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ALCALOIDES DEL SENECIO PETASITIS



INTRODUCCION



Los alcaloides de la pirrolizidina han sido usados en mu-
chas ocasiones mas o menos concientemente con fines médicos.
En muchos casos han sido el principio activo en hierbas usadas
medicinalmente. Como muchas de estas son venenosas y pueden cre
cer entre las de cultivos, es de mucha importancia determinar
si contiene alcaloides venenosos, ya que la utilizacibén de es-
tas plantas como uso doméstico nos lleva a una enfermedad fa -

tal.

Asi el consumo de plantas en la familia Boraginacea, porz
ejemplo, produce lesién en el higado. Culvenor y col. han de -
mostrado recientemente que algunos alcaloides de la pirrolizi-
dina tiene un efecto retardado importante en el crecimiento de
ciertos tumores cancerigenos y es por tanto importante en la in

vestigacidén médica el conocer la estructura de estos alcaloides.

Solo los alcaloides con un enlace éster-alilico son vene-

nosos y poseen actividad antimitética (1).

DISTRIBUCION

Los alcaloides del grupo pirrolizidinico son tipicos de
plantas del género Senecio uno de los mas numerosos de las Com-
puestas, pues se conocen mis de 1000 especies. También se han
encontrado alcaloides de este tipo en plantas de los géneros
Crotalaria (Leguminosa) Heliotropio y Trichodesma (Boraginacea).

El género Crotalaria estad limitado esencialmente a regiones tro
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pidales o subtropicales, mientras qﬁe IQ.Senecionea y Boragina-
cea estan representadas en todas las regiones climiticas y dis-
tribuidas por todo el mundo. Asi, por ejemplo, en Australia se
han encontrado hasta 50 especies de Senecionae, 45 Crotaiaria

y 87 Boraginacea.

Los géneros Crotalaria, Heliotropio y Boraginacea han de
situarse, jun@o con el género Senecio, como plantas que poseen
una alta proporcidén de especies ricas en alcaloides de la pirro
lizidina. Por su gran variedad estos alcaloides han sido estu -
diados con gran interés, sobre todo por G.P. Menshikov, R. Adams

F.L. Warren, C.C.J. Culvenor y N.J. Leonards.

Aunque hay diferencias en su contenido de carbonos predo-
minan los que tienen 18 Atomos. Con respecto al nimero de oxige-

no, varia con la especie.

Los estudios de alcaloides contenidos en el Senecio plati-=
fillus han sefialado que las concentraciones de alcaloide en las
raices son pequeias, siendo el otofio el tiempo de mayores rendi-

mientos en la parte aérea de Nféxidos durante la floracidén (2).

En relacidon con el tipo estructural los alcaloides presen-
tes en tres principales grupos de especieé manifiestan mas bien
tendencias distintivas que divisiones tajantes. Con muy pocas
excepciones los que aparecen en el Senecio son diésteres macro-
ciclicos (con anillos de 12 miembros) de Acidos adipicos susti-

tuidos.

Tipico de las familias Boraginacea son los mono y diéster

de los amino-alcoholes de la pirrolizidina con acidos monocarbo-
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xilicos que raramente aparecen en las especies Senecios y que
atin no han sido observadas en las Crotalaria. Asimismo, diéste
res macrociclicos descubiertos en las Boraginacea han sido ais
lados de las especies Heliotropio arguizioides (3) y Trichodes-
ma incanum (4). Otros casos similares son, la monocrotalina que .
ha sido aislada de las Crotalaria spectabilis y Crotalaria retu
sa; asimismo, la bislina alcaloide aislado por nosotros del Se-
necio petasitis ha sido aislado por Coucourakis y Gordon-Gray
(5) del Senecio othonniformis y el alcaloide retrorsina ha si-

do aislado de hasta 8 especies de seneciios.

CONSTITUCION

"Leonards (6) ha hecho »niblico recientemente un concepto

limitado de los alcaloides del Senecio, estableciendo que es-

tos se caracterizan por la presencia del anillo pirrolizidini-

co hidroxilado y esterificado con uno o mis &cidos. Segin Mans-

ke la parte bAsica se le llama necina y 4cido nécico a la parte

D

Anillo pirrolizidinico

Los alcaloides del Senecio son ésteres de alcamina y cada
uno de ellos produce por hidrélisis un compuestos b&sico deno-

minado necina y Acido nécico. Estas necinas son aminos-alcoho-
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les derivados de la pirrolizidina. Hasta ahora el nfimero de ne-

cinas descubiertas es inferior al de los Acidos.

Los alcaloides del Senecio podemos clasificarlos en tres

grandes subgrupos: (7).

19,- Monoésteres de una necina y un icido monobésico.
22,- Diéster de una necina y dos Acidos diferentes monobi-

sicos.

39,- Diéster Giclico de una necina y un &cido bésico.

La bislina, alcaloide aislado por nosotros esta encuadrado

en el tercer subgrupo. EJEMPLO:

La equinatina es el monoéster de la heliotridina con un

dioxiadcido de 7 carbonos denominado Acido viridiflérico.

H? CI)H
HO —C—-CH-
* H CHZO(I'II (IZ CH CH3
O CH

La equimidina, diéster de la retronecina con acido angéli-
co y con trioxiacido de 7 atomos de carbonos que ha sido llama-

do equimidinico.



] o o1
H.c—Cli O , CH,0C—C-CH-CH, :
3.l 0 C-OH
H,C-CH 0 X
HC CHg

La bislina diéster ciclico de la retronecina con un acido

dicarboxilico 1llamado isolinécico.

cHy O
19 e by £
H.C—CH4C c=0
3 2 i
0o=C—-0 H CH{O
[}
N
BIOSINTESIS

Los estudios sobre la biosintesis de los alcaloides de la
pirrolizidina han sido efectuados principalmente por Geissman
y Warren. La situadién actual es qué el anillo pirrolizidini-
co esta formado por dos unidades de cuatro Atomos de carbono

relacionado con la putrescina y la ornitina.
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NH
2

}

COOH

Putrescina ornitina

Después de suministrar ornitina o putrescina marcada al
Senecio douglasii, Bottomley y Geissman (8) encontraron que el
94-98% de la actividad del alcaloide estaba localizado en la re
tronecina, apreciando que el esquelet6 de carbono de los precur
sores fue incorporado intacto. La retronecina'obtenida a partir

M6 ornitina y 1,4-Y4c

de cada uno de los tres precursores ( 2-
putrescina) tenia el 25% de su actividad en el CH,0H. Esto fue
tomado para indicar que la utilizacién de la 2 y 5 ornitina mar-
cada procedia de un intermediato simétrico (donde las posicio -‘
nes 2 y 5 se hacen equivalentes e igualmente marcadas. Se sena-

16 que solo la molécula de ornitina que dan lugar al CH,0H necg

sitan pasar por un intermedio simétrico).

™
CH=NH
NH, | 2 2
CHy I 2 CHy
/ \CHz’- \
CH, /CH2 EEE—
NH.,_
N Mz
2 | 2 | ,
NH,

Hughes y col. (9) llevaron a cabo una degradacién mis in-
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tensa de la retrorsina del Senecio isatideus y estimaron el por
centaje de actividad individual de los atomos de carbono de la
retrbnegiag tales como el C-9, 26%; C—3; 0%; C-5, 0%; C;S, 71%.
La ausencia de actividad en el C-3 estid en desacuerdo con'la
formulacidn devBottomléy y Geissman e implica, o bien que el C-9
no surge de una unidad simétrica de 4 dtomos de carbono o bien

que la unidén no ocurre como en el esquema anterior.

Hughes y Warren (10) explican la actividad desigual de los

‘Atomos C-8, C-9 sugiriendo que dos moléculas de.ornitina proce-

den a través de dos intermedios diferentes antes de la incorpora

‘ 4
cion.

2CH2MNH20H2 CH2 cH NHZCOOH _—> ZCHZ(NHz) CH2-CH2—CO COCH ——>

CO-COOH
CO,H fO

, . cn
N---_cfio

En cuanto los 4cidos que esterifican los amino-alcoholes,
sﬁs esqueletos éarbonados y sus productos oxigenados sgn':ﬁni-
cos entre los productos naturéles, y su'origen biogenético es -
poco comin. | ' o

Con respecto a los acidos nécicos de iO‘étomoé“deiéarbpﬁo
se haAcomprdbédo que derivan del acoplamiento de dos ﬁnidades

de isoleucina.



. ) . |
Trabajos recientes han indicado que la parte izquierda de

5 atomos de'carbono unido al Acido senecifilico defiva de la

isoleucina y de sus precursores bioldgicos treonina y &cido as-
partico (11). Otros experimeﬁtos-con treonina e isoleucina han
sido efectuados en el Senecio magnificus (12); concretamente |

14 140) isoleucina que fueron incorporados en Acido

con (2--°C, 6.
-~senécico y-los productos"dé~degradac16n'diéronwuna incorpora -
cién consistente con la biosintesis de dos unidades de isoleuci

na:

Me~CH.,~CH-Me H Me Me
2 N RN
CH-NH 5 C= C - CH.,—CH - C — OH
2 R 2 l
COOH  Me COOH . cooH

Isoleucenina Acido senécico

Estudios de incorporaci6n de acetato en.diéster macroci-
clicos, principalmente en la senecifilina del Senecio Dougla-
sii realizados.pof Geissman y col. encontraron que la activi-
dad estaba igualmente dividida entre la parte basica y la &ci-
‘da. Estos resultados condujeron a Crout (11) a.éonsiderar a los
aminoicidos como precursores, encontrindose que la treonina da;
ba un indice de incorporaciém alto (0'2—0'4%) y especifico en

2

el 4cido que esterifica a la senecifilina.
}

El esquema origen del principal grupo de los &cidos de 10

dtomos de carbono queda resumido asi:
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c-Cc-Cc-C-¢

isoleucina C}_/‘piruvato

{C - —> formato
COOH |

treonina

Normalmente se cree que los Acidos de 10 Atomos de carbono
de los. diésteres macrociclicos estén formados por acbplamiento
intramolecular de dos unidades de 5 Atomos de carbono previa -
mente esterificado separadamente sobre los dos hidroxilos de re

tronecina u otros amino-alcoholes (mecinas) apropiados.

Crout y col. han propuesto que la parte derecha de 5 atomos
de carbono de los 4cidos de 8 y 10 4tomos de carbono actfian co-
mo un nucleofilo y la parte izquierda como un electrofilo acep-

tor como sigue:

N2 de carbonos Esqueleto - Electré6filo
C . c
| » 4P
8 C - ? -C - ? - C C-C=0
| .
CcooH COOH COOH
- 7
- 10 C-¢C - ? -C -C - % -C C-~-C - ? = C<4505
COOH COOH - CooH
C o C c (o)
AN i N yo
10 T C-C~-C-C-~-C ¢ -C=0
/ ] ] J/ I
C COOH COOH C COOH
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Es una coincidencia nbtable que treé grupos completamente
no relacionados de especies de plantas en las familias Composi-
tae, Leguminosas y Boraginaceae.elaborasen no solo los amino-al-
vcoholes no-usuales de la pirrdlizidina, sino que fambién el mis-
mo tipo de Acidos esterificados no-usuales en aéociacién con los
amino-alcoholes. Esta situacibn sugiere que los precﬁrsores dé
los.-acidos esterificados sdnwparte de los precursores del anillo
pirrolizidinico, es decir, que el anillo de la pirrolizidina es-
t4 formado de dos ésteres relativamenté simple dellos cuales las

 proporciones Acidas son posteriormente elaboradas.
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Siguiendo el prdcedimiento descrito.en la.barte,expefimen-
tal, aislamos del Senecio petasitiS~un alcaloide cuyo-anélisis
elemental corresponde a un CygH,-NOg (1). Flg. 1. P.F. 169—170°C
[O(] = -34°8 (cloroformo). ' ‘

: 3500 em~1

EX I.R. (BrK) presenta absorciones a 0 max

(oH
. no.asociado), 3010 cm (ancha, asociado), 1710 cm—l,(grupo car-
bonilo). La frecuencia del grupo carbonilo'esté'delacuerdo con

los ésteres saturados de los alcaloides pirrolizidinicos (13).
En el U.V. no aparecen ébsqrciongs por encima de los 220 nm.

El espectro de R.M.N. da seflales a & : 0’8 (3H, &, J= 6

Hz) CHy-CHs, 1718 (3H, d, J= 6 Hz) CH-qgs; 1720 (sﬁ; s), C-CHy,
de acuerdo con la estructura de estos alcaloides podemos suponer
que estos agrupamientos se encuentran formando parté del 4cido
que esterifica el aminoalcohol, 273 (2H,'m) protones en C-6,
3'92.(H, m) y 4°32 (H, m) atribuibles a ios gidrégenos en C-9
(C—ng—O—CO-R) no equivalentes magneficamente y cuyo.lis % 0’4
ppm esta de acuerdo con el observado para un éster maqrociélico‘
(14), 6715 (4, 4, J= 1°5 Hz) C=CH, 3733 (2H, s) intercambiable
con Dy0. .

- La hidr6lisis 4cida de esta base conduce a un amipoa1c§h017
de P.F. 119-12090,[5K]De + 5275 (etanol) idenfificado con;la

retronecina (II), (I.R., R.M.N., punto de fusién'mixbo) y un hi

droxiécido (IIi) de P.F. 143'14590’[°(]D=‘+ 25 (etanol). I.R.

(BrkK) presenta absorciones a '0 max. © 3440 cm™t (om) y 1720 cm'f1

(carbonilo). El espectro de R.M.N. en deuteropiridina da sefia -



les a & : 1°14 (3H, t, J= 6 Hz)-CHy,~CH;, 1760 (3H, d, J= 6 Hz)
CH-CHz, 1°83 (3H, s) C-CH; y -0"30 (2H, intercambiable con D50).
Este hidroxiAcido se identifi¢é con el Acido isolinécico 6
(2s,3R,55)-5-etil-2,5-didroxi~2,3-dimetilhexadioco (R.M.N., I.R.,
punto de fusibén mixto) obtenido por hidrélisis acida del alca -
loide isolina (iV),'éisladoAdél Senecio othonniformis (5,15) y

amablemente suministrado por el profesor Gordon-Gray.:

De la misma planta se aisld un alcaloide, Bislina, de P.F.
169-1702C, que podria tratarse de la misma sustancia aislada por
nosotros. Los autores solo mencionan el punto de fusién y la po-

sicién de un metilo en R.M.N.

El E.M. de nuestro alcaloide (Fig. 2) presenta la fragmen- -
tacién tipica por fisién del enlace éster alilico (16,17) 1lo
cual es una prueba de la posicidn esterificante dada por noso -
tros. Ademas se obéerva la fragmentacidn sistematica de la neci-
na para dar la serie de iones a: 137 (20%), 138 (29%), 121 (17%),

95 (54%), 119 (29%), 93 t54%).y 12o (31%). . -

La. estructura y configuracidon de nuestro alcaloide queda
establecida como (I)._Dejando pendiente si se trata o no de la
Bislina, ya que no hemos efectuado una comparacién directa, de-

bido a que no se nos pudo suministrar.
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Extraccién de los alcaloides

El Senecio petasitis fue recolectado en los Naranjeros,

isla de Tenerife en el mes de Diciembre de 1972.

10°5 kg. de parte aérea, seca, fueron extraidos en un soxh-
let con etanol hasta agotamiento. El extracto etanélico fue con-
centrado a presién reducida. El concentrado se sometibé a arras-
tre en corriente de vapor con el fin de separar los aceites esen
ciales.-La porcién no arrastrada en la corriente de vapor se re-
dujo de volumen a vacio. El extracto acuoso asi obtenido se aci-
duld con ClH del 5% hasta.pH = 2. El precipitado formado se se-

pard por filtracidén y la solucibén Acida se extrajo con C1CH.

El extracto cloroférmico (no despreciado porque puede con-
tener alcaloides en forma de clorhidratos) se lavd con solucién

saturada de SO,Na, y secd sobre SO4Na2‘anhidro.

La solucién clorhidrica, se neutralizd hasta pH = 7 con
.CO3HNa y se alcalinizd poéteriormente con CosNé2 , se filtrd y
jf extrajo con Cl;CH. La capa orgéanica se lavb y sec6é de la forma
. ya descrita. Por eliminacidn de diso1vente a vééio se obtiene

una masa resinosa de alcaloides (16719 grs).

Rendimiento de alcaloide en la planta 0715%.

Aislamiento de los alcaloides

La mezcla resinosa de alcaloides (16719 gr.) se separd me-
diante extraccién con cloroformo a diferentes pH = (4, 5, 6,

6°5, 7, 8 y 9) de su solucidn acuosa.

[V, SV



- E1 extracto bruto de alcaloides se disolvid en agua (400
ml;) y ClH del 10% (100 ml.). Dicha solucibn se ilev6 a pH ; 4
neutralizando con CosﬂNa'y ée-extrajo con cloroformo (100 ml.
cada vez, hasta que un ensayo con reéctifo Dragendorff recien-
temente preparado dié negativo). La solucién cloroférmica se
lavé con una solucién de SO,Na, y secd sobre S0,Na, anhidro. Se
prosiguié la extraccién a los pH indiéados; El resultado de las
extracciones se comprobb mediante érqmatografiaS‘defcapanina |

(silica ge}, C13CH; MeOH 15%).

La fraccidén a pH = 4 consta de una serie de productos muy
poco polares con caracteristicas de ceras y parafinas (las para-

finas dan positivas la reaccidén de Dragendorff).

El producto obtenido de las fracciones a pH = 5, 6, 6°5 y
7 se purificé en una columna de gel de silice (600 gr) eluyendo
con C1.CH/MeOH 5%. Asi se obtienen 3°21 gr. de una sustancia ani

ca en capa fina (silica-gel, C1;CH:MeOH; 85:15).

Las-frécciones a pH= 8 y‘9v(5'38‘gf) se'disolvieron en ClH
1% (200 ml.) y se llevé a pH= 6°5-7 extrayéndose con CLCH (50
ml. cada vez, hasta ensayo negativo éon reactivo Dragendorff)
se siguié la extraccibén mediante capa fina, obteniéndose asi 1°5

gr. mis de la sustancia anterior.

La solucién clorhidrica residual se alcalinizé'hastg pH= 8
y 9-y se. extrajo con ClSCH has?a agotamiento. Mediante cromato-
grafia de capa fina se observé la existencia de una serié de pro-
ducfos;més polares que nuestro alcaloide. Posiblemente N-6xidos

producidos por oxidacién aérea durante la marcha, por lo cual



se procedid a efectuar su reduccién.

La reduccion se efectud con S0,Hy 3N (70 ml;) y cinc en
polvo en exceso a temperatura‘ambiente, con agitacidn, durante
una hora y media. La cromatografia en cépa fina indicd la exis-
tencia de un solo producto, cuyo Re se identifica con nuestro
alcaloide. Se neutralizé y se extrajo el alcaioide con éter sul
firico. Operando de la manéra usﬁal sé obtiene 1725 gr. més;de
sustancia. |

El alcaloide asi obtenido cristaliz6 de éter de petréleo-
C1l,CH, punto de fusién 169-170°C. Cristalizando de Cglg~ éter

de petrdleo fundid a 106-1092C, se recristalizdé y secd a vacio

dando el mismo punto de fusién. Mediante R.M.N. se'comprobé que
ambos productos eran los mismos teniendo distintos puntos de fu

sidén porque ocluia CgH al cristalizar.
[O‘JD= - 3478 (c, 0°27 gr/100 ml., C1CH).

' \)| Brk -1 .
I.R. 0 max. & 9900 cm (OH), 1710 cm

1080 cm-1 (c-0).

~1 (éster), 1050 y

- I.R. N\ DY+ 3520 em~ Ll (0mH), 1730 e~ (éster), 1040 y
1080 cm"'1 (C-0). | - '
- ULV, (c, i‘mg/ml.; éténol) no presenta absorcidén por enci-
ma de 220 nm,
R.M.N. (c,'25 mg/0°3 ml, ClscD,-TMS'referencia igterna)

se aprecian sefiales a los siguientes valorey de.d : 0’8 (3H, t,

J
tilo angular, 2°3 (2H, Wi= 10 Hz), 432 (H, Wi= 8 Hz), 6715 (H,

6 Hz) CHyCH,, 1°18 (3H, d, J= 6 Hz) CHy-CH, 1°20 (3H, s) me-

T T ST PP v —— . - T T T



d, J= 1°3 Hz) y 333 (2H, s) (OH) intercambiable con D,0.

E.M. M'(353, 8%), M*-44 (30, 6%), M'-45 (308, 11%), M'-

87 (266, 5%), como picos més'caracteristicos.
Analisis
Calculado para un CygH,-NOg: C, 61°17%; H, 7°70%; N, 3796%.
Hallado: C, 61°52%; H, 7°90%; N, 4°025%.

HIDROLISIS DEL ALCALOIDE

a) hidrélisis béasica.

b) hidréblisis Aacida.

a) Hidrélisis basica.

El alcaloide (113 mg) fue tratado a reflujo en metanol
acuoso (21 ml. de metanol, 9 ml. de agua) COzNa, (exceso) du -
ran{é una hora y media. La hidrélisis se siguié por cromatogra
fia'en capa fina hasta la tofal conversion. La mezcla de la
‘reaccién se llevd a sequedad, a vacio, extré&endo la parte béf
sica con acetato de etilo hasta ensayo negativo con reactivo
de Dragendorff recien preparado, se filtré y secd éqbre S0,Nay
anhidro, operando de la manera usual se obtiene la necina ‘
(47’2 mg., rendimiento 81%) de punto de fusién 119-121°C
(Cl,CH,-éter sulfﬁrico),[c¥]D='+ 52°5 (¢, 0720 gr/100 ml., eta-
nol). _ ) ‘

\ Brk
I.R. max.

=

: 3300 em~! (OH),-1050 em™! (C-0).

R.M.N. (¢, 10 mg/0°3 ml., Cl1.CD, TMS como referencia inter

na) - sefiales a los siguientes valores de & : 2704 (2H, m) |
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CH,-CHOH, 2°8 (H, m), 3°17 (H, m), 36 (H, m), 3°9 (H, m), 4°4
(34, m), 5°9 (2H, m), 5°8 (H, d, J= 1°6) CH=CH.

De la comparacién de nuestra necina, con la Retronecina

obtenida por nosotros de la hidrdlisis del alcaloide Isolina
suministrada por el profesor Gordon-Gray (I.R. y punto de fu -

sién mixto) resultd que se trataba de productos idénticos.

El residuo. no extraido se diluye en agua y en medio basi-
co se extrae com 0130H para eliminar las impurezas. Se acidifi-
c6 con ClH y se extrajo con ClscH, operando de manera usual se

obtiene un aceite (11°3 mg).

El espectro de R.M.N. se mostrd complejo. Creemos que se
trata de una mezcla con productos de descarboxilacién del hidro-

xiécido.

b) Hidrélisis Acida.

El alcaloide (450 mg) fué tratado a reflujo con SO4H, 3N
(25 ml.) durante 6 horas. La marcha de la hidrélisis se siguiéd
por capa fina (silica-gel, C1l.CH:MeOH:AcH; 60:30:10) hasta la

total conversiodn.

i) Hidroxiécido.

El hidroxiacido selextrajo de la mezcla de reaccidén con
éter sulffirico en un extractor liquido-liquido, durante 24 ho-
ras. Operahdo de la manera usual se obtiene 265”2 mg, rendi -
miento 8875%. P.F. 143-145°2C (éter de petréleo-éter sulfirico).
[0(]D= + 25 (¢, 07192 mg/100 ml., etanol).

I.R. ) B%K ' 3440 en™! (om), 1720 em~! (COOH) y 1050 y



1090 em~t (c-0).

R.M.N. (c, 31°5 mg/0°3 ml., deuteropiridina, TMS como re-
ferencia interna), presenta sefiales a los siguientes valores de

&:1°14 (3H, t, J= 6 Hz) CH;~CH,, 1760 (3H, t, J= 6 Hz), 1760

. OH _
(3, d, J= 6 Hz) CH-CH., 1°83 (3H, s) =C-CH;, , 2°45 (5H,
- =3 ‘Hooc” ° !

-m), --0"3 (2H, .s)-desaparece:.al_tratar con D50.

De la comparacién de nuestro 4cido, con el 5cido Isoliné -
cico, obtenido por nosotros de la hidrélisis Acida del alcaloi-
de Isolina suministrada por el profesor Gordon-Gray (I.R., R.M.
N., punto de fusién mixto) resultd6 que se trataba de productos
idénticos.

ii) Necina

La solucidén &cido restante se alcalinizé con CO;Na, hasta
pH= 8. Opefando de la manera anterior se obtiene Retronecina
(46’8 mgr. R= 17°8%) de punto de fusién 119-1212C identifica-
da por comparacidén con una muestra auténtica (IR, RMN, punto de

fusién mixto).

Hidrélisis Acida de la isolina suministrada por Gordon-Gray.

Isolina (122°5 mg) fue tratada a reflujo con S0 ,4H, 3N (10
ml.) durante 14 horas. La marcha de la hidrdlisis se siguid por
capa fina (silica gel C1,CH-MeOH-AcH; 60:30:10) parando la

reacecién cuando se consumib el producto de partida. -

i) Hidroxiacido

El hidroxiicido se extrajo de la mezcla de reaccién con



éter sulfGrico en extractor liquido-1iquido (durante 24 horas).
Operando de la manera usual se obtiene Acido isolinécico (62
mgr., R= 93°6%). Punto de fusién 141-143°C (éter de petrdleo—

acetona), IR, RMN, véase coleccidén de espectros.

ii) Necina
- La solucibén Acida resultante se alcaliniz6 con.COsNa2 has-
ta pH= 8, se extrajo con éter sulfirico. Operando de la manera

usual se obtiene retronecina (29°2 mgr., R= 76°8%), punto de fu

sién 119-121°C (éter sulfﬁrico-CIZCHz).
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Los puntos de fusibén estédn sin corregir y fueron determi-
nados en un aparato Koefler. Los espectros infrarrojos se fea—
lizaron en dos espectrofotbémetros, Perkin-Elmer mod. 237 y PYE
UNICAM, mod. SP-1100. Los. espesores de las células asi como 1los
disolventes usuales en cada caso, se indican en la parte expe-
rimental. Los espectros de ultravioleta se realizaron en un es-
pectrofotémetro Perkin-Elmer mod. 137, con células de 0’5 mm.
de espesor. Se utilizb como disolvente alcohol etflico. Las ro-
taciones especificas se efectuaron en un polarimetro Perkin-El-
mer mod. 141, en disolucién de etanol, utilizando células de 1

dm. de longitud.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 90 MHz.
se realizaron en un espectrégrafo Perkin-Elmer mod. R-32. Los
espectros de masa se efectuaron en un espectrdmetro MS-9 de la
AEI, en Barcelona y en un espectrdémetro 5930 de la HP en nues -~

tro laboratorio.

Los anilisis cuantitativos fueron realizados en el labora-
torio de Microanilisis del Centro Nacional de Quimica Orgénica

del C.S.TI.C.



CONCLUSIONES
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Del estudio efectuado en el Senecio petasitis D.C. pertene-
cienté a la familié Compositae, se puede concluir que dicha
planta contiene un alcaloide mayoritario. Hay un segundo.

grupo de alcaloides, que debido a la pequefia cantidad en que

se encuentran, no se pudieron estudiar.

Se aisla, identifica y'detérmina la estructura y configura-
ci6én absoluta de Bislina, alcaloide pirrolizidinicp; en ba-

se a sus datos fisicos, espectrales y quimicos.

Por hidrélisis béAsica se obtﬁvo la necina, aminoalcohol de-
rivado de la pirrolizidina, que se identifica como retrone-
cina; en base a sus constantes fisicas, datos espectrales y
comparacidén directa con una muestra obtenida por hidrdlisis

de Isolina suministrada por el profesor Gordon-Gray.

Se estudid el hidroxiicido que esterifica el aninoalcohol,
que se identificbé, en base a sus constantes fisicas y espec-
trales, como acido isolinécico & (25,3R,55)-5-etil-2,5-dihi-

droxi-2,3-dimetilhexadioco.
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PARTE II



ALCALOIDES DITERPENICOS DEL
DELPHINIUM CARDIOPETALUM DC.



INTRODUCCION
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Los alcaloides diterpénicos han sido aiélados de varios
géneros de las familias Ranuncéulaceae (Aconitum,.Delphinium),
y Garryaceae (Garrya), de una éspecie de las Compuestas (Inula
royleana) asi como de una-Rosacéae (Spiraea JapOnica). Estos
compuestos estin ampliamente distribuidos en el mundo vegetal
y~tienenmmucho-interés;pon;sué=pnopiedades,farmacol6gicas y com
plejas estructuras. Muchos compuestos-soﬁ éitamente venehosos,

la aconitina y pseudoaconitina estan entre los productos mas

"téxicos conocidos por el hombre. Extractos de raices y hojas de

especies Aconitum fueron empleadas antiguamente como venenos ani
males, para tratamientos de enfermedades como neuralgias, hiper-

tensién, gota y reumatismo.

Estos aléaloides son derivados de los diterpenos tetraci-
clicos o pentaciclicos en los cuales, los Atomos de carbono 19
y 20 estén unidos_con:el nitr6geno de uné molécula de a-amino-
eténdl, metilamina y é%ilamina para formar un anillo heteroci-
clico. |

Los alca101des dlterpénlcos pueden d1v1d1rse en dos gran;
des categor1as. El primer grupo comprende los ésteres béasicos
altamente téxicos (Aconitina y Lycoctonina) los cualgs_estan

bastante sustituidos por grupos metéxilo e hidroxilo.

La h1dr611s1s de estos ésteres suministra amino alcoholes
relatlvamente no téxicos (alcamlna) los cuales poseen un esque—
leto hexa01cllco de 19 carbonos. |

El segundo grupo incluye una serie de alcaminas compara-
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tivamente simples y relativamente no féxicas; las cuales poseen
un esqueleto pentaciclico de 20 carbonos (Cuadro I). Estos com-
puestos algunas veces denominados atisinas no estén extensamen-
te oxigenados'y contienen la mayor parte al menos, un grupo me-
toxilo. ' |

Uno de los caracteres quimicos distinguibles de este grupo
es la formaciénrde fehantreno cuando se somete a una deshidro -
genacibén con sélenio'o con paladio. Algunos compuestos de esta
clase se encuentran en las plantas como monoésterés de los aci-

dos acético o benzoico.

Cuatro tipos diferentes de esqueletos han sido encontrados
entre los alcaloides diterpénicos. Estos son los tipos: Veatchi

na, Atisina, Lycoctonina y Heteratisina. (Fig. 1).

El esqueleto veatchina es el due se encuentra en los alca-
loides de la especie Garria, ejemplo: Veatchina, Cuauchichicina
y Songorina, incorporan un esqueleto kaurano y obedecen la re -

gla del isopreno.

El esqueleto atisina esti construido. en un nicleo atisano

y difiere del tipo veatchina en que el anillo D es de seis miem

bros y no de cinco miembros como en este Gltimo; y no obedece

la regla del isopreno. El esqueleto atisina aparece en alcaloi-

des tales como Atisina, Atidina, Hetisina, Ignavina, y Kobusi-

: na. El esqueleto 1ycoctonina est4 construido sobre uno de aco-

nano egemplo- Aconltlna, Lipaconitina, De1f1n1na, Lycoctonlna
Yy Ajacina. Este esqueleto puede derlvarse del de atisina por ro

tura del enlace C—8—-—C 9, formaclon de nuevos enlaces entre
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C-3}7 y C-20 y entre C-9 y C-15 y pérdida del grupo metilénico

exociclico C-17. : .

El esqueleto heteratisina difiere del tipo lycoctonina en
que la expansién del anillo € ha ocurrido por'insercién de oxi-
geno para dar‘una lactona. Todos los alcaloides encontrados
hasta el momento en la naturaleza estdn construidos sobre cua-
trdvtipos de esqueletos. Eﬁ,ciertos'alcaloides estan presentes
uno o'més anillos adicionales, asi, la‘Songorina,fiene un enla-

ce entre C-7 y C-20 del esqueleto de la Veatchina y la Kobusina

tiene enlaces entre C-14 y C-20 y entre C-6 y el nitrdégeno del

esqueleto de la atisina. (Fig. 2).

La estructura de los alcaloides diterpénicos (019), de es-
queleto lycoctonina puede ser subdividida en dos tipos genera -

les relacionados.’

. El primero es del tipo lycoctonina el cual esté basado en
el alcaloide Lycoctonina, y el segundo es el tipo aconitina ba-

sado en el alcaloide del mismo nombre (Cuadro. I).

Muchos alca101des del tipo lycoctonlna y aconltlna han si-
do sometidos a anilisis cr1stalograf1cos por rayos X y su confi

guracién absoluta ha sido establecida de estos estudios. Otros

. alcaloides de estos dos grupos han sido correlacionados direc-

taﬂéaindirectamente.

Hay varios aspectos que son comunes a ambos subgrupos, el

' de
mas obv1o es el que poseer un esqueleto hexa01c11co, el cual

resta comprendldo de un anillo de s1ete ‘miembros; tres de seis

miembros y dos de cinco miembros.

/



La denominacién de los anlllos y el sistema de numerac16n

de los carbonos viene dado en la (Fig. 1).

Hay algunas posiciones donde existe ambiguedad, cuando la
configuracién de un grupo funcional se refiere como ecuatorial
o'axial.~Estd puede resultar. de mas de una conformacién de un
anilld o de aproximadamente 55 grados entre el sustifujente Yy

~~el-plano—del anillo.-— Por lo tanto;~es frecuentemente ‘mis-defi-
n1t1vo referlrse a un grupo funclonal partlcular como aobf,
donde el primero esté definido como cis al puente nitrégeno y

el Gltimo como trans al mismo.

Todos los esqueletos del tipo lycoctonina y aconitina po-
-seen un nitrégeno terciario sustituido por ﬁn grupo metilo o
.etilb. Ademjs, todos ellos. poseen en C~1l, en C-8 y en C-14 un
oxigeno funcidnal estando este u1t1mo s1empre en posicién a .,
Estas sustltuclones no podrén prevalecer en todos los. futuros
- alcaloides de este tipo, pero c1ertamente ocurriran en la mayo—

ria de ellos, ofreciendo una clave para la determinacién estruc

' tural,

La mayor parte de ellos poseen en C-18 un grupo funcional
ox1geno. Flnalmente, se nota que todos contienen un metox1lo en

C-16 en conf1gurac16n B

La diferencia mis 1mportante entre un esqueleto del tipo
aconitina y uno del t1po lycoctonlna es que el ﬁltlmo, cont1e—
ne un grupo funcional oxigenado en C-7 mientras que el prlmero
no. La preseﬁgia o ausencia de ﬁn sistema a -glicol ditercia -

rio, como hidroxilo libre o en su forma metilado, es el factor
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determinante en la clasificacién, asi como de mucha de la quf-

mica de estos compuestos.

La mayorfa de los alcaloides del tipo lycoctonina contie-
nen un oxigeno funcional en C-6 B , usualmente metoxilo, y los

del tipo aconitina en posicibén a .

Ademis, la mayor parte de los alcaloides del tipo lycocto-
nina que han sido aislados no poseen un sustituyente de cual -

quier género en C-13. Cuadro II. (1) (2).

Ha sido publicado (3) un método quimico interesante para
reconocer la cqnfiguracién de un metoxilo en C-6, que vale la

pena considerar (Fig. 3).

El tratamiento de los alcaloides diterpénicos que contie-
nen en C-6 un .a -metoxilo, con permanganato potééico neutro en
acetona .acuosa da como productos pfedominantes los derivados
‘N-dealquilados. (Fig. 3).

' La presencia en algunoé de 1ds alcaloides de un hidroxilo
en C-3 en el anillo A, no tiene efecto en el curso de la oxida-
cién o en el rendimiento de ;a bése N-dealquilada producida, pe
ro un doble enlace en el anillo A, baja el rendimiento del al- |
timd. |

Por otra parte, un tratamiento similar de los alcaloides
que llevan eﬁ C-6 un p-metoxilo dié casi exclusivamente el de-
. rivado lactémico, excepto en el caso de la Delcosina la cual.

tiene el C-1 un a -hidroxilo en lugar de un metoxilo.

En eéte Giltimo, el éter carbinolamina fue formado por con-

S
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densacidén del hidroxilo C-1 con laxhidroxilcarbinolamina ini-

clalmente producida y por lo tanto puede ser vista como equiva-
lente a la formacién de una lactama, excepto en que la reacclén
se ha parado a la mitad, por formacidén de un éter interno esta-

ble. (Fig. 4).

Estos resultados pueden ser explicados por el impedimento
estérico ofrecido por un a-metoxilo en C-6 y el C-19 metileno
previniendo ia oxidacién del Gltimo y ppr lo tanto, favorecien-

" do el ataque sobre el grupo etilo. E1 metoxilo C-6 orientado en
"~ B de los élcalbideé del tipo lycoctonina, no ofrece interferen-
‘cias con el metileno C-19, ocurfiendo una oxidaci6én normal en

esta posiciodn.

Los alcaloides diterpénicos (Czo) con esqueleto atisina son

. 1

_bases terciarias que contienen usualmente un metileno exocicli-

. co, un grupo hidroxilo, un metilo, asi como un anillo oxazolidi
nico.

Las posiciones relatlvas de los grupos h1drox110 y metile—

no exocicl1co fueron determlnadas por Dvornik y Edwards. (4).

La evidencia de la existencia de un anillo oxazolidinico

- " en estos compuestos fue establecida de hechos experimentales
(5,6).
Una d1ferenc1a importante entre los alca101des con esque-

’leto atis1na y esqueleto veatchina ha sido apreclada de la de-

h1drogenac16n con selenio, Mlentras que los compuestos con es-

.queleto veatchina dan 7-et11 l-metllfenantreno y 7-etil- l-metll-

-3-azafenantreno, los de atisina dan 1—met11fenantreno, 6-etil-
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metilfenantreho'y 6-etil-metil-3-azafenantreno (7, 8) (Fig. 5).

Especulacidén biosintética y biogenética.

Los trabajos biosintéticos con alcaloides diterpénicos s6-
lo se han efectuado con caricter preliminar. Frecuentemente en
estos trabajos, la incorporacién de Acido mevaldénico en un pro

ducto natural es frecuentemente usado como test, si la sustan-

cia es de origen terpenoide.

14

Herbert y Kirby (9) encontraron que el 2-77C mevalonato

sumistrado al D. elatum, a través de un corte entre el tallo y
la hoja, no se incorporaba de forma significativa a la Delfeli-
na. Sin embargo, la biosintesis del alcaloide estaba_transcu -

rriendo en la planta en el periodo de crecimiento, observando

un rédpido incremento coincidiendo con un vigoroso crecimiento

de la planta.

Utilizando la misma técnica de suministro se encontrd que

1

el L-(metil- 4C) metionina se incorporé en delfelina (0°025%).

fa dealkilaciém con ioduro de hidrégeno reveld actividad en los

~grupos metoxilos (88%) y N-etilo (11%). Sin embargo la activi-

dad del grupo.metiiendioxi determinado por hidrélisis a formal-

~ dehido, fue muy bajo (5%).

Benn y May (10) inyectaron acetato marcado 1—140, 2-140 y

2-140 mevalohato a ‘los. troncos de D. brownii justo antes de flo-

recer.



Comp. sumin. Total inyectado % incorporacién en los alec.

a 12 plantas. no hidrol, hidrol.
acetato_114 250 Iuc' . 0.007 " 0.002
acetato-21c 100 pc 0.006 - 0.003
a. mevalénico14 |

c . 50 pc 0.010 . 0.006

De los resultadﬁs dados.en la Tabla puede apreciarse que -
‘las incorpdraciones fueron pobres y estaban de acuerdo con el
- modelo esperado de una biosintesis-de'terpeho nbrmal. Se encon-
“t}6'que la actividad especifica de brownina y 1ycoctohina pura
“era 15 misma en todos los casos consisténte con un érgcuréor

comin.

Benn y'May presumen que el primer lugar de la bipsintesis

de estos alcaloides en D. brownii y D. elatum estad en la raiz.

Waller y'colaboradores'(ll)'usaron el métddo'dé inyeccidn

directa al tronco con D. ajacis. Los precursores glic‘ina-2-14C

14

y mevalonato-2-""C fueron inyectados durante’la.preflorapién,

floracién y postfloracién, no encontrando diferencia signifi-
- cativa en el total de alcaloides con respecto a'la prefloracidn,
.floraéién'y post-floracién. La incorporacién en delcosina del

2-14¢ glicina fue de 0.09% (presumiblemente en el grupo etilo)

14

y de 2-7"C mevalonato en 0 04%.

Se confirmé asi, la indorporacién de 2—140_mevélbnéto en

-

';_losialcaloides tipo lycoctonina.

Eh»coheki6n‘con.1albipsinfesis deAeStos alcaloides se ha




de resaltar la conversién de un esqueleto atisina a otro lycoc--

tonina por via quimica.

. Valenta y Wiesner (12) propusieron un esquema biogenético
(Fig;‘G) por el cual un alcaloide con esqueleto tipo atisina
podria reagruparse dando un esqueleto tipo lycoctonina 0 aconi-

tina.

~-—LOoS~ intentos>dercon§ersién"por«solvélisis de_derivados de
la atisina con sustltuyentes en C-15- (1as dos configuraclones)

dieron productos err6neos (13), (Fig. 7, I-II)

Sin embargo se ha encontrado que la pirolisis de un 15a -
tosilato (14) dibé con buen resultado 1a transformacion deseada

(Fig. 7, III-IV).

Existe, por tanto, una gran pfobabilidad de que el esquele-
to atisina sea un intermedio en la formacién del esqueleto ly-
coctonina in vivo. | | |

La mayor controversia biogenética concierne a la etapa en

que se formbé el puente 7-20.

~Sé ha postulado (12, 15) una condensacién aldélica (Fig.
7, V-VI). Ademis, se ha sugerido (16) que‘el puente era la Gl-
tima etapa de-la formagién dél eéqueléto, ocurriendo por una ci
“éiacién‘tipo Prihs (acoﬁitiha)h(Fig, 8, VII) o por la ciclacién
ilustrada en (Fig. 8 » VIII). Amﬁas éiclaciones?son posibles en

el 1aborator10 (16, 17).

El alslamlento de Denudatlna (Flg. 8 IX) del D. denudatum

(18) parece apoyar la ruta de la condensaclon ald611ca.
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Por otra parte el origen y correlacién biogenético de veat
chlna y atisina fue postulado en una 1ngenlosa hipbétesis por
. Wenkert (19). Wenkert establece que ambos compuestos se origi-
nan de un mismo precursor, primaradieno (Fig. 9, I). La biogé-
nesis del esqueleto veatchina (Fig. 9, II) procederia por pro-
tonacién del doble enlace 8,14 del intermedio (Fig. 9, III), con
-~posterior--transformaciébn a'(Fig;.Q, IV)fquegqrigina4el-esqueléto

 atisina (Fig. 9, V).

Algunos aspectos farmacolégicos

- 'Los alcaloides,presentes en—las-especies de- aconitum y del-
~ phinium son altamente t6xiéos (la dosis letal para el hombre es
del orden de 2-5 mg); esta propiedad es ampliamente conocida y

la aconitina se usbd antiguamente en flechas veneﬁosas. Debido
a su gran tox1c1dad las aconltlnas se usan raramente con fines
terapéuticos, pero previamente "tlntura de aconlta" ha sido usa-

. da para alivio local de neuralgia y dolor de muelas, y sistema-

ticamente para la hipertensibn, gota y reumatismo.

Estos usos estin basados en la accidén ejercida sobre el

sistema nervioso periférico o central. La accién periférica de-

b1da a la absorc1on por la p1e1 o por la mucosa produce prlmera
o
mente una intensa y caracterlstlca sensacién de sumbldo oidos

y calor, y por ﬁltimo anestesia de los nervios sensoriales.

Centralmente, la aconitina y los alcaloides rélacionados

estimulan los centros medulares vagales y causan descenso del,

,rltmo cardiaco y bajan la presién arter1a1 (20)
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Sistema a -glicbélico C-7-~-C-8 libre
o metilado.

TIPO LYCOCTONINA . La mayoria contiene un oxigeno fun-
: ' cional en C-6, P ; usualmente meto-
xilo,

LLa mayoria no poseen funci6n en C-13

Nitrégeno terciario portando un grupo
metilo o etilo.

Oxigeno funcional en C-1, C-8 y €~l4a

Metoxilo en C-16, B .

TIPO AdONITINA ' , La mayoria contiene un oxigeno funcig
nal en C-6 a ; usualmente metoxilo.

CUADRO IX
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ESTRUCTURA DE LA CARDIOPETALINA

Siguiendo el procedimiento descrito en la parte experimen-
tal, se aisld un alcaloide diterpénico no descrito en la biblio

graffa y al que denominamos Cardiopetalina (I), (Fig. 1).

El anAlisis elemental por combustidén y espectroscopia de
masas concuerda con un ClegsNOSO'P.F.'179-1819€, cristalizado
de acetato de etilo[oc]D= _16 (etanol, c, 0°22).

El I.R. (BrK) presenta absorciones a ’b : 3520 y 3300

max.
cm~ 1 (oH), 1100 y 1115 cm~ L (C-0). No se observan otras frecuen

cias caracteristicas de otros grupos funcionales.

El espectro de R.M.N. da seiiales a 3 : 0’88 (3H, singlete)
metilé angular -¢'Cﬂ3’ 112 (3H, triplete, J= 7 Hz) correspon-
diente a un N-CH,-CH;, 3707 (H,'s)'atribuible al N-C-17H debido
a qué forman un Angulo dihédrico de 902, 4712 (H, dd, J= 4°5 Hz)
sefial caracteristica del C-14pH, a OH, en este tipo de compues
to (21), 375 (H, m, Wi= 6 Hz) gsignable al b—l B H a OH cuando

las confbrmaciones silla y bote estin en equilibrio rapido (21).

Esta sefial se transforma en un triplete de’constahte de
acoplamiento J= 3 Hz, al elevar-la temperatura a 552C. Diché'
constante esté deﬁécuerdo con la esperada para este protén cuan-
do el anillo A est& en la cohformacién de bote y los angulos di-
hédricos son iguales. Asi, a alta temperatura la forma bote tien

de a predominar. (Fig. 2).

El espectro de masas de la Cardiopetalina (Fig. 3) es ca -

racteristica de este tipo de alcaloides diterpénicos, obtenién-.
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dose muy pcos iones intensos en la zona de baja masa y facil -
mente pierde los sustituyentes periféricos (223). Presenta pi-
cos a M¥ 347;_M+—15 pérdida de metilo del agrupamiento N-CH5-CHz;
M+—17, pico base, caracteristico de la existencia de un C—1<10H

(22¢, 22d); M'-18 (H,0) y M'-33 (CHy,H,0).

~

Por tratamiento de la Cardiopetalina con anhidrido acético

- en—piridina- a-temperatura -ambiente. se obtiene un diacetato .(II),

en forma de resina, el cual no pﬁdimos cristalizar (M+ 431).
"E1 I.R. (C15CH) muestra absorciones a b max,t 3960 em Ll co-
rrespondiente a un hidroxilo no acetilable, 1725 y 1250 cm"'l

(acetato).

El espectro de R.M.N. da seﬁales-a 8 @ 2’03.y 2710 (3H, sin
gletes) 2xCH-CO0, 4’80 (H, dd, J= 5 Hz) caracteristica del
C-14BHaOAc y 4°90 (H, cuadruplete de un sistema ABX de :cons-

- tantes de gcoplamiento JAX$ 10 Hz y JBX= 6 Hz) caracteristica

del C;1|3§<10Ac. En este caso el anillo A toma la conformacidn
més estable de silla al desaparecer la interaccidén por puente
de hidrégeno entre el C-1aOH y el nitrégeno,'siendo las cons-
tantes delacoplamiento observadas las predecibies atendiendo a
los Angulos dihédricos de los protones. Ademas se observa una

sefial a 2730 intercambiable con D,0 (OH).

El espectro de masas (Fig. 4) presenta un ién a MY-59, pi-
co base, correspondiente a la pérdida del C-1la OAc, caracteris-
tica de dicho agrupamiento, como ya hemos mencionadd, junto con

la pérdida de los' sustituyentes periféricos. _"

La acetilacién del diacetato (II) con anhidrido acético en



presencia de cantidades cataliticas de &cido p-taluensulfdnico
en bafio de vapor rindié un triacetato (III), como resina, que

no pudimos cristalizar it 473).

El I.R. (0130}!) muestra absorciones a \)méx 1730 y 1270

_ cm"1 (acetato) y no se observa absorcidén debida a grupos hidro-

xilos. '

La R.M.N._ da-sefiales a & :.1794 (3H,. s):ngcOO,“z’OS.(GH,
s) 2xCH-C00, y 4’80 (2H, m) 2xCHOAc.

El E.M. (Fig. 4) da como iones mis caracteristlcos Mt-59
(84%, CH3COO) fragmentacidn tipica del sustltuyente C-1 aOAc ¥y
a (MT-59-60 (pico base, CH3—COOH) pérdlda usual de &cido acéti-
co en este tipo de compuestos, cuando existe un grupo acetato

B terciario sobre C-8 (22d).

De lo anteriormente expuesto queda establecida la estruc-
tura de la Cardiopetalina como (1), alcaloide diterpénico esque
leto lycoctonina tipo aconitina, Este compuesto lo hemos encon-
trado descrlto en la literatura como producto de degradacidn
de la Kgrakolina, la D1h1dr01sop1roacet1lkarakollna (23) La
comparacién de ambas sustancias no fue p051b1g debido a que no

se nos pudo suministrar la muestra.

Es interesante resaltar que lé Cardiopetalina no presenta

funcién oxigenada sobre el C-16, hastavel presente, caracteris-

tica de este tipo de-alcaloides (24).

Para corroborar la estructura propuesta para este alcaloi-
de, y ante la gran dificultad de una correlacién con un alca - .

1oide de estructura y configuracién conocida se env16 una mues-



ot e s e =

tra para un anilisis por rayoshx.

ESTRUCTURA DE LA CARDIOPETALIDINA

Tal como se describe en la parte experimental, se aisl6é un

nuevo alcaloide diterpénico, la Cardiopetalidina (IV), (Fig. 5).

La composicibn elemental de esta sustancia, efectuada por
espeétroscopia de masas, concuerda con un 021H33N04. P.F. 223~

2279C, cristalizado de acetato.de etilo—mefanol,[ﬁX]D= + 1708

~ (etanol, c= 0718).

El I.R. (BrK)‘presenta absorciones a \) : 3540, 3390 y

max.
3250 cm_1 (o), 1050 y 1110 cm"1 (C-O). No se detecta la presen

cia de otros grupos funcionales en la molécula.

El espectro de R.M.N. da sefiales a & : 0792 (3H, s) corres
pondiente a un metilo angular —¢—C§3, 110 (3H, t, J= 7 Hz) I
asignada al agrupamiento N-CH,-CHs; 3’68 (H, m, W%= 6 Hz) sefial
tipica del C-1pH aOH; 4718 (H, dd, Jl=J2= 45 Hz) caracteris-
tica del C-14 BH aOH (21), 3708 (H, s) N-C-17 a H-C-7 B OH.

El eépectfo de masas (Fig. 5), caracteristicé de los alca-
loides diterpénicos,'presenta jones a M" 363 (27%); M- 15 (74%)
éorrespondiente a la pérdida de un grupo metilo del agrupamien-
to etilamina. La intensidad del pico a M'-17 (100%) es indica-
tivo de la'eXistencia de un C-1 a0OH en este tipb de compuestos

(22).

La acetilacidén de esta sustancia con anhidrico acético en

piridina rindié un diacetato (Fig. 6),como resina, que no pudi-

mos cristglizar.
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I.R. (BrK) presenta absorciones a \)méx : 3500 em~ 1 (OH),

1735 y 1250 cm~t (acetafo).

Su espectro de R.M.N. da seiiales a & : 0780 (3H, S) —¢—Q§3,
1710 (3H, t, J= 7 Hz) N-CH,-CH;, 2703 y 2°10 (dos singletes, 3H
cada uno) 2xCH,-C00, 4°80 (H, dd, J= 4’5 Hz) caracteristica del
C-14 B H a OCOCH, ¥ 4’75 (H, q,‘JAx=10 Hz Ipx= 6 Hz) tipica del

-C-1-B-H-2 OCOCH; como ya hemos discutido en el caso de la Cardio-

petalina.

El espectro de masas (Flg. 6) da como iones més caracteris-
tico el M -59 (388) plco base, correspondiente a la pérdida del

sustituyente C-1 a OAc.

De lo,expuesto esta sustancia ha de tratarse de un alcaloi
de diterpénico C-19, con un esqueleto hexaciclico, conteniendo
un grupo etilamina y cuatro grupos hidroxilo, dos de ellos secun

darios el C-1a OH y el C-14 aOH.

Por édnsideraciones bidgenéticas,.los das grupos hidroxi-
los restantes deben estar situados en C-7 y C-8, formando el sis
tema tipico, a -glicélico, da los alcaloides diterpénicos con es

queleto lycoctonina tipo lycoctonina.

Por lo-tanto,‘proponemos para este tipo de compuesto la es-

“tructura (IV). Una muestra del mismo ha sido enviada a su anéli-

~ sis por rayos X. Desafortunadamente no aislamos suficiente can -

tidad--de producto que nos permitiera aportar mis datos que con-

tribuyan a la confirmacién de tal estructura..

Es interesante resaltar aqui, que la existencia en la misma

planta de dos alcaloides Cardiopetalina y Cardiopetalidina, per-



tenecientes a los tipos aconitina y lycoctonina respectivamen-

te (los dos grandes grupos en que se dividen los alcaloides di-
terpénlcos C-19 esqueleto 1ycocton1na) no es frecuente en la

naturaleza.

Hasta el presente solo se ha citado un caso de la existen-

" cia de alcaloides de los tipos mencionados en el Aconitum ranun

-culaefoliumﬂ(25);.deadondemseraislaron.lézRanaconitina—(V) y la

Lappaconitina (VI) (Fig. 7).

Por otro lado estas dos bases constltuyen el prlmer ejem—
10 de alcaloides d1terpenlcos C-19, esqueleto lycoctonina, que
no poseen funcidn oxigenada en C-16 p . Hasta el presente todos
los alcaloides de esta familia aisiados en la naturaleza poseen
dicha funcibén, usualmente metoxilo (89 alcaloideé) o hidroxilo,

la Cammaconina (26).

Ademis constituyen los ejemplos de alcaloides menos oxige-

nados aislados hasta el presenfe; ‘ .

En las hipétesis biogendticas (Fig. 8) (12, 15), algunas
de'cuyas tfansforméciones han sido efectuadas en el laboratorio
con productos modelos (16, 17), las funciones okigenadas en C-14
(ﬁsualmente a OH), C-7 y C-8 (generalmente p OH), provieneh de
la conversién del esqueleto atisina en el esqueleto lycoctonlna.
El C-14 aOH de la degradac16n del doble enlace metilénico, y los
c-7, c-8 BOH de la expansién del anillo B de la atisina y/é de
1a:formaci6n del enlace C-20-C-7, etépa de mayor cbntrb&ersié

en la biogénesis de estos productos.




Parece pués razonable suponer que la Cardiopetalina sea el

precursor biogenético de ids alcaloides tipo aconitina que po -

seen funcidén en C-la , C-88 y C-14a (hidroxilo, metoxilo, &és-—

ter); 42 alcaloides de un total de 48 aislados.

Y gue, la Cardiopetalidina sea el precursor de los alcaloi -

des tipo lycoctonina que posean funcién oxigeﬂada en C-la ,C-7p

€-8B -y e-l4a.-(hidroxilo,4mefoxilo, éster); 11 alcaloides de-

un' total de 44 aislados.

Adenm4s, ia existencia deatales pérés de alcalbides, Lappa-
conitina ~ Ranaconitina y Cardiopetalina - Cardiopetalidina, de
ambos tipos aislados de la misma plahfé;-sugiere que -los alca -
loides tipo aconitina sean precursores biogénéticés de los del
tipo lycoctonina en algunas plantas. Es razonable pensar que en
el futuro se aislen tales pares de alcaloides al menos como pro

ductos minoritarios.

ESTRUCTURA DE LA 13-ACETILHETISINONA v

El anflisis elemental de la 13-Acetilhetisinona (VTI)'(Fig.
9), por combustidén y espectroscopia de masas concuerda con un
022H27N04. P.F. 219-2202C, cristaliza de acetato de etilo,
[oc ]D= + 17 (etanol), c= 6°21)."

I.R. (BrK) presenta absorciones a'ol : 3200 cm"1 (om),

max.
1730 y 1240 cm~t (acetato), 1700 em~ L (cetona hexaciclica), 1650

y 880 cm'l (doble enlace metilénico).

Su espectro de U.V. no contiene absorciones debidas a sis-

temas conjugados.

»
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El espectro de R.M.N. da sefiales a & : 1°14 .(3H, s) metilo

angular, 2°22 (3H, s) acetato, 4°79 y 4795 (H, cada uno, sin -

glete ancho, Wi= 7 Hz) doble enlace metilénico (C=C§2), 428
(#, 4, J= 9 Hz) CHOH, 5”12 (H, doblete de ramas anchas Wi= 8 Hz,

J= 10 Hz) CHOAc, 2°71 sefial que desaparece con D,50.

El espectro de masas presenta iones a: M’ 369, M*-59 (310,

: pico"base;‘aceta%o)thste—éspectro+es—caracteristicohdewlos4ai—

caloides diterpénicos, presentando pocos iones a baja masa. Hay
que resaltar que el ién molecular és particularmente intenso,
44% a 70 e.v. y 100% a e.v., atribuible a un compuesto polici;
clico y de gran estabilidad.

La R.M.N. de '3

C muestra sefiales que corresponden a 21 étof
mos de carbono (5 singletes, 8 dobletes, 6 tripletes y 2 cuadru-
pletes) a ppm: 21709 (q, C'QHs)’ 28770 (q, QH3—C-O), 73759 (d,
CH-OH), 7444 (4, CH-OAc), 106728 (t, C=CH,), 144748 (s, g=CH2)

170”30 (s, 0-COCH;).

La seiial correspondiente al grupo carbonilo cetdnico no se

observa debido a las condiciones experimentales, anchura’ espec-

-tral 200 ppm.

De acﬁefdo con el anélisis elemental y los grupos presentes

~en la molécula, esta base ha de poseer un esqueleto heptacicli-

“co de 20 Atomos de carbono.

En principio y de acuerdo con criterios biogenéticos, esta
sustanciaAha de tratarse de un alcaloide~ditérpénicp'C-ZO, tipo

atisina, con enlaces adiciones - C-20-C-14 y-N—C-G;-como la ﬂetisi

na (27) y Kobusina (28). Conteniendo un grupo cetbénico. sobre un

i e P o e, Vs e gy e A = mme
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anillo de seis miembros, un grupo alcohdélico secundario y un

. g
grupo acetato, también secundario.

Por hidrogenacién sobre Carbono—Péladio al 10% se obtiene

el dihidroderivado (VIII) de P.F. 185-189°C, M* 371.

»

néx, | 3160 (OH); 1710 (carbonilo), 1730y 1250

I.R. (BrK) 0

. — 1 ‘ ) - .
.em (acetato). No se observan las frecuencias caracteristicas

del doble enlace metilénico. . -

El espectro de R.M.N. da sefiales a §: 1°03 (H, 4, J= 6 Hz)
CH-CHy, 1713 (H, s) metilo angular, 2720 (3H, s). (acetato). No

. se observan sefiales correspondientes a dobles enlaces metiléni- -

CoS.

Por acetilacién de (VII) con anhidrido acético en piridina
se obtiene el diacetato (IX), como resina, el cual no pudimos

cristalizar. Mt 411, I.R. (BrK)'Q 1720 y 1230 em~ L (aceta-

méx. *
to), no dando sefiales correspondientes a grupos alcohblicos.

En su espectro de R.M.N. aparecen sefiales a & : 2705 y 2720
(34, cada una, s). diacetato. No se observa la sefial correspondien

te al protén a al grupo hidroxilo.

La hidrélisis alcalina de (VII) y de su acetato (IX) condu-
ce al cetodiol (X), de P.F., 267-2702C, M* 327. El I.R. y la R.M.

N. no da seilales pertenecientés a los grupos acetilos.

El compuesto (X) se 1dent1f1c6 por comparaclon de sus es -

pectros I.R. y R.M.N., con la Het1s1nona, alcaloide aislado del

Delphinium cardinale (27). Por lo tanto, queda determinado e1-e§
queleto como de tipo étisina con los enlaces adiéionaleé C-14-

C-20 y C-6-N y las posiciones de las funciones oxigenadas. Res-
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tando por localizar el grupo acetilo en C;ll a 6 C-lSB .

La ox1da016n selectiva de la Hetisinona (X), conduce a un
dlcetoalcohol (X) de P.F, 236~ 23800 [CX]D= + 83 (etanol),_ =
325, EL I.R. (BrK) da absorclones a"Jméx.: 3080 y 2700 (OH,'
asociado), 1705 y 1715 correspondientes a dos cetonas Hexaci-

cllcas, 1640 y 900 cm” (doble enlace metilénico).

La R. M.N. da seifiales a 6 : 1 14 (d, s) metilo angular, 4’8

y 570 (H, cada una, S) dobleﬂenlace metilénico y 428 (H, doble-

te de ramas-anchas Wi= 6 Hz, J= 9 Hz) CHOH. Poniendo de mani -

fiesto la oxidacidén de un solo grupo hidroxilo.

El U.V. muestra una absorcibén a Ao : 304 nm., ( &£ = 170),

Ax.
atribuible por su posicidén a intensidad a una cetona a , B no-

saturada.

- La estructura‘dada para este producto de oxidacibén (XI) es-
t4 basada principalﬁente en el hecho de que, en condiciones si-
milares de reaccién, un derivado de la Hetisina, la 2-deoxiheti-
sina (XIIT), fué oxidada selectivamente a (XIV). (Fig. 10) (29).
Es pués razonable suﬁoner que una transformacioén similar ocurre

con Hetisinona (X).

La'oxidaci6n de nuestro alcaloide (VII) con el reactivo de

Conforth conduce a un dicetoacetato (XII) como resina, que no

pudimos cristalizar, ut 367. E1 I.R. (BrK) da bandas a \)méx.‘
1740 y 1240 (acetato), 1725~.cm"l (cetona hexaciclica);

La RMN muestra sefiales a & : 1714 (3H, s) metilo angular,

2710 (3H, s) acetato, 495 y 5705 (H, cada una, m) que en prin-
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cipio puede<ser'ésignada tanto a un protén en C—13c1§[30Aé, co-
mo en C-11P H aOAc, atendiendo a los angulos dihédricos de los-.
protones acoplados, 90 y 602 aproiimadamenté, en ambas posicio-
nes. Ademis, se observa.un apantallamiento del grupo acetato de
0’12 ppm. con la introduccibén del nuevo grupo ceténico, de acuer

A

do con la posicién relativa de dichas funciones.

La posterlor hidrélisis alcallna de (XII) conduce al mismo

"dlcetoalcohol (X1), obtenldo por ox1da016n select1va de la Het1—

sinona (X). Identidad establecida por sus constantes fisicas (
(punto de fusién,[o(]b y datos espectrales (I.R., R.M.N., U.V.,
E.M.).

Por lo tanto, queda establecida la posicibn déilos grupos
acetato e hidroxilo en C-11 aOH y C-13 B OAc. Proponiéndose la

estructura (VII) para este alcaloide.

En orden a verificar tal estructura, se ha enviado una mues

tra cristalina para su andlisis por rayos X.

-

ALCALOIDE DE P.F. 267-2709C.

Siguiendo el procedimiento descrito en la parte experimen-

‘tal, se aislé un alcaloide diterpénico (X) (Fig. 10).

El andlisis elemental por combustidén concuerda con un

Coollia5NOz. P F. 267-2702C, crlstallzado de acetato de etllo-me— ‘

tanol.[FK]D= + 27 (etanol, c= 0 11 mg/lOO ml ).
méx.: 3470 y 3330

El I.R. (BrK) presenta absorclones a \)
em~l (om), 1700 em~! (cetona hexaciclica), 1648 y 898 cm ' (do-

ble enlace metilénico), 1070 y 1040 cm 1 (C-0).



Su espectro U.V. muestra una absorcidén débil a A‘méx .291

nm ( € = 25), 4' . )

El espectro de R.M.N. présenta seilales a los SigﬁienteS'
valores de & : 1715 (3H, s) metilo angular, 4723 (2H, dobletes
de ramas anchas, Wi= 6 Hz, J= 9 Hz) 2xCHOH, 4°72 y 4790 (H; ca-

da una, singlete ancho, W = 7 Hz) doble enlace metilénico.

Su espectro de masasmpresenfa'piCOS’a : Mt 327 ,--pico base,
caracteristico de compuestos policiclicos y de gran estabilidad,
y M- 17 (310, pérdida de OH).

Esta sustancia se mostré idéntica a la Hetisinona por-.com-

paraci6én de los espectros I.R. y R.M.N. Asi como al producto de

hidrélisis del alcaloide (VII).

La acetilacién y oxidacibén de esta base conduce a los mis-
mos compuestos (IX) y (XI) respectivamente, obtenidos de manera

andloga a partir del producto de hidrdlisis de (VII).

Es interesante notar que no es la primera vez que se aislan
alcaloides de los grupos Atisina y Lycoctonina en la misma plan-

ta (30).

Parece'razonable suponervque los esqueletoé lycoctonina y
hetisina estén relacionados biosinteticamente, proviniéndo de
| algin precursor diterpénico éomﬁn; por modificacibén de la ruta
| biogenética sugerida para los esqueletos lycoctonina j atisina

(Fig. 8).
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Tipo lycoctonina

R = co:gc& H,-O-NHAc
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~ PLANTA

El belphinium carﬁiopetaium D.C. 6'Delphinium verdunense.
Balbisn,de la familia Ranunculacea fué recogida en los alrede-
dores de Lebén. La planta seca y cortada (7850 kg.) se extra -
jo con etanol en un soxhlet. Se elimind el volumen de disolven-
te a vacio y el concentrado se. traté repetidas veces con S0,4H,

0°5M filtr&ndose y desechéndose la parte no soluble.

La disolﬁgién dcida se extrajo con cloroformo hasta agota--
miento y se neutraliz6'con'CosNé2 a pH= 7. La disolucién neutfa
fué extrafida en un extractor liquido-liquido, hasta qué el disol
vente orginico no did reacdi6ﬁ de alcaloide con el reactivo de

v

Dragendorff en cromatografia en capa fina.

La disolucién clorofdérmica asi obtenida se secd sobre S0,Na,
anhidro y -eliminado el disoiVente a vacio rindié un crudo enri-

quecido'en alcaloides de. peso 28793 gr. (rquimiento 0°37%).

La disolucién neutra se llevé a pH= 8 éon COzNa, y se ex—
trajo’cdn cloroformo. La disolucidén cloroférmica se tratb6 de la
forma anteriormente descrita obteniéndose un crudo alcaloidal

de peso 4768 gr. (rendimiento 07049%) .

(=) La planta fue recolectada por el Sr. Demetrio Jiménez del
Dpto; de Botinica de la Universidad Complutense de Madrid.
Consultada la S. Flora Europea en Vol. 1, phg. 215, Cam -
bridge 1964, aparece que Delphinium cardiopetalum D.C. es
una sinonimia del Delphinium verdurense Balbis. .

B e i R T



SEPARACION DE LOS ALCALOIDES

La masa total de alcaloides extrafidos a pH= 7,28°93 gr.,

se sometid a una primera separacién en columna cromatogréfica;
Alﬁmina neufra 1200 gr. |
Eluyente: éter de petrdleo-acetato de étilo (80:20).
Se‘fomaron“fracciones;de'l'1itro.AAsi-sé—obtuvieron'dos'
grandes fraccidnes:
A= 16'85 gr.- : r ’
B= 6;2 gr. |

AISLAMIENTO DE LOS.ALCALOIDES DE LA FRACCION A-

El extracto alcaloidal correspondienfe a esta fracciodn
(16°85 gr.) se recromatografid rebetidas veces en columna de
alumina neutra usando como eluyente éter de petrdleo-acetato de

etilo (85:15). E : .
De esta forma se obtuvieron las fracciones:

F _2513 ng. F18-23 42274 mg F70-1av. 5234 mg.

1-5

La fraccién 6-17 se recrqmatografi6 en columna de alumina
;neutfa obteniéndose 110 mg. de alcaloide que fue purificado por
_‘cromatOgrafia'preparativa; dos placas 40 x 20 cm, 0’5 mm. de

grosor, alumina neutra como soporte y empleando como eluyente

éter de petrbleo:acetato de etilo (90:10), cinco eluciones. Se

C



obtiene de esta manera 80 mg. de una sustancia tinica en capa fi

" na. Por cristalizacib6n en acetato de etilo da Cardiopetalina.

Las sucesivas recromatograffas en columna de alumina neutra
de fraccién 18-23 conducen a uh alcaloide con cierto grado de
pureza (350 mg.). Se purificdé mediante cromatografia preparati-

va de alumina: 8 placas, 40 x 20 cm. de 0’5 mm., de grosor, em -

~-p1eand6:como;eluyente-éter-de~petr61eo-acetato'de-etilo (920:10),

10 eluciones. De esta forma se obtiene 150 mg. de un alcaloide;
sustancia tnica en capa fina. Por cristalizacibdn con acetato de
etilo obtenéntos 110 mg. de cristales en forma de prismas de

13-Acetilhetisinona.

Trabajéndo de la forma anteriormente descrifa con la frac-
cién 24-69 llegamos a 50 mg. de un alcaloide, sustancia finica en
cromatografia en capa fina. Se cristaliza de acetato de etilo-

metanpi,‘obteniendo 35 mg. de Cardiopetalidina pura. \

AISLAMIENTO DE LOS ALCALOIDES DE LA FRACCION;B

El extracto alcaloidal correspondiente a esta fraccibén 672
gr. se recromatografié sucesivas veces en columna de alumina

neutra usando como . eluyente éter de petrbleo-acetato de etilo

(15:85)..

Asi se obtuvieron las siguientes fracciones:

Fy.9 250 mg. F10;21 166 mg. Foo 3., ¢ . 4529 mg.

.La fracc16n 4-9 se recromatograflé en columna de alumlna

neutra obteniéndose 210 mg. de alcaloide crudo en forma de resi-



na. Este crudo se purificé mediante cromatografia preparativa:
cuatro placas 40 x 20 cm., 0’5 mm. de grosor, alumina neutra
como soporte y empleando como eluyente éter de petréleo—acetato

de etilo (1l:1), seis elucciones.

De esta forma se obtiene 160 mg. de una sustancia puré que

en cromatografia en capa fina se mostrd como una sustancia Gni-

ca. Por cristalizacibén en-acetato-.de-etilo da- Hetisinona.

CARDIOPETALINA

Punto;de’fusién: 179-1812C, cristaliza de acetato de etilo -
[OC]D= -16 (¢, 0’22 gr/ml., etanol). '

Andlisis

Calculado para CoyHzgNO5: C, 727583 H, 9757; N, 4'6350.‘

Hallado: C, 72°3l; H, 9°34; N, 3°78%. |

Calculado por,eSpgctfoscopia de masas concuerda para un

+ I

| (BrK) \)mé .t 3520 y 3300 em (0H), 1100 y 1115 cm L
No presenta aﬁsorciones debidas a otros grupos funcionales.-

R.M.N. (¢, 15 mg/0°3 ml., Cl.CD, TMS referencia interna)

se aprecian sefiales a los siguientes valores de o6 : 0’88 (3H,
s)-C -CH<, 1712 (3H t, J— 7 Hz) CH3—CH2—N, 3707 (H, s)
N-C-17H, 412 (H, ad, J— 4’5 Hz) C-14pH 3775 (H m, Wi= 6 Hz)
C—lBHﬂOH.



E.M. MY (347, 18%), M'-15 (332, 27%), M'-17 (330, 100%),
Mt-18 (331, 14%), M'-33 (314, 27%), M'-56 (291, 14%), (M'-15)-
56) (276, 18%). '

DIACETATO DE CARDIOPETALINA

La cardiopetalina (20 mg.) sé traté con anhidrido acético
(1 ml.) en piridina (0’5 ml.). La mezcla de Treaccidén se dejb to-
da la noche a temperatura del laboratorio. La reaccién se siguid
por cromatografia en capa fina, la que nos indicdé la total con-
versién. El disolvente se elimind a vacio dando un crudo de 19°5
mg. Este crudo se cromatografié en columna de alumina neutra,
utilizando acetato de etilo como eluyente. De esta forma llega-

mos a una resina que no se pudo cristalizar.
I.R. \)Céggﬂ . 3560 cm~) (OH), 1725 y 1250 cm™' (acetato).

R.M.N. (¢, 19°5 mg/0°3 c.c., 013CD, TMS referencia interna)

se aprecian sefales a los siguientes valores‘de 5 : 0780 (3H,
s) C-CH=, 110 (3H, t, J= 7 Hz) CH;-CHy-N, 203 y 2°10 (3H, sin-
gletes) 2 x CHCOO, 4’80 (H, dd, J= 5 Hz) C-14PHaOAc, :.4"90 (H,
4, ABX, J,y= 10 Hz, Jgy= 6 Hz) C-1pHa0Ac, ademis se observa una

sefial a 2’30 intercambiable con D,0 (OH).

E.M. MY (431, 10%), M*_15 (416, 5%), M'-17 (414, 3%), M -
43 (388, 7%), M"-58 (373, 23%), M"-59 (372, 100%) y M'-100 (331,

26%) .

TRIACETATO DE CARDIOPETALINA

E1 diacetato de cardiopetalina (19 mg.) se tratd con anhi-
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drido acético en presencia de cantidades cataliticas de &cido
p-toluensulfénico. La mezcla de la reaccién se introduce en un
bafio de maria entre 100 y 1202C., Después de cuatro horas la reag
cién se da por finalizada. La reaccidén se siguidé por cromatogra-
fia en capa fina. El producto de reaccién se purificd mediante
cromatografia preparativa: 2 placas de 20 x 20 cm., 0°5 mm. de
grosor, alumina neutra como soporte y empleando éter de petrédleo:

acetato de etilo como eluyente (97:3), tres eluciones.

El producto se extrajo con acetato de etilo caliente y una
vez eliminado el disolvente a vacio se llegd a un crudo alcaloi-
dal en forma de resina que no se pudo cristalizar (12°5 mg.)‘ren—

dimiento 66%).

I.R. \)c:]ggn . 1730 y 1270 cm™ ! (acetato), 1100 y 1020 (C-0)

no se observa absorcidn debida a grupos hidroxilo.

R.M.N. (e, 12°5 mg/0°3 ml., Cl;CD, TMS referencia interna)

se aprecian seniales a los siguientes_valores de & :'0'80 (3H, s)

C-CHg, 1710 (3H, t, J= 7 Hz) CH;~CHy-N, 1794 (3H, s) CH5-COO,

2705 (6H, s) 2 x CH;CO0 y 4°80 (2H, m) 2 x CHOAc.

E.M. M"Y (473, 2%), M'- (430, 4%), M'-58 (415, 18%), M'-59
(414, 84%), M'-60 (413, 6%), M*-103 (370, 20%), M'-119 (354, 100%).

CARDIOPETALIDINA

P.F. 223-2272C, cristaliza de acetato de etilo-metanol..

[O‘]Ds + 1°08 (etanol, c= 0718 gr/100 ml.).

AnAlisis’
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La composicién elemental de esta sustancia efectuada por

espectroscopia de masas, concuerda con 021H33N04. Mt= 36372397,

=1

Brk - ; -1 I v
I.R. \) piy.: 3540, 3390 y 3250 cm™' (OH), 1050 y 1100 em

(c-0).

R.M.N. (c, 10 mg/0'3 mil., C1;CD, TMS referencia interna)

se aprecian seiiales a los siguientes valores.de & : 0792 (3H, s)
C~CHg, 1°10 (3H, t, J= 71Hz)’Nch2-c53, 3°68 (H, m, Wi= 6 Hz)
C-1pH aOH, 4718 (H, dd, Jy=Jo= 475 Hz) C-14 BH aOH, 3708 (H,

s) N-C-17 a H-C-7 B OH. ‘ '

~ E.M. M' (363, 27%), M'-15 (348 74%), M"-17 (346, 100%),
Mf-18 (345, 7°5%), M'-28 (355, 6%), M* -33 (330, 15%), (M+—17)-18
(328, 6%), MT-43 (320, 14%), M'-56 (307, 8%), (M'-15)-56 (292,\
9%) . '

DIACETATO DE CARDIOPETALIDINA

La Cardiopetalidina (14 mg.) se tratdé con anhidrido acéti-

co (1 ml.) en piridina (0°3 ml.). La mezcla de reaccidén se dejb

~ toda la noche a la temperatura del laboratorio. La reaccioén se.

sigﬁié por cromatografia en capa fina, la que nos indicé la to-

tal conversién. E1 disolvente se elimin6 a vacio dando‘un crudo

-de 14 mg. Este crudo se purificé por cromatografla en columna :

de alumina neutra, ut111zando acetato de etllo como eluyente. De
esta forma llegamos. a un crudo alcaloidal en forma de resina que

no se pudo crlstallzar, 12 mg. rendimiento 86%.

I.R. g§§ : 3500 em~L (OH), 1735 y 1250 cm™l (acetato).
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R.M.N. (¢, 12 mg/0°3 ml., Cl;CD, TMS referencia interna)
se aprecian sefiales a los siguientes valores de & : 0780 (SH,‘
s)-C~CHz, 1710 (3H, t, J= 7 Hz) N-CHy-CHg, 2703 (3H, s) CH;~C00,
2710 (3H, s) CH,-C00, 4’80 (H, t, J= 4’5 Hz) C-14 BH aOAc, 4775

ax= 6 Hz) C-1BHaOAc.

H, q,'ABX? JAX= 10 Hz, J.
E.M. MY (447, 2%), Mt-15 (432, 2%), ~-17 (430, 2%), Mt-45
(402, 13%), M'-58 (389, 28%), M+-59n€388 100%) y, MY-45 ~28 (374,

21%), Mt 99 (348, 9%), M*~100 (347, 36A).

13—ACETILHETISINONA

P.F. 219-220°C cr1sta11za de acetato de etilo [0(]D= +’17i
(c, 0’21 gr/100 ml.).

Anilisis

Calculado para CyoHy,NO,: C, 71752%; H, 7737%; N, 3°79%.

Hallado: C, 71°12%; H, 6°97%; N, 3°68%.

Lé composicién elementél efectuéda.por ;sbéctroscopia de

masas, concuerda para un 022H57N04 Mt= 369°1958.

I.R. ﬁri : 3200 cm‘1 (0H), 1730 y 1240 cmfl'(acetatO),
-1

1700 cm_1 ( >Cc=0), 1650 y 880 cm — (doble enlace metilénico).

R.M.N. (C, 20 mg/O 3 ml., Cl3CD TMS referencia 1nterna)

- se apreclan sefiales a los siguientes valores de 5 : 1°14 (3H

s) c-cns, 2’22 (3H, s) cns-coo, 4’28 (H, 4, J= 9 Hz) CHOH, 4°79

y 47 95 (H, cada una, singlete ancho, Wi= 7 Hz) doble enlace me-

‘ t11én1co; 5° 12 (H m) CHOAc, 2771 sefial que desaparece con D20
(om). :



E.M. M' (369, a4%), MY-17 (352, %), M"-28 (341, 7%),
M*-43 (326, 12%), M'-58 (311, 22%), M"-59 (310, 100%), M'-60
(309, 22%), M"-87 (282, 42%), M'-88 (281, 52%), M'-89 (280, 44%),
M*-115 (254, 14%), M'- 116 (253, 22%), M'-117 (252, 19%).

13

R.M.N.'de C (cﬁ O 20 milimoles,‘ClscD, TMS referencia

intérna) se apreqian seﬁales'que_viengn éxpresadas en p.p.m. a:
21709 (q, C-CH;), 28°70 (g, CH3-C-0), ".7:",'59~ (d, CH-OH), 74744
(a, CH-OAc), 106728 (t, C=CH,), 144748 (s, C=CH,), 170730 (s,
0-COCH7) . '

DIACETILHETISINONA

La Acetilhetisinona (20 mg.) se tratd con anﬁidrido acético
(0725 ml;) en piridina (0“1 ml.). La mezcla de la reaccién se
dejé toda la noche‘g la temperatura del laboratorio. La reac -
cidén se siguid por crométogréfia en capa fina. Después de 16 ho-
ras, la reaccidén se di6 por finalizada. E1 disolvente se elimi-
né a vacio dando un crudo de 20 mg. Esta crudo se purificd por
cromatografia en columna de alumina neutra, utilizando acetato
de etilo como eluyente. De esta forma llegamos a una resina que

no se pudo crlstallzar (18 mg., rendimiento 90%).

I.R. \)S;QCH : 1720 y 1230 cm = (acetato), 1700 em~ L (3c=0).

~ R.M.N. (c, 18 mg/0°3 ml., Cl.CD, TMS referencia interna)
se apreclan senales a los s1gu1entes valores de & : 1717 (SH- s)
C-CH5, 2705 (3H, s) cgs-coo, 2720 (3H, s) CH5CO00, 4 82 y 570
(H cada una, singlete ancho, W= 7 Hz) C=CH,, 5712 (2H, m)

2 x CHOAc.



E.M. M" (411, 100%), M'-27 (384, %), M"-28 (383, 14%),

‘M*_29 (382, %), (M'-27)-15 (369, 10%), (M'-28-I5 (368, 23%),

Mt-58 (353, 12%), M'-59 (352, 35%), M'-119 (292, 17%).

HIDROLISIS DE 13-ACETILHETISINONA

/

La 13-acetilhetisinona (40 mg.) se disolvid en_metanbl caf
liente. A esta disolucién.se afiadib. 1l ml. de potasa metandlica.
La mezela de reaccién se dej6 toda la noche a la temperatqré'
dei laboratorio. La reaccién se siguidé por cromatografia en ca-
pa fina. Después de 17 horas se da por termlnada la reacc16n.
El producto ‘de hldr011s1s se cromatograflé en columna de gel de

silice (0°05-0°2 mm.) para eliminar la potasa, empleando como

eluyente acetato de etilo-metanol (80:20). Eliminado el disol—

vente a vacio se obtlene una resina. Por cristalizacibn con ace

“tato de etilo did la Het1s1nona, P.F. 267-2702C, [FK]D= + 40

(etanol, <, 07152 gr/ml ).

La composicién elemental de esta sustancia efectuada por’es

pectroécopia de masas, concuerda con un 020H25N03. M'= 32771834,

I.R. \J DEX : 3350 em~l (oH), 1705 em™! (3C=0), 1645 y 885
em~l (3c=CH,), 1055 y 1100 em™' (C-0).

U.V. (c, 2 mg/c.c., etanol) presenta absorcién a Ap. -

282 nm. con &= 6574 y 1ogt= 1'82.

R.M.N. (c, 30 mg/0°3 ml., C1.CD, TMS referencia 1nterna)
se aprecian sefiales a los s1gu1entes valores de 6 ‘15 (3H, s)
C-CHx, 4720 (2H, doblete de ramas anchas, W2— 6 Hz, J= 9 Hz)

2 x CHOH, 4’71 y 4790 (H, cada una, singlete ancho, Wi= 7 Hz)
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- C=CH,, 2’30 sefial que desaparece con D50 (oH).

E.M. M"Y (327, 100%), M"-17 (310, 28%), M'-18 (309, 14%),
M*-28 (299, 14%), M'-29 (298, 19%), M*-43 (284, 10%), M*'-44
(283, 10%), M'-45 (282, 26%), M*-47 (280, 50%), (M'-45)-28
(254, 10%), (M"-46)-28 (253, 25%), (M'-47)-28 (252, 7%).

' OXTDACION . DE _HETISINONA

La Hitisinona (20 mg.) disuelta en piridina'(o'z ml.) se
traté a 02C durante 24 horas con el reactivo de Cornforth prepa-
rado disolviendo anhidrido crémico (100 mg) en agua (0°1l ml.) y-
afiadiendo esta disolucién a piridina (1 ml.) a 02C. Lg reaccién
se siguié por cromatograffia en capa fina que mostré la totél
conversién del producto de partida. La mezcla de reaccidén se
percold por una columna de alumina neutra, eluyendo con acetato
de etilo, Después de eliminado- el disolvente se obtiene un cru-
do (19 mg.). Por cristalizacién con acetato de etilo di6 Dice-
tohetisina de P.F. 236-23890,[FX]D= + 83 (etanol, c, 0°166 gr/
100 ml.).

1

BrK - -1
I.R. \)méx.' 3400 cm —, 3090 cm

, 1710 y 1700 em™- (>C=0),
1640 y 900 cm - (ZC=CH,).

U.V. (c, 8°3 mg/5 ml., etanol) presenta absorcidn a AAmax.

304 con ¥ = 170°3 y log & = 2’23.
hR.M N. (ec, 15 mg/O 3 ml., Cl,CD, TMS referencla interna)
" se apreclan senales a los 31gu1entes valores de 6 : 1715 (3H, s)

C~CH, 2°35 (4H, s ancho), 4°28 (H doblete de ramas anchas
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Wi= 6 Hz, J= 9 Hz) CHOH, 4’85 y 5°0 (H,'cada una, singlete an-
cho, Wi= 7 Hz) _C=CH,. S

E.M. MY (325, 100%), M"-15 (310, 21%), M'-28 (297, 43%),
Mt-44 (281, 29%), M'-45 (280, 96%), M'-46 (279, 32%), M'- 56
(269, 25%), M'-60 (265, 43%), M'-68 (257, 29%), M -69 (256, 64%) .

(MY-28)~-28)-28 (241, 29%) como picos més caracteristicos.

HIDROGENACION DE 13-ACETILHETISINONA

La Acetilhetisinona (20 mg.) disuelta en 5 ml. de una mez-
cla de acetato de etilo-etanol (75:25), se hidrogend, empleando
como catalizador Paladio-Carbén activo (10%). La reaccién fue se
guida por cromatografia en capa fina hasta la conversion total
(6 horas). El producto de reaccidén se filtrd y se elimind a va-

cio obteniéndose un crudo de 20 mg.

Este crudo se purificdé mediante cromatografia preparativa
en alumina: 1 placa, 20 x 20 em., 0“5 mm. de grosor, eluyendo |
en éter de petrbleo-acetato de etilo (65:35), 6 eluciones. El
producto se extrajo con acetato de etilo y una vez eliminado el
disolvente a vacio se obtuvo 18 mg. de una resina. Por crista-

lizacidén en acetato de etilo-éter de petrbleo dib Dihidroacetil-

hetisinona de P.F. 185-1899C.

1.R. OEZJIE : 3190 em™! (0H), 1730 y 1250 (acetato), 1710
em~l (c=0), 1070 y 1050 em™l (C-0).

R.M.N. (e, 15 mg/0’3 c.c., C1:CD, TMS referencia interna)

se aprecian sefiales a los siguientes valores de & : 1703 (3H,

a4, J= 6 Hz) HC-CHz, 1’13 (3H, s) C-CHz, 2720 (3H, s) CHz-C00,



. 4’15 (H, dobletes ramas anchas, Wl— 6 Hz, J= 9 Hz) CHOH, 5740

(H, m) CHOAc, 2765 sefial que desaparece con D,0 (on).

E.M. M' (371, 39%), M'-15 (356, 5%), M'-17 (354, 5%),
M*-27 (344, 5%), M'-28 (343, 8%), MY-29 (342, 8%), M'-43 (328,
20%), MT-44 (327, 5%), M'- 45 (326, 6%), M*-58 (313, 18%), M'-59
(312, 69%), M*-60 (311, 12%), M*- 61 (310, 16%), M"-71 (300,

© 10%),.M*~86.(285,.-24%);, _-87 (284, 100%),-M*-88-(283, 32%),

M"-89 (282, 61%), (M+—59)-44) (268, 17%), (M"-60)-45 (266, 18%),
Mt-87)-26 (258, 42%), (M'-87)-27 (257, 24%) ot —87)—28 (256

- 94%), (Mt —87)—44 (240 229%) .

OXIDACION DE 13-ACETILHETTISINONA

v

La 13-Acetilhetisinona (30 mg.) disuelta en piridina (02
ml.) se tratd a 02C durante 24 horas, con el reactivo dé Corn-
forth reclentemente preparado. La reacc16n se’ 51gu10 por croma-

tografla en capa fina que mostré 1la total conver51on del produc

to de partida. La mezcla de reaccidén se percolé por una columna

neutra, .eluyendo con acetato de etilo. Después de eliminado el

disolvente a vacio se obtiene un erudo alcaloidal en forma de

. resina que no pudimos cristalizar.

R BrK .

-R. \J oy, 1740 y 1240 cm” (acetato), 1725 (2C=0), 1650

-

y 910 cm™ ( C= CHZ)

.V. (c, 6 mg/5 ml.,.etanpl) presenta absorcidén a A

—

305'con & = 170°3 y log & = 2723,

(=

max.

R.M.N. (2, 25 mg/0°3 ml., C1,CD, TMS referencia interna)

se aprecian senales a los siguiéntes valores de & : 1714 (3H, s)
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C-CH,, 2710 (3H, s) CH,C00, 4795 y 5°10 (H, cada una, single-

= 9 Hz, J

BX= 3 Hz)

te ancho, Wi= 7 Hz) C=CH,, 5720 (H, q, J,y

CHOAc.

E.M. MY (367, 10%), M"-28 (339, 16%), M'-42 (325, 35%),
(M*-28)-58 (281, 23%), (M'-28)-59 (280, 100%), (M*-14 (279, 10%),
(M*-28)-59)-28 (252, 11%). |

HIDROLISIS DE 13-ACETILDICETOHETISINONA

La 13-Acetildicetohetisinona (20 mg.j se disolvid en meta-
nol caliente. A esta disolucién se éﬁadié 1 ml de potasa. meta-
n6élica. La mezcla de reaccién se dejé a la temperatura del la-
boratorio. La reaccidn se siguid por cromatografia en caﬁa fina.
‘Después de tres horas la reaccidn se da por terminada. El pro-

. ducto de hidrdlisis se cromatografié en columa de alumina neu-
tra para eliminar la potasa, empleando como eluyente acetato de
-~ etilo-metanol (80:20). El disolvente se eliminé a vacio obte -

niéndose 13-Dicetohetisina (20 mg). Cristaliza de acetato de

etilo, P.F. 236-2392C.

ﬁgﬁ : 3400 y 3120 cm ' (OH), 1725 y 1710 em™ ' (C=0),

1645.y 910 (>C=CH,).

I.R.

/

R.M.N. (¢, 10 mg/0°3 ml., C1.CD, TMS referencia interna)
se aprecian sefiales a los siguientes valores de & : 1715 (3H, s)
C-CHz, 2°33 (4H, singlete ancho), 4°28 (H, doblete ramas anchas,
Wi= 6 Hz, J= 9 Hz) CHOH, 4°88 y 5°0 (H, cada una, singlete an-

cho, W= 7 Hz) doble enlace metilénico.
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\ E.M. M' (325, 100%), M'-15 (310, 17%), M'-27 (298, 22%),
mF-28 (297, 78%), M+-29'(296 22%), M"-44 (281, 28%), M"-45
(280, 78%), M'-46 (279, 44%), M'-56 (269, 22%), M*-60 (265, 78%)
M*-68 (257, 33%), M'-69. (256, 78%), (M"45)-44 (236, 44%), como

picos mas significativos.

HETISINONA

P.F. 267-270°C, cristaliza de acetato de etiio;[bx]D=+27
(etanol, ¢, 07110 gr/100 ml. ‘
- Anilisis .
, Calculado para CyoH,sNO;: C, 73°37; H, 7°70; N, 428%.
Hallado: C, 73°26; H, 7°98; N, 4°63%.

BrK
ZLB‘-‘: max.

y 898 cm” (C=CH2), 1070 y 1040 cm_ (c-o)

: 3470 y 3330 cm™ (OH), 1690 cm™! (C-0), 1648

U.V. (c, 16°3 mg/5 ml., etanol), presenta absorcién a~
‘ N max 291 nm. con un coeficiente de extincién EJ=‘25'05{
log £ = 174

R.M.N. (¢, 17 mg/0°3 ml., Cl.CD, TMS referencia interna)
se aprecian sefiales a los siguientes valores de & : 1715 (3H,
' 8) C-CH5, 4°23 (2H, m) CHOH, 4°72 y 4°90 (H, cada una, singlete
ancho, Wi= 7 Hz) doble enlace metllenlco. | '

‘E.M. M+ (327, 100%), t-17 (310, 30%), M+_29 (298, 20%),

- M*t-45 (282 30%), M*-46 (281, 70%), Mt-47 (280, 60%) , (M -46)- 28

'_(253 30%), como p1cos mas s1gn1flcat1vos.
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DIACETILHETISINONA

La Hetisinona (30 mg.) se tratdé con anhidrico acético .

(0’5 ml) en piridina (0725 ml.). La mezcla de reaccidén se dejbd

' durante 12 horas a la temperatura del laboratorio. La reaccién

se siguié mediante cromatografia en capa fina que mostrd la to- -
tal conversién. El disolvente se eliminé a vacio dando un cru- -

do de 25 mg. (rendimiento 85%). Este crudo se purificé por cro-

-matografia en columna de alumina, eluyendo con acetato de eti-

lo, que después de eliminado a vaci6 se obtuvo una resina que

no se pudo crlstallzar.
Cl 3CH
I.R. : 1730, 1720, 1240 y 1250 em™ (acetato), 1695
cm™t (/c=o), 1655 y 910 en™' (C=CH,) y 1050.y 1040 em™' (C-0).

R.M N. (c, 20 mg/O 3 ml., C13CD TMS referencia interna)

se apre01an sehales a los 51gu1entes valores de 6 : 1715 (SH,

's) C-CH3, 2705 y 2° 22'(3H, cada una,_s1ng1etes) 2 x CH,-C00, -

4’84 y 5°0 (H, cada uné, singlete ancho, Wi= 7 Hz);doblé'enlace

metllenlco, 57 05 y 5 20 (H, cada una, m) 2. x CHOAc..

E. M. o (411 100%), M+-27 (384, 7%), M M*-28 (383 14A),
M* _29 (382, 7%), (M -27) 15 (369, 10%), (M"-28)-15 (368, 23%),
M"-58 (353, 12%), M"-59 (352 35%), *_119 (292, 17%).

OXIDACION DE HETISINONA_

' La hitisinona (20 mg.) disuelta en'piridina'(0'3 ml.,) se"

:trat6 a 0°C durante 24 horas con el reactlvo de Cornforth pre- a

~'parado dlsolv1endo anhldrlco cr6m1co (100 mg. ) en agua (0 1 ml)

L



y anadiendo esta disolucién a piridina (1 ml.) a 02C. La reac-
cién se siguib por cromatografia en capa fina que mostré la to-
tal conversién del producto de partida. La mezéla de reaccidn
se percoldé por una columna de alumina neutra, eluyendo éon ace
tato de etilo. Después de eliminado el disolvente a vacio se ob

tiene Dicetohetisina (19 mg., rendimiento 95%).

" —Por cristafizacién»se*obtienetcristales‘en—forma~de-agujas,
P.F. 236—23890,[cx]D=1+ 86 (etanol, ¢, 0°112 gr/ml.).

D~ 1 3400 y 3090 em™l (OH), 1710 y 1700 en~! (3c-0),

1640 y 900 em™' (3C=CH,).

I.R.

U.V. (c, 6°1 mg/5 ml., etanol) presenta absorcién a Akméx

304 nm. coeficiente de extincidén, & = 213, log & = 2732,

R.M.N. (¢, 10 mg/0’3 ml., €1,CD, TMS como referencia in- "
-

terna) se aprecian seiiales a los siguientes valores de § : 1715
(3H, s) —¢—C§$, 2733 (4H, singlete anché), 4°28 (H,vdoblete de
ramas anchas Wi= 6 Hz, J= 9 Hz) CHOH, 4°88 y 5’0 (H, cada una,
singlete ancho, Wi= 7 Hz) :C;ng. '
‘E.M. MY (325, 47%), M'-15 (310, 7%), M'-28 (297, 12%),
M"-44 (281, 12%), M"-45 (280, 48%), M*-46 (279, 34%), M'-60 _
(265, 60%), M"-61 (264, 22%), M'-68 (257, 34%), M"-69 (256, 100%).




CONCLUSIONES
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- Del estudio realizado en el Delphinium cardlopetalum, per-
teneclente a la familia Ranunculacea, se. puede conclulr que
dicha planta contiene dos grandes grupos de alcaloldes,

atendiendo a su polaridad.

Del-grupo—mias pdlar=fuer0n@afslados"cuatro~alcaioides

diterpénicos, tres de ellos no descritos en la naturaléza.

— Se aisla y'propone la estructura y configuracidn absoluta

dé 1a,Cardiopetalina, nuevo alcaloide diterpénico con es -
queleto.Lycoctoniné, tipo Aconitina, en base a sus datos fi

~sicos, espectrales y estudio de sus derivados.

- Se aisla y pfopone’la estructura y configuracidon absoluta

de la Cardiopetalidina, nuevo alcaloide diterpénico, no

. descrito en la naturaleza, con esqueleto Lycoctonina, tipo

Lycoctonina;-en base a sus datos fisicos yﬂespectrales.

- La‘existehcig én la misma pléhta de dos alcaloides Cardio-

petalina y CardiOpetalidina, pertenecientes a los tipos

" Aconitina y Lycoctoniha respectivamente no es frecuente en
| 1a'naturaieza.. -
Asimismo eétaé dos baseS'constituyen el primer éjemplo.
de alcaloldes d1terpénlcos C-19 esqueleto Lycoctonlna que

no poseen funclén oxigenada en C-16 ' .

Ademés constituyen los egemplos de alca101des menos

oxigenados hasta el presente.




- Se sugiere una ruta biogenética: los alcaloides diterpéni-
cos C-19, con esqueleto Lycoctonina, tipo Aconitina, como

precursores biogenéticos de los tipos Lycoctonina.

- Se aisla y propone la estructura y configuracién absoluta

de 13-acetilhetisinona, nuevo alcaloide diterpénico C-20 con

esqueleto Atisina.y enlaces adicionales tipo Hetisina, no
descrito en la naturaleza; en base a sus datos fisicos, es-
pectrales y la correlacién del producto de hidrélisis con

la Hetisinona.

~ Se aislbé e identificd un alcaloide diterpénico C-20,-tipo

Atisina como Hetisinona por sus datos fisicos, espectroscd-

picos y por comparacién con una muestra auténtica de Hete -

sinona (P.F. mixto, I.R., E.M. y R.M.N.).
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