se registra en CDC13, afectan principalmente

las senales correspondientes al H-4 y H-3, y en menor gra-
69

do al H-11 todas las que aparecen a campo mas alto

Los espectros de masas de estos compuestos muestran

un ién molecular abundante que siempre corresponde al pico

68,70,71

base . Las fragmentaciones se explican por la pérdida
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de los sustituyentes oxigenados de los anillos. Estas pér-
didas se realizan por eliminaciones conjugadas en los que

estd involucrado el carbonilo del C—77l. Puede suceder,sin
embargo que este grupo carbonilo sea expulsado como proceso

primario, dependiendo de la sustitucidn en el anillo D69.

3.1.2.- Liriodenina (3-2)

La fraccién BDCLs, cristalizada de CHC1 dio un sé

37
lido_amarillo (agujas), designado como BDCLs-1, que fundib
a 279-281°(d). El espectro de IR mostrd una sefial a 1645
cm © que se asignd al carbonilo de cetona conjugada, de un
alcaloide oxoaporfinico (figura 3-2). El espectro de UV con

firmé la presencia de un anillo de oxoaporfina (figura 3-3)

El espectro de RMN de 1H en TFA (figura 3-4 ) mostrd
sefiales a §: 7,66 ppm (s, 1H), correspondiente a un protdn
unido al C-3 de un alcaloide oxoaporfinico, 6,73 ppm (s,2H)
correspondiente a los hidré6genos de un grupo metilendioxi

unido a C-1 y C-2 y un sistema complejo de sefiales entre

7,76-9,1 ppm cuya integral correspondid a 6H.

Con estos datos fue posible postular para el com-

puesto la estructura de la 1,2-metilendioxioxoaporfina. Li-

riodenina (3-2).
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La comprobacién de la estructura asignada al compues
to se logré a través de su comparacidén con una muestra au-
téntica de liriodenina (espectros de IR idénticos (figura
3-5); no hubo depresidn del p.f. al determinarlo para una

mezcla; idénticos Rf en CCF).

BDMLs-1, BDCup-l1 y BDLn-1 también resultaron idén-

ticos a liriodenina.

3.1.3.- Oxonantenina (3-3)

Por fraccionamiento de BDMLs (esquema 2-2) y poste-
rior separacidn por cromatografia en columna se aisld un
s6lido anaranjado, designado como BDMLs-2, qgue recristali-
zado de CHCl3 fundid a 211-212°(d). El espectro de IR mos-
trd una sefial a 1650 cm-'1 que se asignd al carbonilo de

cetona conjugada de un alcaloide oxoaporfinico (figura 3-6).

El espectro de RMN de 1H en CDCl, + TFA (figura 3-7) mostrd
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sefiales a & : 4,18 (s, 3H), 4,24 (s, 3H) y 6,24 ppm (s,2H)
correspondientes a los hidrdgenos de dos‘grupos metoxilo
y de un grupo metilendioxi. Tres singuletgs a 7,47 (1H),
7,80 (1H) y 8,64 ppm (1H) y un sistema AB a 8,37 J= 6Hz
(1H) y 8,76 ppm J= 6 Hz .(1H) concﬁerdan con la estructura
de un alcaloide oxoaporfinico sustituido en las posiciones
1, 2, 9, 10. El desplazamiento quimico de la resonancia de
los hidrégenos del grupo metilendioxi indica que éste se

encuentra en la posicidén 9, 10.

Con estos datos fue posible postular para el compues
to la estructura de la 1,2-dimetoxi-9,10-metilendioxi oxo-

aporfina. Oxonantenina (3-3).

(3-3)

Esta estructura recibe apoyo adicional del espectro
de masas (figura 3-8); la medicidén de alta resolucidn de

la senal del idén molecular confirmd la f6rmula C19H13N05
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fig. 3-6. Espectro de

IR de BDMLs-2."
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Esquema de fragmentacidn
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(calculado 335,0794; experimental 335, 0806).

Por otro lado, la ausencia de un fragmento M}rCH20
y un pico importante correspondiente a M+—Me (81%) confir-
mé que el grupo metilendioxi se encontraba en el anillo D.
El pfobable esquema de fragmentacidén se muestra en la fi-

gura 3-9.

BDCLp-2 y BDCLs-2 también resultaron idénticos a

oxonantenina.

Aunque este compuesto habia sido descrito con ante-
rioridad en una oportunidad en la literatura54, no fue po-
sible obtener una muestra para su comparacibén directa con

los aislados en este trabajo.

3.1.4.- Aterolina (3-4)

Por separacién mediante cromatografia en columna
de BFCLs , se obtuvo un sblido amorfo de color anaranjado
designado como BFCLs-14, que.cristalizado de CHCl, fundid
a 235-260° (d). El espectro de IR mostrd una sefial a 1625
cm — que se asignd al carbonilo de cetona conjugado de un
alcaloide oxoaporfinico (figura 3-10) - E1 espectro de RMN
de lH en TFA (figura 3-11) mostrd sefiales 6: 4,26 (s,3H),
4,35 (s, 3H) y 4,38 ppm (s, 3H) correspondiente a los hi-

drbégenos de tres grupos metoxilo. Tres singuletes a 7.66

(lH), 8,10 (1H), 9,36 ppm (1H) y un sistema AB a 8,51
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J=6,0 Hz (1H) y 8,78 ppm J = 6Hz (1H) estdn de acuerdo con
lo esperable para un alcaloide oxoaporfinico sustituido en

las posiciones 1,2,9,10.

Con estos datos fue posible postular para el com-
puesto la estructura de un alcaloide oxoaporfinico con tres

grupos metoxilo y un hidroxilo fendlico.

El espectro de masas del compuesto (figura 3-12 ),
permitidé afinar la estructura. La medicién de alta resolu-
cién de la senal del idn molecular confirmd la férmula
C19H15N%

otros fragmentos se pueden racionalizar con el siguiente

(calculado 337,0950; experimental 337,0960). Los

esquema (figura 3-13),
Con estos datos fue posible postular para el com-
puesto la estructura de la 9-hidroxi-1,2,10-trimetoxioxo-

aporfina. Aterolina (3-4 ).
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La comprobacidn de la estructura asignada al com-
puesto se logrd a través de la preparacién del derivado
acetilado y comparacidén con una muestra auténtica de ace-
tilaterolina (espectros de IR idénticos figuras 3- 14 y

3- 15),

BFCLp-14 también resulté idéntica a aterolina.

3.1.5.- Oxolaurelina (3-6)

La fraccién BDCLn recristalizada de CHC1 dio un

37
s6lido amarillo claro (agujas), designado como BDCln-15 ,
que fundid a 297°. El espectro de IR mostrd una sefal a
1642 cm—1 que se asignd al carbonilo de cetona conjugado de
un alcaloide oxoaporfinico (figura 3-16 ). E1 espectro de
RMN de 1H en TFA (figura 3- 17 ) definid los sustituyentes
unidos al sistema tetraciclico de la oxoaporfina; la senal
a 4,18 ppm (s, 3H) se asignd a los hidrbdgenos de un grupo
metoxilo y la sefial a 6,71 ppm (s, 2H) se asigndé a los hi-
drdgenos de un grupo metilendioxi unido a c-1y c-2. El
‘anélisis de la zona de bajo campo del espectro permitid
asignar la sefial a 7,62 ppm (s, 1H) al H-3 y las senales

a 8,49 (4, 1H, J = 6Hz) y 8,77 ppm (d, 1H, J= 6 Hz) a H-4

Y H-5. Las restantes sefiales, a 7,40 (dd, 1H, J = 9 Hz,

J'= 2 Hz), 8,41 (4, 1H, J = 2 Hz) y 8,64 ppm (d, 1H, J=9Hz)

permitieron concluir que el grupo metoxilo se encontraba
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unido al C~9 o al ¢C-10.

El'compuesto con el metoxilo en C-9 se conocia con
el nombre de lanuginosina (3-5) y se habia descritéﬁgomo‘
un s6lido anaranjado de p.f. 302-304°72 6 317-319°73. g1
compuesto con el metoxilo en C-10 habfa sido sintetizado

y descrito como un sblido amarillo de p.f. 268°°.

El espectro de RMN de lH de la lanuginosina (3-5)
se habfa publicado72 Yy resultd ser superficialmente pafe—
cido al de‘BDCLq;15 (3~6 }; éor otro lado los datos publi-
cad0567 para la 1,Zwmetilendioxi—lo-metoxioxoaporfina(3-7)
eran totalmente diferentes a los obtenidos para BDCLn-15

(3-6).

La comparacidén directa del espectro de IR de BDCLn-15
(figura 3-16), con el de una muestra autdntica de lanugino-
. sina (3-5) (figura 3-18 )claramente demostrs que los dos
compuestos eran diferentes como la estructura de la lanu-—

. 9inosina habia sido confirmada por sintesis, queda como
tinica estructura posible para el compuesto la que tiene él
. grupo metoxilo en C-+10, alcaloide aislado por primera vez
como producto'natural, Yy que deberia recibir el nombre de
oxolaurelina (3-6) siguiendo la costumbre de designar las
oxpaporfinas como anélﬁgos de las aporfinas con los mismos

sustituyentes oxigenados.
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7625 770

;;d

(3-7) ' (3-5)
Valores de RMN de 1H en TFA Valores de RMN de 1H en TFA
para la 1,2-metilendioxi-10- para la lanuginosina.73

. X Py 87
metoxiaporfina sintética.

{3-86)

Valores de RMN de 1H en TFA para

BDCLn-15.0x0laurelina
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La estructura asignada recibe apoyo adicional del
espectro de masas (figura 3-19). La férmula molecular
C18H11N04 fue confirmada por la medicién de alta resolu-
cibn de la intensa (100%) sefial del i6én molecular (calcu-
lado 305,0688; experimental 305,0690). El finico otro pico
importante en la zona de masas aitas corresponde a m/z 277
(M+-C=O, 14%) cuya formacidn se puede racionalizar coﬁ el

esquema de fragmentacidn de la figura 3-20 .

Los isdmeros lanuginosina (3-5), oxoestefanina(3-8)
y oxoputerina (3-9) dan fragmentos importantes a m/z 275
(M*-cH,0, 208) 73, m/z 276 (i*-cmo, 96%) %, m/z 290 (et -cn,
21%)60 respectivamente. Esto ilustra cuan fuertemente afec
ta la posicidn del grupo metoxilo en el anillo D la frag-
mentacidn del ién molecular. Los procesos mencionados se

pueden racionalizar de la siguiente manera: (figuras 3-22

' 3-23 y 3-24 ).




Esquema de fragmentacidn de BDCLn-15. Oxolaurelina

figura 3-20
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—CH20

de lanuginosina (3-5)

Esquema de fragmentacidn

-22

figura 3
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—T

Esquema de fragmentacidn de oxoestefanina

figura 3-23
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Esquema de fragmentacidn de oxoputerina

figura 3-24

3.1m6.- Oxoputerina (3-9)

De la fraccidn BDCLn , por cromatografia en capa
fina preparativa de las aguas madres de obtencidn de oxo-
laurelina (3-6) se obtuvo un s6lido amarillo designado co-

mo BDCLn-16 , que recristalizado de CHCl., fundid a 242-

3
244°,

El espectro de IR (figura 3-25 )mostrd una sehal a

-

1650 cm"1 gue se asignd al carbonilo de cetona conjugada

de un alcaloide oxoaporfinico. El espectro de RMN de lH

en CDCl3 (figura 3-26 ) definid 1los sustituyentes unidos al

sistema tetraciclico de la oxocaporfina: la sefial a 4,04 PEm
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(s, 3H) se asignd a los hidrSgenos de un grupc metoxilo

y la sefial a 6,23 ppm (s, 2H) se asigné a los hidr&genos
de un grupo metilendioxi que se ubicd en C~1 y C-2. La se-
nal a 7,16 pﬁm (s, 1H), se asignd al H-3 y las sefales a
7,74 (d, 1H J = 5 Hz) y 8,84 ppm (4, 15 J =5 Hz) se asig-
ﬁaron respectivamente al H-4 y H~5., Las restantes sefiales
a7,31 (dd, J = 8 Hz, J'= 1,5 Hz)}, 7,56 (t, J = 8 Hz} ¥y
8,18 ppm (dd, J = 8 Hz, J' = 1,5 Hz) permitieron concluir

gue el grupo metoxilo se encontraba unido al C-8 6§ C-11.;

La estructura se determiné por el espectro de masas
(figura 3-27 ). La férmula molecular C,gHy1NO, fue confir-
mada por la medicidn de alta resolucidén de la intensa (100%)
sefial del i6n molecular (calculado 305,0688; experimental
305,0669). El inico otro pico importante en la zona de ma-
sas gltas corxresponde a m/z 290 (M+—CH3, 30%). Como vimos
en 3.1.5., la estructura coﬂ el -OCH3 en el C-8 correspon-
de a la oxoestefanina (3-8) que da un fragmento a m/z 276

(th CHO, 96%), mientras que la oxoputerina se caracteriza

por la pérdida de un grupo metilo (figura 3-24 ),

Con estos datos fue posible postuiar para el com-
puesto la estructura de la 1,2-metilendioxi-ll-metoxioxo-

aporfina. Oxoputerina (3-9).
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(3-9)

La comprobacidén de la estructura asignada al com-
puesto se logrd a través de su comparacidn con una muestra
auténtica de oxoputerina (3~9) (espectros de IR idénticos
(figuras 3-25 y 3-28 ); no hubo depresién del p.f. al de-

terminarlo para mezclas; idénticos Rf en CCF).

3.2.- Determinacién de Estructuras de Alcaloides Aporfini-

cOSs

3.2.1.- Generalidades espectroscdpicas

La herramienta principal en la determinacidn estruc-

tural de los alcaloides aporfinicos (3-10) es la RMN de

1H. La mayoria de los espectros. de compuestos de este tipo

se han registrado en CDCl3 y ciertas generalidades se han

75'76. Mediante el examen de da-

68,70
es

publicado en la literatura

tos espectroscbpicos publicados més recientemente
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posible confirmar estas generalidades.

Los hidrbgenos de un.grupofngH3 resuenan entre 2,35-

2,55 ppm.

Los hidr&genos de un grupc metoxilo ubicado en C-1
resuenan siempre a campo relativamente alto (3,4-3,7 ppm)
debido a2 que la compresidn entre el sustituyente del C-2
g ei.hidrégenq u otro grupo unido al C-11 lo obligan a sa-
lir del plano del anillo A. Los que resuenan a campo mas
bajo son los hidrdgenos de los metoxilos ubicados en C-2,
-C-9.y C-10 (3,8-3,9 ppm) y los hidrdgenos de un metoxilo
ubicado en C-1l1l resuenan a un valor intermedio, 3,6-3,8
ppm.

‘ Los hidrdgenos de un grupo metilendioxi ubicado en
C-1 y C-2 aparecen como dos dobletes de J=1,5 Hz aproxi-
madamente a 5.9 y 6,0 ppm. Esto se atribuye a la no equi-
valencia de los &tomos de hidrdgeno por la falta de plana-
ridad del sistema bifenilico constituido por los anillos

A y D. Una situacidn semejante es esperable si el grupo
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metilendioxi se encuentra ubicado en C-10 y C-1l1. Los hi-
drbgenos de un grupo metilendioxi ubicado en C-9 y C-10,
donde el efecto de la anisotropia magnética del anillo A
es despreciable, aparecen como un éingulete a aproximada-

mente 6,0 ppm.

En el casovde'aporfinas con sustitucidn oxigenada
'en C-1, C-2, C-9 y C-10 se observan 3 singuletes en la re-
_gién‘dé bajo campo del espectro. El singulete que aparece
a campo mds bajo, 7,6-8,2 ppm, corresponde al H-11l que se
halla en la regiémn de desapantallamiento del anillo Ay el
singulete que aparece a campo mé&s alto, 6;5-6,7 ppm, co-—
rresponde al H-3. Esta situacidn es general paraaporfinas
con otro tipo de sustitucibén oxigenada en las que el H-11
también resueéna a campo mis bajo y el H-3 es el gue resue-

na a campo m&s alto.

Un hecho (til para la determinacién de estructuras
se observa en aporfinas sustituidas en C-10 y C-11; un
cuarteto AB aparece para H~8 y H-9 si en los otros dos car
bonos del: anillo D hay metoxilos. Cuando el metoxilo de
C-11 se reemplaza por un hidroxilo los protones de H-8 y

H-9 aparecen como un singulete.

Debido a la inestabilidad de las noraporfinas y a

las dificultades que presenta su separacidn por los métodos
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habituales, estos compuestos se identificaron como N-ace-~

tilderivados.

Los espectros de RMN de 1H de estos derivados mues-
tran caracteristicas similares a las de las aporfinas, si
bien hay pequelios corrimientos de las resonancias de los
H a campo més bajo y se observa una sefal a aproximadamen-
te 2,20 ppm correspondiente a la resonancia de los hidrdge-

nos del grupo acetilo.

Los -espectros de masaglde los alcaloides aporfinicos
muestran un ién molecular abundante que frecuentemente co-
rresponde al pico base77’78; otro fragmento abundante y que
también algunas veces corresponde al pico base es el M+—1.

Las principales fragmentaciones de los alcaloides aporfini-

cos se muestran en la figura (3-29).

Los espectros de masas de las noraporfinas N-aceti-
ladas difieren apreciablemente de los de las aporfinas y
la fragmentacidn esté dirigida por la presencia del grupo

79 (figura 3- 30 ). Un reordenamiento de McLaffer-

Efacetilo
ty del idn ﬁd;gcular produce un idn intermediario que da

origen a iones (M—591+ \'a (M-72)+; complementariamente una
reaccidn de retro Diels-Alder del idn molecular produce un

idén a (M-71)+ gue tambi&n da origen a la especie m-72)F

por pérdida de H.
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+
_ (m -58)
L |~
G -
(m —7a)

(m-a3)’’

Esquema de fragmentacidn de alcaloidesg aporfinicos

figura 3-29
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Esquema de fragmentacidn de noraporfina N-acetiladas

figura 3-30
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3.2.2.~ (S) (+)N~-Acetilnornantenina (3-11)

metida a acetilacién dio una mezcla de compuestos que cris
talizada de EtOH absoluto, dio un s8lido blanco, designado

como Acetil-BNFMLis~3, que recristalizado de EtOH fundid a

281-2849; |o| + 357,6. El espectro de IR mostrd un pico a
1620 cm-'1 que se asignd al carbonilo de amida (figura 3-31)
El espectro de RMN de lH en CDCl, (fig. 3~ 32 ) mostr6 sefa-
les a: 2,18 s(3H), 3,66 s(3H), 3,88 s(3H) y 6,00 ppm s(2H)
correspondientes a los hidrdgenos de un grupo acetilo, de
dos grupos metoxilo y de un grupo metilendioxi. Tres singu-
letes a 6,64 (1H)}, 6,77 (1H) y 8,00 ppm (1H) concuerdan con
' la estructura de una N-acetilnoraporfina sustituida en las
posiciones 1,2,9,1C. El hecho de que los hidrbgenos del gru
-po metilendioxi tengan el mismo desplazamiento quimico in-

dica que éste se encuentra en la posicifén 9,10. Con estos

datos fue posible postular para el compuesto la estructura

de la N-acetil-1,2-dimetoxi-9,10-metilendioxinoraporfina

(8) (+)N-acetilnornantenina (3-11)
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{(3-11) R=A¢
3-11: R:=H

Ei'espectro de masas del compuesto (figura 3-33 ) per-
miti6é afirmar la estructura. La medicidn de alta resolucidn
de la sehal del idn molecular confirmd la férmulaCZEEfW%
(calculado 367,1419; experimental 367,1436). Los otros frag-

mentos se pueden racionalizar con el siguiente esquema:

(figura 3-34 ).

La comprobacibn de la estructura asignada al compues-
to se logrd a través de su comparacibén con una muestra autén
tica de N-acetilnornantenina (espectro de IR idénticos (£i=~

guras 3-3l y 3-35 ); no hubo depresién del p.f. al determi-

narlo para una mezcla; idénticos Rf en CCF).

Acetil-BNFCLp-3 Yy Acetil-BNFCLs~3 también resultaron

idénticas a la N-acetilnornantenina.
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-

Egquema de fraccionamiento de Ac-BNFMLs-3. Acetilnornantenina

figura 3-34
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3.2.3.- (R) (-)N-Acetilanonaina (3-12)

La fraccidn BNFCLp sometida a acetilacidn dio una mez
cla de compuestos que por cristalizacidn de EtOH y por poé—
terior separacidn por cromatografia dio wun sdlido designa-

do como Ac-BNFCLp-4, que recristalizado de MeOH fundid a

236-238; |a|,-354,0. El espectro de IR mostrd una sefial a
1630 cm * que se asignd al carbonilo de amida (figura .3-36).
El espectro de RMN de lH en CDCl3 (figura 3-37 Ymostrd sehna-
les a: 2,21 s(3H), 5,97 4, J= i,S Hz (1H) y 6,08 ppm 4,

Jd= 1,5 Hz (1H} correspondientes a los hidr&genos de un gru-

po acetilo y de un grupo metilendioxi.

Un singulete a 6,58 (lH)”y dos multipletes a 7,26(3H)-
y 8,01 ppm (1H) concuerdan con la estructura de una N-ace-
tilnoraporfina con ur grupo metilendioxi en posicién 1,2.
Con estos datos fue posible postular para el compuesto la
estructura de la‘§facetil—l,2-metilenéioxinoraporfina. (R)

(-)N-acetilanonaina (3-12).

{3-12) R=Ac
3-12, B=H
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El espectro de masas del compuesto (figura 3- 38 )
permitid afirmar la estructura. La medicién de alta resolu-
cibén de la sefal del idn molecular confirmd la f6rmula
C19H17N63 (calculado 307,1208; experimental 307,li93). Los

otros fragmentos se pueden racionalizar con el siguiente

esquema (figura 3-39.).

La comprobacidn de la estructura asignada al com-
puesto se logrd a travéds de su comparacidn con una muestra
auténtica de N-acetilanonaina (espectros de IR idénticos
(figuras 3- 36 y 3-40 ); no hubo depresibn del pf al deter-

minarlo para una mezcla; idénticos Rf en CCF).

Acetil-BNFML.s-4 tambi&n resultd idéntica a la N-

. acetilanonaina.

3.2.4.~-"(R) (-)N-Acetil nornuciferina (3-13)

De la fraccidn de aguas madres de Acetil-BNFMLs-3,

por separacibn por cromatografia se obtuvo un sélido desig-

nado como Ac—-BNFMLs~5, que cristalizado de MeOH fundid a

230-233°; |a|D~4l7,0. El espectro de IR mostrd una sefial a
1625 cm_l que se asignd al grupo carbonilo de una amida

(figura 3- 41),. El espectro de RMN de lH en CpbCl. (figura

3
3-42) mostrd sefiales a: 2,17 s(3H), 3,67 s(3H) y 3,90 ppm
s (3H) correspondientes a los hidrbgenos de un grupo aceti-

loy dos grupos metoxilo.
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—H C=N-C-V H, G=N=C]
HC=N-C-Ne 2 “oH

m/z 235

Esquema de fraccionamiento de AC=BNFCLp-4. Acetilanonafna

figura 3-39
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Un singulete a 6,70 (1H) y dos multipletes a 7,22
(3H) y 8,38 ppm (1H) concuerdan con la estructura de una
N-acetilnoraporfina con grupos metoxilos en C-1 y C-2. Con
estos datos fue posible postular para el compuesto la es-

tructura de la N-acetil-1,2-dimetoxiaporfina (R}(—)Eface-

tilnornuciferina (3-13).

100
e

{3~-13) R=A¢
3-13: R:=H

El espectro de masas del compuesto (figura 3-43) per
mitid afirmar la estructura. La medicidén de alta resolucidn
de la sefial del i6n molecular confirmd la férmulaCbOHszh
(calculado 323, 1522; experimental 323,1513)}. Los otros

fragmentos se pueden racionalizar con el siguiente esquema

(figura 3-44 ).

La comprobacidn de la estructura asignada al compues
to se logrd a través de su comparacifn con una muestra autén
tica de N-acetil nornuciferina (espectros de IR idénticos
(figuras 3-41 y 3-45); no hubo depresién del pf dl determi-

narlo para una mezcla; idénticos Rf en CCF).
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~H C=N-C-Me B *HyC-N=C
- '(') ’ OH
m/z 251 -

Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFMLs-5. Acetilnorauciferina

figura 3-44
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3.2.5.- (8) (+) -N-Acetillaurotetanina (3-14)

De la fraccidn de BFCLs por separacidn mediante cro-
matografia en columna se aislé un sélido amorfo cromatogré-
ficamente homogéneo designado como BFCLs-13. El espectro
de-RMN de 1H (figura 3-46) indicd que se trataba de una nor-
aporfina, con sefiales a § 3,66 s(3H) y 3,86 ppm s (6H) co-

rrespondientes a los hidrégenos de tres grupos metoxilo.

Tres singuletes a: 6,56 (1H), 6,78 (1H) y 8,03 ppm
(1H) concuerdan con 1a.estructura de una noraporfina fendli
ca sustituida en las posiciones 1,2,9,10, con un grupo meto-
xilo en C-1. El espectro result8 semejante al publicado para

la laurotetaninass.

El alcaloide se sometid a acetilacidn Y se obtuvo de
esta manera en N-acetilderivado que recristalizado de MeOH
fundid a 138-140°; [a|, + 338.0. El espectro de IR mostrd
una senal a 1605 cmnl que se asignd al grupo carbonilo de
una amida (figura 3-47 ). El espectro de RMN de 1H (figura
3-48) .resultd practicamente idéntico al de la base, con la
'excepcién de una sefial a ¢ 2,18 ppm correspondiente a los

hidrSgenos del grupo N-acetilo.
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( 3-14) R=Ac
3-14: R=H
El'espectro de masa del compuesto (figura 3-49) con-
firmd la fé6rmula 021H23N05 (calculado 369,1576; experimen-

tal 369,1575). Los otros fragmentos se pueden racionalizar

con el siguiente esquema: (figura 3-50).

La comprobacidn de la estructﬁra asignada al compues-
to sé logrd a través de su comparacidn con una muestra au-
téntica al N-acetillaurotetanina (espectro de IR idénticos
(figuras 3-47 y 3- 51); no hubo depresién del pf al deter-

rinarlo para una mezcla, idénticos Rf en CCF).

Acetil-BFCLp-13 también resultd idéntico a la N-ace-

tillaurotetanina.

3.2.6.- (R) (-)0,N-Diacetilasimilobina (3-16)

cidn mediante cromatografia se aisld un s&lido amorfo cro-

matogrdficamente homogéneo, designado como BFCLp-11. E1
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~H_ CEN-C=iVi B *H,C—N=C, '
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- Ve

C17H149;
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Esquema de fraccionamiento de Ac=BFCLs~13.Acetillaurctetanina

figura 3-50
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espectro de RMN de “H (figura 3- 52 ) mostrd una sefial a

3,63 ppm s(3H) correspondiente a los hidrbgenos de un gru-
po metoxilo. Un singulete a 6,70 (1H) y dos multipletes a
7,28 (3H) y 8;28 ppm (1H) concuerdan con la estructura de
una noraporfina con un grupo metoxilo en C-1 y un hidroxi-
lo en C-2, alcaloide conocido con el nombre de asimilobina

(3-15) .

(3-15) (3-16)

El alcaloide se sometid a acetilacidn y se obtuvo de
esta manera un O,N-diacetilderivade que recristalizado de
benceno-hexano fundid a 141-144°; [u]D—344,0. El espectro
de IR mostrd sefiales a 1750 y 1625 cm © que se asignaron
respectivamente a grupos carbonilo de é&ster y de amida (fi-
~gura 3-53 ']. Ei eséectro de RMN de 1H (figura 3- 54 ) resul-
t6 parecido al de la base, con la excepcidn de la aparicidn
de senales 2,20 s(3H) y 2,36 ppm s(3H) correspondientes a
los hidrdgenos de los grupos O-acetilo y N-acetilo y de un

corrimiento de la resonancia del H-3 de 6,70 a 6,86 ppm;
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debido al efecto desprotector del grupo QO-acetilo, que co-
rre la resonancia del H-3 a campo m&s bajo confirmando la

presencia del grupo -OH en C-2.

,El espectro de masas del O-N-diacetilderivado (figura
3-555 permitid afirmar la estructura. La medicién de alta
resolucidén de la sefial del idn molecular confirmd la férmu-
ila 021H21NO4 (calculado 351,1471; experimental 351,1461).
Los ot;ds fragmentos se pueden racionalizar ccn el siguien-

te esquema: (figura 3-56),

La comprobacidn de la estructura asignada al compues-—
to se logrd a través de su comparacidn con una muestra au-
téntica de (R)(-)0, Eﬁdiacetilasim;lobina (espectros de IR
idéqticos (figuras 3-53 y 3-57 ); no hubo depresidn del

pPf al determinarlo para una mezcla; idénticos Rf en CCF).

3.2.7.~- (8) (+) O,N-Diacetilnorcoridina (3-17)

La fraccién BNFCLp-extraidas a pH 4,0 se separd por

cromatografia en columna. Por acetilacidn de la fraccidn
13-17 y posterior purificacidn mediante cromatografia en
capa fina preparativa, (ver 2.3.2.) se.aisld un sdlido
amorfo homogé&neo cromatogr&ficamente, designado como Ac-
BNFCLp-8, |5a|D + 266. El espectro de IR (figura 3-58) mos-

trd seflales a 1720 y 1640 cm"1 que se asignaron a grupos
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carbonilos de éster y amida, respectivamente. El espectro

de RMN de 1H en CDC1l, (figura 3-59) mostrd sefiales a 2,16

3
s(3H) y 2,25 ppm s(3H) gue se asignaron a los hidrbgenos
de dos gruposracetilo. Tres singuletes cuya integracidn
correspondid a 3H cada uno a valores de 3,45, 3,85 y 3,88
ppm se asignaron a los hidrbgenos de tres grupos metoxilo.
Un singulete a 6,70 (1H) 'y un sistema AB a 6,88 £¥§,0 Hz
(1H) y 7,13 ppm, J= 8,0 Hz (1H) en la zona de bajo campo
del espectro se asignaron a H-3, H~8 6 H-9 y H-9 6 H-8.Con
estos datos fue posible postu;ar la estructura de una nor-
aporfina sustituida en las posiciones 1, 2, 10 y 11.

Debido a que el compuesto se aisld de la fraccidn de
alcaloides no fendlicos y a que el espectro de RMN de 1H
demostrd la imposibilidad de la existencia de un hidroxilo
acetilado en C-3, C~4 & C~7 el alcaloide debe tener un hi-
.droxilo fenSlico ubicado en C-1 o C-11 pues en esas posicip
nes el compuesto se comporta como un criptofenol y no es

extraido con una solucibn acuosa biasica desde una solucidn

cloroférmica.

La separacidn de 0,25 ppm ‘entre las resonancias de H-8
y H-9 determind que se postulara la estructura de la (8) (+)-

0,N-diacetilnorcoridina (3-17) pues en el derivado de 1la

norisocoridina serfia esperable que estas sefiales aparecieran
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como sipguletess. Este derivado no ha sido descrito en 1la

literatura.

-El espectro de masas del compuesto (figura 3-60)per-
mitid afirmar la estructura. La medicién de alta resolucidn
de la sefial del 16n molecular confirmé la férmula C,4H,5NO,
(calculado 411, 1682; experimental 411, 1684). Los dtros

fragmentos pueden racionalizarse con el siguiente esquema

(figura-3-61).

3.2.8.- (R) (-] Pukateina (3-18}

La fraccidn BDCLn, cristalizada de etanol absoluto,
dio un sb6lido blanco, designado como BDCLn-20, que reecris-
talizado de etanol absoluto fundié a 211-212°; |a|-252,0.
El eéspectro de RMN de lH en CDC1, (figura 3-62) mostrd se-
nales a: 2,55 s(3H), 5,94 4, J= 1,25 Hz (1H) vy 6,08 ppm
d, J= 1,25 Hz (1H) correspondientes a los hidrégenos de un

. grupo N-Me y de un grupo metilendioxi.

Un singulete a 6,63 (1H) y un multiplete entre 6,76~
7,35 ppm (3H) concuerdan con la estructura de una aporfina
con un grupo metilendioxi en posicidn 1,2 y con un grupo
hidroxilo en el anillo D. La ausencia ée una senal cercana
a 8,0 ppm se'consideré como evidencia para plantear la es-
tructura de la 1ll-hidroxi, 1,2-metilendioxiaporfina puka-

teina (3-18), aislada anteriormente de esta misma planta.21
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(3-18)

La comprobacidn de la estructura asignada al compues
to se logrd a través de su comparacidn con una muestra
auténtica de pukateina (eséectros de IR idénticos (figu-
ras 3-63 y 3-64); no hubo deﬁresién del pf al determinar-

lo para una mezcla, idénticos Rf en CCF).

3.2,9.- (R)(-)-Laurelina (3-19)

Las aguas madres de obtencidn de BDCL-20 se separa-
ron por cromatografia en columna.de gel de silice. Por
evaporacidén de las fracciones 14-30 se obtuvo un sdlido
amérfo cromatograficamente puro designado como BDCLn=21

El espectro'de.RMN de 1

H en CDCl3 (figura 3-65) mostrd
sefiales a: 2,53 s(3H), 3,83 s(3H), 5,90 4, J= 2,0 Hz (1H)
Yy 6,05 ppm d; J = 2,0 Hz (1H) correspondientes a los hi-
drbgenos de un grupc N-Me, de un grupo metoxilo y de un

grupo metilendioxi en posicién 1,2, de un anillo aporfi-

nico.
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El andlisis de la zona de bajo campo del espectro
permitid asignar la sefial de 6,53 ppm (s, 1H) al H-3. Las
restantes senales, a 6,76 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, J=2,5 Hz),
7,16 (4, 1H, J= 8,0 Hz) y 7,65 ppm (4, 1H, J = 2,5 Hz)
permitieron concluir que el grupb metoxilo se encontraba
unido al C-9 o al C-lOL La comparacién de los datos de
RMN de 1H obtenidos, con los publicados en la literatura
para este tipo de compuestos permitid asignar la estruc-
tura de la 1,2-metilendioxi~10-metoxiaporfina , (R) (-)Lau-
relina (3-19), aislada anteriormente de la misma planta.21
En el estudio realizado mas recientemente, no se habfa lo

grado reaislar la 1aurelina.23

(3-19)

La comprobacibn de la estructura asignada al com-
puesto se logrd a través de la preparacidn del tartrato
(p.£. 204-209°; 1a|D—50,0°) Y la comparacifén de sus cons-

tantes fisicas con las aparecidas en la literatura§3.
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3.2.10.- (6aS) (7R)-Michelalbina (3-20)

La fraccidn BNFMLs-ext a pH 6,0, cristalizada de

CHClB,‘diO'un sb6lido blanco designado como BNFMLs-6, que
recristalizado de etanol fundié a 194-196°; |a[,-97,6. EL

espectro de RMN de 1H en CDCl, (figura 3-66) mostrd seifia-

3
les a: 5,90 4, J = 1,5 Hz (1H) y 6,05 ppm d, J= 1,5 Hz que

se asignaron a un grupo metilendioxi.

- Un singulete a 6,56 (1H) y dos multipletes a 7,31
(31) y 8,16 ppm (1H) concuerdan con la estructura de una

noraporfina con un grupo metilendioxi en posicién iz,

Dos sefiales adicionales, un doblete a 4,53 J=3 Hz
(1H) y un multiplete a 4,0 ppm (1H) se asignaron respecti-
vamehte a un hidrdgeno geminal a un grupo hidroxilo, que
debido a su multiplicidad debe estar en C-7°y al hidrb6ge~ ~77 °

no de C-6a. La constante de acoplamiento indicd una rela-

cidn cis entre los hidrégenos.

con estos datos fue posible postular para el com~
puesto la estructura de la 7-hidroxi-1,2-metilendioxinor-

aporfina. (Gag)(TE)-Michelalbina (3-20)
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(3-20)

El alcaloide se sometid a acetilacién y se obtuvo
de esta manera un 0, N-diacetil derivado qué recristaliza-
do de MeOH fundid a (236°) 239-243°(d). El espectro de
IR mostrd sefiales a 1740 y 1640 e (figura 3-67 )} que
se asignaron respectivamente a grupos carbonilo de &ster
Yy de amida. El espectro de RMN de 1H (figura 3-68) resul-
t0 parecido al de la base, con la excepcifn de la apari-
_cidn de sefiales a § 1,90 s{3H) v 2,23 s(3H) correspondien-
tes a los hidrdgenos de los grupos acetilo, y del corri-
miento esperado a campo m&s bajo de las sefiales de H-7 Yy

'H-6a a 6,24 y 5,42 ppm respectivamente.

El espectro de masas del compuesto (figura 3-69 )

confirmd la fé6rmula molecular ClelQNOS

1263; experimental 365, 1214). La fragmentacifn mas impor-

{calculado 365,

tante en este caso corresponde a la pérdida de &cido acé-

tico para dar un i6n radical a m/z 305.
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La comprobacibn de la estructura asignada al com-
puesto se logrd a través de su comparacidn con una muestra
auténtica de 0, N-diacetil michelalbina (espectros de IR
idénticos (figuras 3- 67 Y 3= 70); no hubo depresidn del
punto de fusidn al determinarlo para una mezcla, idéﬁticos

Rf en CCF).

3.2.11.~ rel (4R, 6aS)-4~Hidroxinornantenina (3-21)

La fraccidn BNFCLp-extraidas a pH 4,0 se separd
por éromatografia en éolumna. Por purificacidn de la frac-
gién 37-137 mediante croﬁatografia en capa fina preparati-
vVa se obtuvo un s6lido amorfo cromatogr&ficamente puro de-
?ignado como BNFCLp-9 . Ellespectro de RMN de lH en CDClj
(fig. 3-71 ) mostrd sefiales a: 3,65 s(3H), 3,94 s(3H) vy
5,97 ppm s(2H) correspondientes a los hidrdgenos de dos
grupos metoxilo y de un grupo metilendioxi. Tres singule-
tes a 6,68 (1H), 6,90 s(1H) y 7,89 ppm s(1H) concuerdan
con la estructura de una noraporfina sustituida en las po-
siciones 1, 2, 9, 10. El hecho que la sefial de los hidr6-
genos del grupo metilendioxi aparezca como un singulete
indica que este se encuentra en la posicién 9,10. La seiial
adicional, que no desaparecid por agregado de D0, a

§ 4,51 m, 4 Hz de ancho a la mitad de su altura (lH)} se

asigné a un hidrégeno geminal a un hidroxilo en C-4 o C-5
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( en C-7, como en la michelalbina, el protén geminal darfa

un doblete).

Por acetilacidn de la base se obtuvo un derivado

O,N~diacetilado que cristalizado de BtOH fundié a 179-181°

El espectro de IR mostrd sefiales a 1770 y 1640 cm~l
(figura 3-72) que se asignaron a grupos carbonilos de éster
y amida respectivamente. El espectro de RMN de 1H en CDCl13
(figura 3-73 ) mostrd una sefial adicional a & 2,30 ppm
s (6H) correspondiente a los hidr&genos de los grupos ace-—
tilo y un cambio en la sefial del H geminal al hidroxilo,
que fuera de aparecer a campo m&s bajo como era de esperar
por la acetilacidn (§ 5.77 ppm) se transformd en un doble-
te de dobletes con Jd =10 Hz J' = 5 Hz, sugiriendo un drés

tico cambio conformacional del anillo B.

El espectro de masas del derivado acetilado (figu-~
ra 3~ 74 ) permitif deducir la estructura del compuesto.
La medicidn de alta resolucidn de la sefal del i6n molecu-
lar confirmé la férmula C23H23N07 (calculado 425,1475; eﬁ-

perimental 425,1475).

Los otros fragmentos que se pueden racionalizar con
el siguiente esquema (figura 3-75 ), indicarfan que la fun
cidn oxigenada se encontrarfa en el G-4 Y due por consi-

guiente el alcaloide serfia la 4-hidroxinornantenina,




Esqdéma de fraccionamiento de Ac-=BNFCLp-9.

figura 3-75
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compuesto nuevo para la ciencia.

En el espectro de RMN de lH de la 4-hidroxinornan-
tenina,el protén unido al C-4 da origen a un multipiete
de 4 Hé de ancho a la mitad de su altura, 4,51 ppm, lo gque
indica que sus acoplamientos de espines con los protones
metilénicos del C-5 son pequefios y semejantes. Esta situa-
cidn corresponde a una conformacién semisilla del anillo
nitrogenado B con el grupo OH seudoaxial. En el espectro
del derivado acetilado la sefial del protén correspondiente
aparece como un doblete de dobletes, J = 10 Hz, J'= 5 Hz,
5,77 ppm, de donde se deduce que aqui el grupo -OAc ocupa

una posicidn seudoecuatorial.

Analizando modelos Dreiding.de 4(R) y 4(S)-hidroxi-
Ga(g)—nornantenina, no se aprecian diferencias claras en
la compresidn estérica de los conférmeros gue tienen el
grupo OH seudoaxial. Tampoco se puede decidir sin mis en-—
tre los confdrmeros de 4(R) vy 4(8) —acetoxi-6a (8) -N-acetil-
nornantenina con los grupos -OAc seudoecuatoriales. Por lo
tanto el andlisis de la multiplicidad de sefiales no basta
para establecer con seguridad las configuraciones relati-

-

vas de C-4 y C-6a.

Del examen de los datos de RMN de lH,publicados pa-
ra aporfinas 4-hidroxiladas,se deduce que cuando los Sto-

mos de hidrbgeno de C-4 y C-6a estén en relacidn cis,la
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resonancia del protdn unido al C-4 aparece en la regidn
que va de 4,44 a 4,52 ppm (figura 3-76 ), mientras que
cuando la relacibn de estos &tomos de hidrSgeno es trans
la sefial aparece entre 4,80 y 4,93 ppm (figura 3-77 ).
Cuando se acetila el alcohol secuﬁdario, la senal del pro-
tén unido al C-4 se desplaza a campos m&s bajos, aparecien
do a 5,77-5,92 ppm en los isdmeros cis (figura 3-76 ) y

a 6,20-6,32 ppm en los isSmeros trans (figura 3-77 ).

Estas regularidades observadas permiten decidir si-

la relacidn de los &tomos de en C-4 y C6a es cis o trans

en cualquier 4-hidroxiaporfina o 4~hidroxinoraporfina.

Debido a que es conocido que la mayoria de las apor
finas con sustitucién oxigenada en C-1, C-2, C~9 y C-10
tienen confiéuracién S en C-6a se postuld como estructura
defipitiva para el compuesto la de (4 R, 6a§)—4wHidroxinoE

nantenina (3-21}.

La estructura asignada al compuesto y la estereoqul
mica relativa se confirmd mediante el estudio cristalogré
‘fico de rayos X86, con lo cual quedan demostradas tambidn
las configuraciones de los alcaloides"que aparecen en las

figuras 3-76 y 3-77 .
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Datos de RMN de 'H de 4-hidroxiaporfinas con relacién‘trans_entre H-4 y. H-6a.’

figura 3-77
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3.2.12.- rel (4 R, 6aRMHidroxianonafna (3-22)

Al efectuar la separacidn mediante cromatograffa en
capa fina preparativa de la fraccién 37-137 con el objeto

de obtener la BNFCLp-9, rel (4 R, 6a S)-4-hidroxinornante-

~nina (3-21), se obtuvo un sdélido amorfo que se descomponia

rédpidamente en contacto con el aire y en solucién. El es-
pectro de RMN de 1H en CDCl3 (figura 3- 78 ) mostrd que se
trataba de una mezcla de rel (4R, 6a S)-4-hidroxinornante-
nina y de una cantidad mucho mds grande de otra noraporfi-
na con un grupo metilendioxi unido a C-1 y C-2 que daba se-

nales a 5,954, J = 1,5 Hz y 6,08 ppm d, J = 1,5 Hz. En la

‘zona de bajo campo del espectro se observd un singulete a

7,00 ppm, un multiplete superpuesto con la sefial del CHC13
y otro multiplete centrado a 8,05 ppm. El espectro mostrd

también un multiplete centrado a 4,83 ppm, a campo mucho
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mis bajo que lo hahitual debido a la presencia del grupo
hidroxilo en el C-4, como se puede concluir del examen de
los datos espectroscdpicos incluidos en las figuras 3-76

y 3-77 .

El valor de 4,83 ppm del desplazamiento quimico de
la resonancia del H-4 indicaria una relacidn trans entre
H-6a y el H~4 tal como también se observa para la episte-
porfina84, la paquistandinass, la norpaquistandina85 (na-

turales) y la epicatalina82 (éintética) (figura 3-77 ).

Como la configuracidn absoluta de todas las aporfi-
nas conocidas sin sustitucidn en el anillo D es (6a R)
66h68_70, esto implicaria que el compuesto es la rel (4 R

6a R)- 4-hidroxianonaina (3-22}, compuesto nuevo para la

ciencia.

{3-22)

. Intentos de purificar el compuesto fracasaron y lue

. go de tenerlo un par de horas en solucidn de CDCl, se

3
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observd por CCF la aparicibn de manchas coloreadas atri-
buibles a productos de descomposicién. Los intentos de pre
parar un derivado acetilado con el residuo obtenido por
concentracidén de la solucidn cloroférmica también fracasa-

ron.

3.3.- Alcaloides bencilisoquinolfinicos

3.3.1.-(8) (+)-Reticulina (3-23)

La fraccidn BFCLp-ext a pH 6,6 resuelta POr croma-

tografia en columna de gel de silice dio diferentes frac-
ciones (2.3.3); la fraccibdn 16-21 dio un espectro ae RMN
de 1H (figura 3- 79) que indicd que se trataba de umna mez~
c¢la. Por resolucifn mediante cromatografia en-capa fina de
16-21 se obtuvo entre otras la fracecibn 27'-50"' gue dio un
espectro de RMN de 1H (figura 3- 80 ) correspondiente a un
compﬁesto impuro. Una sefial a 2,45 ppm se asignd a los hi-
drdgenos de un grupo N-metilo Yy la sehal a 3,85 ppm se

asignbé a los hidr&genos de dos grupos metoxilo.

El andlisis de la zona de bajo campo del espectro
mostrd singuletes a § 6,38 y 6,51 y un multiplete entre
6,56 v 6,8 ppm. La seflal a § 6,38 ppm, se asignd al H-8
de una bencilisoguinolina terciaria, debido a gue en este
tipo de compuestos esta resonancia aparece a campo inusual-

mente alto pues el H-8 cae en la zona de proteccidn del

-
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anillo C en la conformacidén "plegada" dominante (figura

3-81 ). El espectro resultd semejante al descrito para la

(§)(+)-reticulina87.

(3-23) OH
Conformaciones de la (+)-reticulina

figura 3-81

A partir de la base impura se obtuvo el perclorato
cristalino que recristalizado de etanol absoluto fundié
a 202-204°; |a]D + 85,0. Se demostrd su identidad con per-
clorato de (S) (+) -reticulina por comparacidén con una

muestra auténtica (pfm, IR (figuras 3-82 , 3-83 ) Rf).

3.3.2.- (R) (-)-Romneina (3-24)

Las aguas madres de obtencidn de BDCLn-20 se separa-
ron por cromatografia en columna de gel de silice. Por
evaporacidén del solvente de las fracciones 40-58 se obtuvo

un sblido amorfo cromatogréficamente puro designado como

BDCLn-20 .
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fig. 3-79. Espectro de RMN de

14 (60 MHz) de 16-21.

fig. 3-80. Espectro de RMN de
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fig. 3-82. Espectro de IR de
Perclorato de BFLp-12. Perclo-
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El espectro de RMN de 1H en CDCl3 (figura 3- 84)
mostrd sefiales a: 2,50 s(3H), 3,81 s(3H) y 5,85 ppm s(2H)
que se asignaron respectivamente a los hidrbégenos de un
grupo Q-Me, de dos grupos metoxilo y de un grupo metilen-
dioxi. El1 andlisis de la zona de bajo campo del espectro
permitid asignar las sefiales de 6,26 s(1H) Y 6,51 ppm

s (1H) al H-8 y H-5 de un alcaloide bencilisoquinolinico.

El espectro resultd igual al publicado para la rom-

neina®? (figura 3-85).

O

@
e

OMg

NMe

(3-24)

A partir de la base se obtuvo del bromhidrato cris-
talino, Que cristalizado de acetona fundid a 223-225°;
|a|D15—75°(_c = 0.20, EtOH), espectro de IR (figura 3-86).

La (+)-romneina habia sido aislada antes de Romneya coulteri

(paverécea)e4 Y esta es la primera vez que se aisla la

(-) -romneina de una fuente natural. El valor absoluto de
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Espectro de RMN

de 1H (60 MHz) de BDCIn-20
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fig. 3-84.
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la rotacidn especifica del bromhidrato de (-)-romneina ais-

lado de L. novae-zelandiae (75°) es apreciablemente mayor

que el informado para el material aislado de Romneya coul-

teri 4 (40°) para las bases preparadas de los enantiSme-
ros ‘de la nor-romneina obtenidos por cristalizacidn de las

65. Esta discrepancia sugiere

sales.diastereoméricas (43°)
la posibilidad que el valor de la literatura corresponda

a muestras estereoquimicamente impuras. Esta hipdtesis se
ve apoyéda por el hecho que la (+)-laudanosina (3-25) con
la cual fue correlacionada guimicamente la romneina de R.

coulteri tiene un valor de rotacidn éspecifica baj064.

M0

O
M0
Mg0 I:::'

DM e

(3-25)
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3.4. Alcaloides proaporfinicos

3.4.1.- (5)(—)-§—Acetil estefarina (3-26)

Por acetilacidén de la fraccién denominada aguas ma-

dres de BNFMLs- extraidas a pH 6,0, (2.2.2.1), se obtuvo

la mezcla de N-acetilderivados, que sometida a cristali-
zacibn y a separacidn por cromatografia en columna de gel
de silice dio un sblido blanco homogéneo cromatogr&fica-

mente designado como Acetil-BNFMLs-7 , que recristaliza-

23°
D

do de MeOH fundid a 210-213° |a|Z” - 86,73 (c=0,226,

CHC13).

El espectro de IR (Figura 3-87 ) mostrd sefiales a
1640 y 1660 cm_1 que se asignaron respectivamente al gru-
po carbonilo de una amida y al de una cetona.

EtOH

El espectro de UV mostrd %max

a 230 y 280 nm sugi-
riendo la presencia de un anillo de dienona67, suposicidn
que se reafirmd por la presencia de la banda a 1660 cm_l

en el espectro de IR.

El espectro de RMN de 1H en CDCl3 (figura 3-88 )
mostrd senales a: 2,20 s(3H), 3,63 s(3H) y 3,86 ppm s(3H)
que se asignaron respectivamente a los hidrégenos de un

grupo N-acetilo y de dos grupos metoxilo.

En la zona de bajo campo del espectro el singulete

a 6,73 ppm (1H) se asignd al H-3 y las otras sefiales a
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los cuatro hidrdgenos del anillo de la dienona.

(3-26) R=Ac
3-26: R=H

6,32 dd, J= 10 Hz, J'= 1,5 Hz (H-9); 6,39 dd, J= 10 Hz,
J'= 1,5 Hz (H-11); 6,84 &d, J = 10 Hz, J' = 3 Hz (H-8) y

7,05 dd, J = 10 Hz, J' = 3 Hz (H-12).

Con estos resultados fue posible postular para el

compuesto la estructura de la ‘(R).(~)-N-acetilestefarina

(3-26) .

El espectro de masas del compuesto (figura 3-892)
confirmd la estructura planteada. La medicidn de alta re-
solucidn de la senal del idn molecular confirmd la férmu-
la ¢, H,,NO, (calculado 339, 1470, experimental 339,1468).

Los otros fragmentos pueden racionalizarse con el siguien-

te esquema (figura 3-90 ).




co m/z 209

Esquema de fraccionamiento de Ac-BNFMLs-7.

Acetilestefarina

figura 3-90
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3.5.- Fenil propano

3.5.1.~ (E)—3-(3,4-Meti1endioxifenil)—2-pr0pen—1-ol(3—27)

-Por procesamiento de la fraccifén BDCLs (2.5.1) se
obtuvo un sb6lido blanco designado como BDCLs;lé, gue re-

cristalizado de ciclohexano fundid a 78-79°%; [a|D 0,0°.

El espectro de RMN de 'H en CDCl; (figura 3-91 )
indicé la presencia de un grupo metilendioxi, 5,92 ppm
s(2H), la sefial centrada en 4,31 ppm dd (2H), J'=6 Hz,

J" = 2 Hz, Se asignd a los hidrSgenos de un hidroximetile-
no acoplados con-dos hidrdgenos vinilicos, uno trans vy
otro cis. La sefial centrada a 6.19 ppm dt (1H), J= 16 Hz,
J'= 6 Hz se. asigné a un hidrdgeno vinilico acoplado con
los hidrbgenos del hidroximetileno (J'= 6 Hz) y con otro
hidrbgeno vinilico ubicado en relacién trans (J = 16 Hz).
La sefial centrada en 6,65 ppm dt (1H), se asign® a un hi-
drégeno vinilico acoplado en cis con los hidrdgenos del
hidroximetileno (J = 2 Hz) y con acoplamiento trans

(T = 16 Hz) con el otro hidrdgeno vinilico. Finalmente

un multiplete entre 6,70-6,94 ppm (3H) se asignd a tres

hidr6genos de un anillo aromético.

665dt
H 431dd
% CHZOH
592s
H
6194t
(3-27)
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Con estos datos fue posible postular para el compues
to la estructura del (E)-3-(3,4-metilendioxifenil)-2-pro-
pen-1-o0l (3-27). Compuesto aislado por primera vez como

producto natural.

La estructura asignada al compuesto se comprobd con
una muestra sintetizada segiin la t&cnica descripta62 (es~-
pectros de IR idénticos (figuras 3-92 y 3-93); no hubo de-
presidn del pf al determinarlo para una mezcla; idénticos

Rf en CCF).

3. 6.~ Bisbencilisoquinolinas

Por resolucidn mediante cromatografia en columna de
BNFCLs (2.5.2) se aislaron dos fracciones homogéneas cro-

matograficamente que se asignaron como BNFCLs-17 y BNFCLs-18

Ambas fracciones se sometieron a anflisis espectroscdpicos.

1

El espectro de RMN de "H en CDCl., de BNFCLs-17 (figu-

3
ra 3-94 ), mostrd sefiales de distinta intensidad en la zo-
na correspondiente a las resonancias der N-Me (2,28 (s), |
2,60 (s), 2}90.(5)) y muchas sehales de distinta intensi-
dad en la zona correspondiente a IOS'gruﬁos metoxilo

(3,13 (s), 3,20 (s), 3,63 (s), 3,73 (s), 3,80 (s), 3,86

(s) vy 3,90 (s)). Estos datos indicaron gue se trataba de

una mezcla o bien de un compuesto m&s complejo que los
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conocidos hasta el momento.

En el espectro de masas de BNFCLs-17 (3-95) se ob-

servd seflales a m/z 622 (100%) y m/z 608 (12%) que son in-
dicativas de la existencia de una mezcla de bisbenciliso-
quinolinas con estos pesos moleculares. Existen tambidn se-
flales a 515 (2,8 %), 431 (0,9%), 396 (5,5%), 395 (19%3),

381 (13,5 %), 198 (19%) y 175 (6%) que se pueden racionali-
zar como correspondientes a bisbencilisoquinolinés con unio

nes cabeza—cabeza/cola—cola88 (figura 3-96 ).

El espectro de RMN de lH en CDCl3 de‘gﬁFCEs-lﬂ {fi-
‘gura 3-97 ), mostrd sefilales de distinta intensidad en 1la
zona correspondiente a las resonancias de los N-Me (2,57
(s), 2,63 (s)) y muchas sefales a éistinta intensidad en
la éona correspondiente a los grupos metoxilo (3,10-3,16
(m), 3,33 (s), 3,57 (s), 3,60 (s), 3,79 (s)) estos datos
condujeron a la misma disyuntiva que la del espectro de

RMN de 'H de BNFCLs~17 .

El espectro de masas (figura 3-98 ) mostrd picos a
m/z 622 (15%) y m/z 608 (100%) indicativos de la existen-—
cia de una mezcla de bisbencilisoquinolinas. Otras sefiales
a 5,15 (2,8%), 501 (2,8 %), 417 (2,8%), 396 (25%), 395

(63%), 381 (42%), 198 (77%), 175 (28%) se pueden racionali-

zar como correspondientes a bisbencilisoquinolinas con
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uniones cabeza—cabeza/cola--cola88 (figura 3-96 ),

BNFCLs-17 y BNFCLs-18 tienen Rf claramente distin-

to en CCF y por consiguiente no es posible considerar que
sean mezclas de dos componentes en distinta proporcibn. lLa

corteza de Laurelia sempervirens , por lo tanto, contiene

a lo menos cuatro bisbencilisoquinolinas cabeza-cabeza/co-

la-cola no identificadas.

Todos los intentos por resolver las mezclas usando
métodos cromatogriaficos y de distribucidn en contracorrien-—

te dieron resultado negativo.

, OMe MO .
QOB 00 s
@ . — M% oM,
mac:l

nyz 198

0
P KM,

v m,z 175

=<z

Esquema de fraccionamiento de alcaloides bisbencilisoquinoli-
nicos con unidn cabeza-cabeza / cola - cola.

figura 3-96
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3.7.- Resumen de los compuestos aislados en este trabajo

del género Laurelia

En este trabajo se demostrd que la corteza de tronco

de Laurelia sempervirens contiene el fenil propano (E)-3-

(3,4-metilen dioxifenil)-2-propen-1-ol (3-27), una elevada
proporcién de bisbencilisoquinolinas que no fueron identi-
ficadas y los aporfinoides: liriodenina (3-2), oxonanteni-
na (3-3), aterolina (3-4), nornantenina (3-11) y lauroteta

nina (3-14).

La corteza de tronco de Laurelia philippiana contie-

ne los aporfinoides liriodenina (3-2), oxonantenina (3-3),
aterolina (3-4), nornantenina (3-11), laurotetanina (3-14),
anonaina (3-12), asimilobina (3-15), norcoridina (3-17) ,
4-hidroxinornantenina (3-21), 4-hidroxianonaina (3-22) y

la l1-bencilisoquinolina reticulina (3-23).

Ya que la presencia de oxoaporfinas en las dos espe-

cies chilenas parecia constituir una diferencia con Laure-

- lia novae-zelandiae, fue reexaminada la corteza de ésta

encontrando ademds de pukateina (3-18) y laurelina (3-19),
alcaloides ya conocidos en esa especie, los aporfinoides
liriodenina (3-2), oxolaurelina (3-5), oxoputerina (3-9)
y la 1-benciltetrahidroisoquinolina (-)-romneina (3-24).

Ni Laurelia philippiana ni L. novae-zelandiae contienen
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bisbencilisoquinolinas en proporciones reconocibles con

los métodos utilizados.

.También se efectud un andlisis de madera de Laure-

lia sempervirens demostréndose en &sta la presencia de los
aporfinoides liriodenina (3-2), oxonantenina (3-3), nornan
tenina (3-11), anonafna (3-12), nornuciferina (3-13), mi-

chelalbina (3-20) y de la proaporfina estefarina (3-26.).

3.8.~ Relaciones biogenéticas entre los alcaloides de L.

philippiana, L. sempervirens y L. novae-zelandiae

Es posible visualizar dos caminos biogenéticos que

conducen a los alcaloides aislados de L. philippiana. En

el primero de ellos la (R)-desmetilcoclaurina se transfor-
marfa en productos mis ciclados: (R) -asimilobina, (R) —ano-
naina, rel (4R, 6a R)- 4~hidroxianonaina y liriodenina (fi-

gura 3-99) (mecanismo de reordenamiento dienol-bencenogo’91

)

Tanto la liriodenina como la rel- (4 R, 6aR)-4-hidro-
xlanonaina pueden ser considerados como productos de oxida-

cibén enzimitica de la (R) -anonaina.

Por otro lado la rel-(4R, 6aR) -4-hidroxianonaina po
dria o no ser un intermediario en la transformacién de

(R)-anonaina en liriodenina.
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(B} -asimilcbina

(R) ~anonaina (4R,6aR) ~4-hidroxianonaina

lirjodenina

Ruta biogenética via (R)-desmetilcoclaurina de alcaloides de L.

philippiana

figura 3-99
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. . fa} tenina
(_S_)-norcoridina (.S_) ~laurotetanina (S) -nornantenina oxonantentn

\

DM

aterolina (4R,6as) -4-hidroxinornantenina

Ruta biogenética via (S)-norlaudanosolina de alcaloides de L.philippiana

figura 3-100
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El otro camino biogenético para los alcaloides

de L. philippiana implica la transformacidn de (8) -nor=-

laudanosolina en (S)-reticulina y en productos mds cicla-
dos: (S)-norcoridina, (§)-laurotetanina, (8) -nornantenina,
rel (4R, 6a g)—4-hidroxinornanteﬁina, aterolina y oxonan-—
tenina (figura 3-100) (mecanismo de acoplamiento oxidativo

92-96 97)

directo y/0 reordenamiento dienona-fenol

La aterolina puede ser considerada como un produc
to de oxidacibn enzimética de Qg)blaurotetanina y la rel-
(45, 6aS)-4-hidroxinornantenina Y oxonantenina pueden ser
considerados como productos de oxidaciﬁn.enziméticé de (8)-
nornante nina. Por otro lado la rel- (4R, G'a_s_) -4- hidroxi-
nornantenina podria o no ser un intermediarioien la trans

formacién de "(S) -nornantenina en oxonantenina.

En Laurelia sempervirens también esté&n presentes

con leves variaciones estas dos rutas biogenéticas. La (R) -
desmetilcoclaurina se transformaria en productos mas cicla
dos: (R)-estefarina, (R) -nornuciferina, (R) —anonafnas,

-6a-(S), 7(R)-michelalbina y liriodenina (figura 3-101).

En este caso la 6a(S), 7(R)-michelalbina podria
0 no ser intermediario en la transformacifn de 1a (R) —ano-

naina en liriodenina.
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(3}—désmetilco—
claurina

{R} -nornuciferina

liriodenina

6a(§),7(3)emichela1bina

Ruta biogen&tica via (R)-desmetilcoclaurina de alcaloides de L.

sempervirens

figura 3-101
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{S) -laurotetanina (8) -nornantenina  Oxonantenina

OH

Aterolina

Ruta biogen&tica via (S)-norlaudancsolina de alcaloides de Laurelia

sempervirens

figura 3-102
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El otro camino biogenético corresponde a la trans
formacifn de la ‘(S)-norlaudanosolina en produS;os més ci-
clados: (S)-laurotetanina, (§)-nornanteninamubxbnantenina

y aterolina (figura 3-102).

Una tercera ruta biliogenética que se encuentra en

Laurelia sempervirens es la gue la distingue desde el pun-

to de vista quimico de las otras dos especies del género.

El acoplamiento oxidativo fendlico de 2 unidades

de 1~benciltetrahidroisoquinolinag8_102

daria origen a.los

alcaloides bisbencilisoquinolinicos presentes en la planta

(figura 3-103). Debido a gue estos compuestos aun no carac-
terizados (con la excepcidn de la isotetandrina} son los

principales en hojas y corteza, es una ruta biogen&tica de

gran importancia.
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Mg0 l::,
HO NH
HO '

isotetrandrina

Ruta biogenética de alcaloides bisbencilisoguinolinicos en Laurelia

sempervirens

figura 3-103

En Laurelia novae-zelandiae también es posible vi-

sualizar el camino biogen&tico via (R)-desmetilcoclaurina,
gue explica la presencia de (5)—roemerina, (R) -mecambroli-
na, (R)-laurelina, liricdenina y oxolaurelina (figura

(3-104}.

El otro camino biogenético, gue partiria de (S)-nor-
landanosolina, explica la presencia de (S)-laurolitsina,

(8)-boldina e (S)-isoboldina (figura 3-105).
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(R) ~desmetilco~
claurina l

Y

oxolaurelina

=0H mecambrolina

R = Me laurelina

Ruta biogenética via (R)-desmetilcoclaurina de alcaloides de

Laurelia novae-zelandiae

figura 3-104
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lina {8s) -boldina

OH )
Ruta biogendtica via (S)-norlaudanosolina de alcaloides de Laurelia

novae-zelandiae

figura 3-105

L,a tercera ruta biogeng&tica que se encuentra en

I,aurelia novae-zelandiae es la qge la distingue desde el

punto de vista quimico de las otras dos especies del gé-
nero.
Es conocido el hecho que‘las aporfinas naturales
son usualmente dextrorrotatoriés y tienen configuracidn S.
_Pero las mono sustighidas o las que no tienen sustitucidn
en el anillo D son generalmente levorrotatorias y tienen
configuracifn R. Las aporfinas aisladas de la familia de
las papaverdceas son la excepcidn y pueden tener cualquie=

ra de las dos configuraciones independiente de la sustitu-

cién del anillo D.
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Esta regla estereoquimica de Shamma67 puede modi-
ficarse y extenderse, y se puede considerar que las apor-
finas sin sustitucidén en el anillo D y agquellas gue tie -
nen un solo &tomo de oxigeno en C-10 son derivados bioge-
néticos de la (3)—desmetilcoclaﬁrina y tienen configura-

¢idén R (figura 3-106).

(E}-desmetilcoclau—
rina

Ruta biogenética de (R)-aporfinas sin sustitucidn y con sustitucidn en
C-10 en el anillo D.
figura 3-106

Sin embargo aporfinas con el anillo D monosustituil
do en otras posiciones y aquellas gue tienen dos &tomos
de oxigeno en este anillo son derivados de la (g)unorlau—

danosolina y tienen configuracidn $ (figura 3-107).

Esta generalizacidn estereoquimica no se cumple

en el caso de Laurelia novae-zelandiae . La presencia de

(§)~pukateina, de su éter metilico y de la (R) -laurepuguina
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-~ —
HO:
NH
h'lR HO '
. *eafy ——

Rutas biogenéticas de (S)-aporfinas

figura 3-107
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HO

JOL .
JO

-no rlaudanosollna

(R) ~romneina

MgO

Me @
HO NH
H

NH

|
©

O
(

&

oxoputerina

¢

0
O
HO @

(R) ~pukateina (R)~laurepukina

(R}-O-metilpukateina

Ruta biogenética via (R)-norlaudanosolina de alcaloides de Laurelia
novae-zelandiae.

figura 3-108
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se pueden explicar suponiendo que estos compuestos se de-
rivan biogenéticamente de (E)-norlamdanosolina; la existegﬁ
cia hipctética de este precursor se ha visto confirmada en
parte con el aislamiento de la (R) -romneina que también se
tendrfa que derivar de la (R)-norlaudanosolina {(figura

3-108).

Si bien no se puede descartar absolutamente otras
alternativas de biosintesis, como por ejemplo etapas tar-
dfias de oxidacibn, parece muy probable que en Laurelia no-

vae-zelandiae (R)y (8)-nor-l-benciltetrahidroisoguinolinas

derivadas de la norlaudancoscolina sean interconvertidas.

Es necesario recordar gue en algunas papaver&ceas
este fendmeno tambidn es conocido y se ha demostrado inter
conversidén de (R)y (§)"norreticulina5103H104 (figura 3-109}

qgque conducen a los alcaloides del grupo de la morfina por

un lado y a todo el restc de la gama de alcaloides de esta

familia por el otro.

MeO
O~
HO

e H
L —
M0
{(8) ~norreticulina "(R) -norreticulina

Interconversién de (R) y (S)-norreticulina

fiqura 3-109
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La familia de las anon&ceas presenta.también va-
rias excepciones a la generalizacibdn antes mencionada 1la
(R)-N-metilacntinodafnina (3-28) acompafiada de (S)-reticu-

lina se ha aislado de-Annona.glabralos. La ausencia en es-

ta planta de aporfinas derivadgs de (8)-norlaudanosolina
lleva a plantear la posibilidad que (S) y (R) reticulina
puedan ser interconvertidas y que los sistemas enzim&ticos
de la planta sblo utilicen el isfmero ({R)para la posterior

transformacidén en aporfinas. También en esta familia se

han aislado (R) -anoldbina (3-29) de Annona squamOSalOG,

Asimina triloba107 y Schefferomitra subaequalileB; (R) -pu-

109

terina (3-30) de ‘Guatteria elata y (R)-xylopina {(3-31)

110-112

de Xylopia spp

La biogénesis de (R)-anolcbina (3-29), (R)-puteri-
na (3-30) y (R)-xylopina (3-31) tambié&n puede ser explicada
-con un esquemna como el de la figura 3-108 considerando como

precursor la (R)-norlaudanosolina.

3~-28 3-29 3-30 3-31
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Estos datos hacen pensar gque la aparente peculia-
ridad de las papaveréceas podria ser mucho més general de
lo gue se piensa. Un examen cuidadoso de las estereoquimi-
cas de los derivados biogenéticos de norlaudanosolina en
otras familias deberi acotar la ﬁalidez de las generalida-

des planteadas.

3.9.- Conclusidn scobre la afinidad quimica entre las espe-

cies del género Laurelia vy relacidn qufmica de las

aterospermaticeas con las monimifdceas y otras fami-

lias afines.

Del an&lisis de las rutas biogené&ticas es posible
concluir gue si bien las tres especies efectian acoplamien
tos oxidativos intramoleculares de bencilisoquinolinas fe-
ndlicas, acumulan aporfinas y son capaces de sintetizar
oxoaporfinas, la presencia de derivados biogenéticos de

(R) -norlaudanosolina en L. novae-zelandiae establece una

clara diferencia entre esta especie y las especies chile-~-
. nas. Estas especies sSlo utilizarian (R)-desmetilcoclauri-
na y (S)-norlandanosolina al igual que la gran mayoria de

las plantas estudiadas que‘sintetizan aporfinoides.

Por otro lado la presencia de una marcada tenden-
cia a efectuar acoplamientos oxidativos intermoleculares

conducentes a alcaloides bisbencilisoquinolinicos en L.
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sempervirens establece la otra diferencia importante, ya

vae-zelandiae fueron sometidas a exhaustivos andlisis cro

matogré&ficos que no dieron indicios de la presencia de
bases diméricas. Con estos antecedentes podemos concluir
que las tres especies se diferencian claramente desde el

punto de vista de los alcaloides.

Este hecho apoyaria la creacifn del g&nero mono-

tipico Laureliopsis con la especie Laureliopsis philippia-

na Shoddelz, basada en caracteristicas anatdmicas de la

madera fundamentalmente.

Sin embargo la utilizacién de la (R) -norlandano-

solina por L. novae-zelandiae es un rasgo mds llamativo
que la ausencia de bisbencilisoguinolinas, y si se agrega
a este hecho la presencia de abundante aceite esencial en
las hojas y la corteza de las especies chilenas y su au-
sencia en la neocelandesa113 parece defendible desde el
punto de vista quimico la segregacidn de la especie de

Nueva Zelandia.

Tomando por otro lado todos los datos conocidos
en este momento del contenido de alcaloides de la familia
aterospermaté&ceas (tabla 3-1), esta puede dividirse en

dos grupos: uno donde se encuentran las aporfinas y
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metabolitos més elaborados de estas bases y otro coinciden

te con el género Daphnandra donde estos alcaloides no se

encuentran y parecen haber sido reemplazadas totalmente
por bisbencilisoquinolinas. En este contexto la quimica
de estas especies no avala la clasificacién de las ateros-

permaticeas segilin Shoddelz.

Los alcaloides bisbencilisoquinolinicos se encuen

tran en Atherosperma, Laurelia, Dryadodaphne, Nemuaron y

Doryphora, pero en estos géneros son un tipo més de alca-

loides derivados de desmetilcoclaurina. En Daphnandra sin

embargo, son el finico tipo aislado. En este contexto mere-

" ce un comentario el traspaso que hace Shodde de Daphnandra

aromdtica al génerc Doryphora, este traspaso estd avalado
por la quimica de esta especie donde se han encontrado al-

caloides aporfinicos y bisbencilisoquinolinicqg7.

Las aporfinas se encuentran frecuentemente en mag
nolificeas y anoniceas consideradas muy primitivas, cerca-
nas al tronco comiin de la radiacidn de las angiospermas y
-uno puede considerar entonces la ciclacidn fendlica que
lleva a proaporfinas y aporfinas como un proceso ancestral
gue se ha mantenido en el curso de la evolucidn sobrevivien

do en familias poco avanzadas y en algunos Ordenes mas es-

pecializados tales como Euphorbiales y Arales.
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Por el contrario las bisbencilisoquinolinas, pe-
se a que se encuentran en familias més primitivas, son po
co comunes en las magnoli&ceas y anonfceas y también en
familias m&s avanzadas que sintetizan aporfinas como las

nelumboniceas, hernandidceas sensu lato y laurfceas. La

capacidad de realizar el acoplamiento oxidativo fenblico

entre 2 unidades de l-benciltetrahidroisoqguinolina es co-
mn en las menispermfceas, ranunculdceas y berberidéceas,
que_constituyen una ;inea evolutiva bastante poco especia

lizada.

En este contexto en el orden Laurales las Athe-
rospermatoideae (= aterospermatdceas) son el inico grupo
en el cual las bisbencilisoquinolinas son comunes y por

consiguiente su segregacidn de las monimi&ceas sensu lato

como familia aterospermatfceas estaria avalada por este

rasgo quimico.

Es necesario recordar que las otras especies de

la familia de las monimifceas sensu lato estudiadas son

muy pocas (tabla 3-1) y esto ldgicamente puede restar va-

lidez a la utilizacién de la composicidén alcaloidal como

un rasgo de apoyo en la clasificacibn a nivel de familia.
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PLANTA ESTUDIADA "' "PIPO DE ALCALOIDE "AISLADO ' '
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Athercosperma moschatum * * * % *
Laurelia philippiana * * * *
Laurelia sempervirens * % * * *
laureiia novae-zelandiae * * * * * *
Doryphora sassafras * % 0% * * * *
Doryphora aromitica ‘ * %
Dryadodaphne novogui-
neensiis * * * *
Nemuarcn vieillardii . * * * & *
Daphnandra repandula *
Daphnandra micrantha *
Daphnandra tenuipes *
Daphnandra dielsii *
Daphnandra sp *
Daphnandra sp *
Daphnandra -johnsonii *
Siparuna gquianensisg *
Peumus boldus * ® * *
Palmeria spp

Monimia rotundifolia * L *

Especies de la familia de las monimi&ceas estudiadas incluyendo los

resultados de este trabajo. Se indican los tipos de alcaloides ais-—

lados y los alcaloides aporfinicos se dividen segiin su ruta biogené
tica.

tabla 3-1
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