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SUMARIO

De las hojas de Virola Calophylla IMyristicaceae) se aislaron e identticaren dos
neolignanas nuevos, calaphyn y calaphyllin, v dos neolignanas conocidas, 4cido
meso-dihidroguaiarético y austrobailignano-6. Las estructuras fueron establecidas
por métodos espectroscOpicos,

ABSTRACTS

Two new neclignans, calophyn and calophyllin, were identificated from the leaves
of Virola calophylla (Myristicaceael. Likewise two known neolingnans, meso-dihi-
drogualarectic acid and austrobailignan-6. were isolated. All the structures were
stablished by spectroscopical methods

INTRODUCCION

Los indigenas de la Amazonia colombiana usan preparados de Virola calophylia
(Myristicaceae) en forma de rape. Estos preparados tienen propiedades alucinoge-
nas, las cuales son atribuidas a la presencia de alcaloides que, sequn estudios fito-
quimicos realizados (2), son del tipo triptamina.

En el estudio del extracto bencenico de las hojas de Virola calophylla se aislaron e
identificaron neolignanos con dos tipos de esqueleto basico (3): el tipo 7.0.7. 8.8y
el tipo 8.8 inedito en este genero. Al primer tipo pertenecen los nealignanos tetrahi-
drofuranicos y al segundo tipo los derivados del acide nordihidreguaiaretico 1a el
cual ha sido usado como antioxidante de productos alimenticios (4), posee activi-
dad citotoxica (5) y es un agente antitumoral muy activo in vitro (6); por lo que es de
esperar que otros neolignanos de este tipo sean biologicamente activos. Los neolig-
nanos identificados fueron: sustancia Ca-l como el acido meso-dihidroguaiaretica
1b. sustancia Ca-Il como una mezcla de austrobailignano-6 1d y calophyn 1e. y la
sustancia Ca-Ill como calophyllin 2a.

RESULTADOS Y DISCUSION

La elucidacion de la estructura de la sustancia que se denomino Ca-l se hizo ba-
sandose en los datos espectroscopicos. En efecto, del espectro de masas, teniendo
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en cuenta las intensidadesde M " M + 1yM + 2 sededujolaformula Cyp Hog O,
Del espectro IR (banda en 3.500 cm ') y del espectro UV que presento desplaza-
miento batocromico al adicionar CH;0Na, se establecio la presencia de un grupo
fendlico. El espectro de RMN 'H indico la existencia de dos grupos —OH ( § 5.35
desaparece con D,0). dos grupos ~CHj ( § 0.85) y confirmacion de aromaticidad
({§6.4-619).

El espectro de RMNC de la sustancia Ca-I muestra diez sefales y como ésta
tiene veinte carbonos se deduce que la molécula es simétrica. De estas diez sena-
les seis tienen un desplazamiento quimico correspondientes a carbonos aromati-
cos y por tanto existen dos anillos aromaticos idénticamente sustituidos. El espec-
tro de masas presenta un unico pico de gran intensidad en m/z 137 (100%) atribui-
ble a un ion tipo tropilio con —OH y ~OCH; como sustituyentes. El grupo —-OH debe
estar en posicion para con respecto a la cadena alifatica ya que el test de Gibbs dio
negativo y el -OCH; debe estar orto al OH como puede inferirse de la biogénesis
de este tipo de compuestos (3).
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TABLA 1

DESPLAZAMIENTO QUIMICO EN RMN'?C DE LA SUSTANCIA 1b
Y DEL ACIDO () DIHIDROGUAIARETICO 1c

Carbono Sust. Sust.
1b ic (7)
C-1yC-1 133.59 133.34
C-2yC-2 111.38 111.25
C-3yC-3 146.23 146.10
C-4yC-4 143.48 143.35
C-5yC-5 113.88 113.80
C-6yC-¢ 121,57 121.44
C-7yC-7 39.02 40.88
C-8yC-8 38.75 37.28
C-9yC-9 16.05 13.66
(CHSO} -3y3 55.71 55.59

Los datos de RMN'C de la sustancia Ca-I resultaron comparativamente iguales
a los reportados para el acido (—) dihidroguaiarético 1c (7) (tabla 1) a excepcion de
los valores asignados a los carbonos alifaticos, lo cual es atribuible a la diferencia de
estereoquimica y como la sustancia Ca-l presento un| | ; - 0 se trata del acido
meso-dihidroguaiarético 1b.

La presencia de 1d y 1e fue deducida en la mezcla de sustancias, que denomina-
mos Ca-ll, la cual en cromatografia de capa delgada, utilizando diferentes sistemas
de eluyentes y soportes, se comportd como si se tratara de una sustancia pura e
igual comPorlamiento presento el acetato obtenido a partir de la mezcla. El espectro
de RMN 'H de Ca-ll (fig. 1) indico que se trataba de un neolignano del mismo tipo
del &cido dihidroguaiarético 1b, siendo sustituyentes de los anillos los grupos —
OCH,O—( § 5.85), —-OH ( § 5.28 desaparece en el acetato) y —OCH; ( ¢ 3.75). Sin
embargo, en ¢ 3.75 aparecen dos senales, debidas a dos grupos —OCHa. que uni-
camente integran para tres hidrogenos, lo cual hizo pensar que se trataba de una
mezcla.

Para confirmar la mezcla se sometieron Ca-ll y su acetato (Ca-|I-Ac). a cromato-
grafia liquida de alta eficiencia (HPLC) en fase reserva empleando diferentes con-
diciones (ver parte experimental) y se obtuvieron los cromatogramas de la figura 2.
En los cromatogramas C y D se observan dos picos con tiempos de retencion ligera-
mente diferentes, lo que comprueba que Ca-ll corresponde a una mezcla de dos
sustancias con estructuras muy similares. Mediante HPLC preparativa (fig. 3), se lo-
gré separar pequefias cantidades de las sustancias 1d y 1e cuyos espectros de
masa dieron practicamente idénticos. Los picos m/z 135 y 137 permitieron deducir
los sustituyentes de cada anillo: -OCH,0- en un anillo, -OH y -OCH en el otro, y
sus posiciones relativas fueron deducidas teniendo en cuenta que el test de Gibbs
dio negativo y por consideraciones biogenéticas (3).

Puesto que Ca-ll es una mezcla de dos sustancias (tipo acido dihidroguaiarético),
que presentan el mismo espectro de masas y el espectro de RMN'H sdlo muestra
una ligera diferencia en las sefales de los grupos —-OCHj;, se concluye que es una
mezcla de epimeros 1d y 1e. La sustancia 1d es conocida en la literatura (8) con el
nombre de austrobiailignano-6 y en la tabla 2 se correlacionan los datos espectros-
copicos de ella con los de la mezcla Ca-l|, siendo la principal diferencia la senal del
grupo—OCHj, que en el caso de la mezcla son dos picos mientras que en el austro-
bailignano-6 es uno solo. La sustancia 1e no esta descrita en la literatura y lahemos
denominado calophyn.
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TABLA 2

DATOS ESPECTROSCOPICOS DE Ca-ll Y DEL AUSTROBAILIGNANO-6 1d
Datos RMN'H*

Ca-ll Austrobailignano-6

Tipode protén (60MHz, & ppm) (100 MHz, = ppm) (B)
Ar-H 6.3-6.8,m, 6H 6.40—-6.90, m, 6H
~OCH,0- 5.85, s, 2H 5.99.s,2H

~-0OH 528,85, 1H 5.50.s.1H

~0OCHj,4 3.75, doble senal. 3H 3.81,5.3H

Ar—CH. 2.10-2.90,m, 4H 2.19-268. m. 4H
GHy~CH-CH,— 1.40-2.00.m, 2H 1.53-1.92.m, 2H
CH5;—CH- 0.85,d.J - 6Hz. 6H 081.d.J 67Hz 6H

-

Solvente CDCl,, s = singlete, d = dobletey m — multiplete.

lones principales en el EM

miz Ca-ll Austrobailignano-6
% de intensidad % de intensidad

328 60 80

137 100 100

135 100 70

Para la sustancia Ca-lll se establecié una formula condensada C.yH..,0., consis-
tente con el ibn molecular m/z 344, obtenido de su espectro de masas. La presencia
de —OH fendlico fue deducida de su espectro IR (banda 3400 cm ') y de su espectro
UV que presento desplazamientos batocromicos al adicionar CH;ONa. El espectro
de RMN'H de la sustancia Ca-lll comparado con el de la galbacina 5b (9). permitio
asignarle una estructura basica de neolignano tipo tetrahidrofuranico y la presencia
de dos grupos —OCHj, ( #3.84). El espectro de masas de la sustancia Ca-lll presen-
ta un pico base en m/z 192 que, de acuerdo con la fragmentacion principal (esque-
ma 1) en compuestos diariltetrahidrofuranicos, permitio establecer sobre cada uno
de los anillos la existencia de un grupo —OH y un grupo —-OCHj. cuyas posiciones re-
lativas se asignaron teniendo en cuenta el resultado negativo del test de Gibbs y la
biogénesis de estas sustancias (3).

De los seis posibles estereoisomeros de los neolignanos tetrahidrofuranicos, 2 a
7, se encuentran datos de RMN'H para cinco de elios (2, 3, 5, 6, 7) con una gran va-
riedad de sustituyentes oxigenados en los grupos arilo (10) a (17). En latabla 3 se
presentan los datos de RMN'H correspondientes a la parte alifatica, para este tipo
de neolignanos, cuyo analisis permitio asignar la estructura de la sustancia Ca-lll.
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Fig.2 HPLC analitica de Ca-II-Ac (A,B,C) y de Ca-II(

D).
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TABLA 3

DATOS DE RMN'H DE NEOLIGNANOS TETRAHIDROFURANICOS*

Compuesto | CH.-8 CH,8 | H-B H8 | H7 H-7" | Biblo:
gratia
2¢ 1.05(d) 237(m) 4.61(d) 10,11
Galgravin J 63 d. ~16.6
2e 1.08(d) 2.36(m) 4.55(d) 12,13
J -63 J 88
Ic 0.62(d) 2.70(m) 5 19(m) 14,15
J 70 J =65
5a 1 00(d) 1.80(m) 4.65(d) 13
J - 58 J=90
5b 1.05(d) 1.78(m) 4.61(d) 9,16
Galbacina J-60 J=90
5c 1.05(d) 1.80(m) 4.67(d) 11,13
Galbelgin J=63 J-90
5d 1.07(d) 1.70(m) 4.65(d) 13
=865 J=8B6
Se 110(d) 1.77(m) 4,67(d) 12.13
=65 J=86
6a 1.05(d) 0.65(d) 1.6-2.5(m) 4.42(d) 513(d) | 137
Verrucosin | J - 63 Ji= 6.5 J 88 J=82
~ 6c 1.06(d) 066(d) | 1.7(m) 2:2tm) | 4.43(d) 5.16(d) | 11.13.16
Veraguencina | J - 6.7 d =67 J =86 J =282
6d 1.08(d) 0.67(d) 1.5-2.5(m] 4.42(d) 5.11(d)
J 60 J- 64 J=83 J-8 13
6e f12(d) 0.701d) | 1.83(m) 2.2(m) | 4 43(d) 51f(d) | 1213
J =589 J =65 J=83 J = B0
7d 1.02(d) 0.60(d) 2.5(m) 4.66(d) 546(d)| 13
d - 6.0 J =65 J-80 =4
Te 1.06(d) 0 64(d} 2.47(m) 4.67(d) 5.48(d) | 1213
J  B1 J=-867 J -8.0 J =40
Ca-lll 1.03(d) 2.30(m) 4.50(d)
J =60 J =860

* Desplazamientos quimicos en escala 6 y en ppm, solvente CDCI; en todos los casos. el
valorde J en H;, d = doblete y m = multiplete.
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Los CH,-8 y CH;-8' en cada uno de los isémeros 2 a 5 son equivalentes y danuna
sola senal cuyo desplazamiento quimico depende de la estereoquimica e igual
cosa sucede con las senales de H-7 y H-7', mientras que en los isomeros 6 y 7 tanto
los CH3-8 y CH4-8' como H-7 y H-7' no son equivalentes y dan sefnales con diferen-
tes desplazamientos quimicos. La sustancia Ca-lll presenta una sola senal para los
CH3-8 yCH4-8'( & 1.03) yuna solasenal paraH-7 yH-7" ( & 4.50) por lo cual su es-
tructura debe corresponder a uno de los isémeros 2 a 5. Analizando los datos de la
tabla 3 se puede ver que cuando el -CH, y el -Ar vecino son trans, el desplazamien-
to quimico del -CH, es alrededor de & 1.0, mientras que cuando son cis es alrede-
dorde & 0.6, porlo que la sustancia Ca-lll correspondera al isomero 2 0 al 5. Si se
tiene en cuenta que el desplazamiento quimico de H-8 y H-8' paralos isomeras 2y 5
es § 2.3y 1.7 respeclivamente y que para la sustancia Ca-lll es & 2.30, se puede
asignar a esta la estructura 2a que hemos denominado Calophyllin.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipo

Los espectros fueron tomados en los siguientes equipos: UV en un espectrofoto-
metro Beckman - 25, en solucion metanolica; IR en un Perkin-Elmer - 467; EMen un
Shimadzu - GEMS - 9020 - DF; RMN-'H en un Perkin - Elmer - R12B y en un Varian
-T60; RMN-"3C en un Varian - FT80 y las rotaciones 6pticas en un polarimetro digi-
tal Perkin-Elmer-241.

Aislamiento de los constituyentes

El material vegetal correspondiente a las hojas de Virola calophylia (Myristica-
ceae), fué recolectado en octubre de 1981 por Roberto Jaramillo M., Juan C. Marti-
nez V. y Luis Enrique Cuca S. en la comisaria del Vaupés, margenes delrio Pirapa-
rand, dos kilbmetros arriba de Sonana a 200 metros de altura sobre el nivel del mar.
La planta fue determinada por el Biologo R. Jaramillo M. del Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional de Colombia; una muestra se encuentra en el
Herbario Nacional bajo el No. COL 231575.

Las hojas secas y molidas (1100 g) se extrajeron con C¢Hg en soxhlet y después
de haber retirado el solvente, a presion reducida, se obtuvo una pasta verdosa (117
g). Una parte de ésta (25 g) se sometio a CC (300 g de silica gel) eluyendo con
CgHg-AcOEt (de polaridad creciente) obteniéndese las siguientes fracciones: A
(95;5), By C(9:1) y D (8:2). Lafraccion A (1.0910 g) estaba constituida por ésteres
alifaticos; B (14.4165 g) se purifico por CC eluyendo con Eter de Petroleo-AcOEt
(85:15) y se obtuvo la sustancia Ca-ll (1.06 g) que se identificé como una mezcla de
los isémeros 1d y 1e; C (4.8990 g) se purifico por CC y CCDP eluyendo con Eter de
Petroleo-AcOEt (7:3) obteniéndose una sustancia (0.10 g pf 135-136°C) y la sus-
tancia Ca-1 (0.195 g); D (1.098 g) se purificéd por CC y CCDP eluyendo con Eter de
Petréleo-Acetona (7:3) y CgHg-Acetona (B:2) respectivamente obteniéndose una
sustancia aceitosa denominada Ca-lll (0.080 g).

La sustancia Ca-Il (400 mg) se acetilo (anhidrido acético-Piridina) obteniéndose
Ca-llI-Ac (395 mg). La sustancia Ca-Il y Ca-li-Ac sometidas a CCD utilizando dife-
rentes fases estacionarias (silica gel, alumina acida, alumina basica, alumina neu-
tra) y diversos sistema de eluyentes se comportaron siempre como un solo com-
puesto, sin embargo al someterlas a HPLC-analitica en fase reversa utilizando las
siguientes condiciones: fase movil: MeOH, MeOH-H,0 (9:1) y MeOH-H,0 (8:2), co-
lumna: Ultrasphere ODS-C,g (25 cm x 4.6 mm), Detector: espectofotometro UV Hi-
tachi, deteccion a 284 nm, Equipo: cromatografo de gradiente liquido Beckman
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110A, flujo 0.5 ml/min, loop: 25 11 ], inyeccion de 101! | de una solucién metandlica
de 7 mg/ml; se detectd que la sustancia Ca-ll estaba constituida por dos compues-
tos.

Para separar la mezcla se empleo HPLC-preparativa, haciendo inyecciones de
25 lil cada una de una solucion metanolica de la sustancia Ca-Il (10 mg/ml) y cam-
biando las siguientes condiciones con respecto a la HPLC-analitica inicial: fase
movil: MeOH-H,0 (6:4), flujo: 2 ml/min.

SUSTANCIA Ca-l.- (8R,8'S)-4,4' -dihidroxi- 3,3' -dimetoxi- 8,8' -lignano (acido
meso-dihidroguaiarético 1b) (CaoHz604), solido blanco, pf 80-81°C: | a]E; o (C
0 36 en CHCls); UV ) MeOH  nm (2 ): 210 (40150), 231 (13750), 286 (6600);

A MeOH 1 MeONa nm ( = ): 215 (15400), 245 (15400), 294 (7150); ) MeOH + MeONa + Hel

( ) 210 (40150), 230 (13750} 284 (6050); IR, v :ﬂf‘" 3500, 2960, 2920, 1605,
1516 1435, 1275, 1120; RMN'H (60 MHz, CCl,, & , TMS): 0.85/(d, J = 8Hz, 6H-
9.9, 1.5-3.1 (m, 6H-7,7".8,8"), 3.80 (s, 6H-2CH;0 -3.3'). 535(s ,2H-2-0H-44'
desaparece con D;0), 6:4-6.9 (m, 6H-2,5,6,2',5",6"); EM, m/z (%l): 330 (54,5), 331
(12.1) 332 (1.7), 137 (100), 138 (48), 330 (54); RMN'3C (ver tabla 1).

SUSTANCIA Ca-ll.- rel. (BR, 8'R)-4'-hidroxi-3,4-metilenodioxi-3'-metoxi-8,8'ligna-
no (Austrobailignano-6 1d) y rel. (8R, 8'S)-4'-hidroxi-3,4- metllenodloxn 3'-metoxi-
8,8-lignano (calophyn ie) aceite amarillo palido,| c1| -0.125° (C 1.28 en
CHCL); Uv: » MgdH + MeONa nm (£ ) 215 (11530} 236 (11530), 290
(7554); » magt - e ONa - He m (€ ): 212 (19283), 232 (11132), 286 (7156);
IR. v pe""’“3500 2960, 2930, 1610 1520, 1490, 1470, 1190; RMN'H (60 MHz,
CDCly, &, TMS) (ver Tabla 2}.

ACETATO DE LA SUSTANCIA Ca-ll.- Aceite amarillo palido; IR,V Pei*Va 2960,
2930, 2880, 1770, 1610, 1510, 1490, 1445, 1220, 1200, 1125, B60; HMN H (60
MHz, CDCl,, ¢ . TMS):0.85(d.J = 6Hz, 6H-9,9'), 1.4-1.9 (m, 2H-8.8'), 2.0-2.7 (m,
4H-7,7), 2.27 (s, 3H-COCH,) 3.75 (s, 3H-CH,0-3"), 5.85 (5, 2H-OCH.0-3,4), 6.4
6.7 (m, 6H-2,5,6,2',5".6'); EM m/z (%l): 370 (33), 329 (21), 328 (95), 138 (78), 137
(100), 136 (96), 135 (100), 122 (21), 105 (34), 77 (71).

SUSTANCIA Ca-lll.- (75.7'R.85,8'R)-4,4 -dihidroxi-3,3"-dimetoxi-7. 0.7'-8.8'-ligna-
no (calophyllin 2a) Aceite Amarillo,||'8 = 0° (C 0.81 en CHCI,); UV, & MO nm
(+):210(32589), 233 (13398), 283 (5432 ) MeOH = MeONa () - 214 (13398),
251 (13398), 290 (5794); ) MeQH + MeONa - i nm{ ) 1 210 (32589) 232 (13036),
282 (5096); IR. v peliculd 3400, 2960, 2920, 2850, 1610, 1520, 1465, 1270, 860;
RMN'H (60 MHz, CCl,, & , TMS): 1.03(d. J = 6Hz, 6H-9,9'). 2,30 (m, 2H-8,8), 3.84
(s, 6H-2-OCH5-3,3"), 4.50 (d, J = 6Hz, 2H-7,7), 6.65 -7.05 (m, 6H-2,5,6,2'5".6");
EM, miz (%I): 344 (14), 192 (100), 177 (32), 145 (44), 137 (20).
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