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I) Objete del trabajo

El objeto del presente trabajo ha sido la investigacién de una

fraceién elcaloidica aislada del Balfouroﬁ_endron riedelianum (Ba—-

gler) Igler (Ruticeas) obtenida ya anteriormente en este lahorato
: _ (1,2)

rio en el curso de investigaciones sobre esta planta .

El interés principal era lograr el aislamiento de algln alca-~

loide nuevo, y en tal situacién llevar a cabo su caracterizacibn y

los eatudios tendientes a deteminar su estructura.
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Gene idades sobre aloides de Rutaceas

Las Ruticeas constituyen la familia m&s importante del orden -

(3) y estan ampliamente distribuidas en 140 géneros y--

(4)

Terebiantale

1.300 especies

Estén constitufdas por arboles, arbustoes,subarbustos o plantas
herbaceas ampliamente distribuidas por las regiones tropicales y -
subtropicales de ambos hemisferios Y especialmente en Africa y Aus
tralia.(s).

Muchas de ias plantas contienen aceites volatiles en sus cavi-
dades secretoras que son extraidos y usados en medicina, cosméti—

cos y perfumes.

Br nuesiro pais 34 aucuciitran cntre otros los geéneros Balfouroden-

dron, Pagara, Helietta muy explotados por la calidad de su made—
6
ra( )o

E1 Balfourodendron riedelimum (Bngl.) Engl, es conocido vul—

garmente por “guatambd", "guatambd blanco®, "guatambli moroti" e -~
“ibiranoti" encontrindose en nuestro pais distribuido por las pro-
vincias de Mimsiones y Corrientes., Es um 4rbol esbelto alto y grue-
80 muy explotado por la calicad de su madera.

Del género Pagara B8e encuentran en nuestro pais ocho especises
entre ellas la Pagara coco (Gill.) Bngl. que crece en las provin—
cias de Catamarca, La Rioja, Salte, Jujuy, Tucumén, Cérdoda y San-
Luis. B8 un arbol alto y aromitico que puede llegar a los 1l5m. y -
de copa globosa que es designado con los nombres vermiculos de "co

oucho" y “sauco hediondo". Su madera es usada en carpinteria.
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Del género Helietta tenemos por cjemplo la especie Helietta lon-

gifoliata Britt. quo crcce en Misiones conocida vulgarmente por “canc—

la de venado", "canela amarilla" e "ibiri-oby". BEs un Arbol de hasta -
15 m., de altura y 35 cm. de didmetro,también explotado por su madcra -
dc color claro espccial para omamentacibn.

Fn la literatura sc encuentran numcerosos trabajos sobre especies
de esta familia que han mostrade que 1a misma contienc wn gTrupo numero
80 ¥y variado de alcaloides,

Considerando solamente los alcaloides cuya estructura ha sido re
suclta, puede dcecirse que cn la actualidad se conocen alrededor de 150
distribuidos en unos }5 génoros.

Desde el punto de vista de la constitucién quimica estos compues
tos alcalbidicos prescntan una muy variada complejidad que va desde u-
na combinacibn nitrogensda simple como la putrescina hasta bases de -

esqueleto policiclico como la queleritrina

HZN—(GH2)4—NHZ

putrescina

7.co””

gqueleritrina
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Para \na més ficil visuslizacién estas combinaciones se han agru
pado en ol cuadro 1 distribuyéndolas tomando como base su tipo estruc-—
tural. Un primer tipo esti ropresentado por sustancias relativamentc -
simples y los restantos scgin la naturaleza del sistema heterociclico-
fundamental., Bn cada caso sc 4§ un ejemplo de un alcaloide representa-
tivo del grupe con indicacién de la cita bibliogrifica sobre determing
cién de 8u estructura sea decl trabajo original o dec publicacién que ==
sirve de guia de referencias; cuando no hay indice¢ién significa qQue =
la infomacién correspondiente figura en H.G.,Boit "Ergebnisse der - =
Alkaloid Chemie bis 1960", Akademie ~ Verlag (Berlin, 1961).

Un aspcecto que es dc interés seflalar sc refiere a la distribu- -
cibfn boténica de loa compuestos alcaléidicos de Ruticeas. Si bien wm -
buen nimero de ellos figuran en la literatura aislados de especies vo-
gctales de otras familias, los representantes del grupo de acridina y-
furoquinolcicos son, hasta el presente, exclusivos de la familia de Ru
taceas.

Precisamentc esta dltima circunstancia de orden quimico ha sido-

7)

esgrimida como apoyo por algunos autores ’‘para mantener el género —

Flindcrsia dentro de las Ruticeas tal como fuera ubicado por Engler y-

Prantl, Para otros botinicos el gdénero Flindersia no deberia estar in-
clufdo dentro de la familia de las Ruticeas; asi se lo ha incorporado--
a las Meliiccas o bien se ha diferenciado uma nueva familia, las Flin-
dersiaceas.

Bn conexidén con problemas taxonémicos es de mencionar una recien
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(8)

te publicacién de autores argentinos roferentc a alcaloides de espg
cies del género Fagarn (Rutdceas) que existen en nuestro pafs; lcs au-
totes sofialan que hay una correspondencia entre la ubicacién taxonémi-
ca dc las especies y el tipo de sustitucién de los alcaloides aporfini
cos que ellas contienecn,

(9)

Ha sido secfialado que especies de osta familia son capaces de-
biosintetizar sustancias que contienen un nimero relativamente grande-
de atomos de oxigeno y por otro lado combinaciones quc llevan como ca—

dena lateral un resto isoprencide. Ejemplos que muestran ambas capaci-

dades estidn dados por la maculosina y orixina

og OH
0~-CH -éH-é-””’CH3 OCH3
2 ! » .
o, HO-C(CH, ),
e ~ N
Hzc J CHQ-CH-OH
~N o N 07N ~n7 ocH,
l
AC— 0
maculosina 2 orixina

Algunos alcaloides de esta familia figuren también en la litera-
tura en razén de otro aspecto de interés, el debido a sus accionos —-
bioldgicas marcadas. Dc todos ellos, el de mayor significacién actual-

(10)

c8 la acronicina en el gquc se ha encontrado una actividad antitu—

mor para una varicdad de neoplasmas experimentales

o
OCH,

acronicina
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Tipo IiAminas simpleg y derivados

HOOCHZ—CHZ— H,

tiramina

a)Aminas libres

b)Aminas aciladas

—0

ol .
' 4 Ch.
0 CH=CH—Cuy_ oy

2 > N—CHg— Gt

fagaramida

c)Aminas cuaternizadas

candicina
d)Guanidina ///NHZ
HN= C
\NH2



Iire IliQuinedinicos

a)Simples

b)Quinolonas-2
-Simples

-Condensadas con

anillo pirano

¢)Quinolonas-i
-Simples

0CHs HOC (CHz),

N CH{—CHOH

N7 N0CH;
C._—O

orixina

OCH;

N
: 1o
Ho —0 gy,

HyC O

casimiroina

HiC  CHy
0
N
NS0
H

flindersina

|

|
CHy

edulefina
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=Condendadas con
anillo furano o

pirano

d)Auroquinoel fnicos
etere 1&1’10' >

1
(LT
X T 0
Chy

(11)

ifflaiamina

Lk

\
H

khaplofelira

(12)

0CH; OCH,
AN

HzC0 —x /,‘\N/\O !

OCH,

acronicilira

0GHg
[jii\(/i\\ /]:iCH(OH)CHZOH
AN /)\N/j:\o \CHS
dubinidina(ls)

Corrosponde una mcneidn a arto para la perforina y harlofilidina pars las
cuc recientcmente (14) 8. han dade las estructuras I y II respectivamontoy
el mismo laboratorie antoriormente (15) habfa asigiado a la haplofililina
wmea cstructura tipica de alcaloides furoquinolinicos.

CHZCHZC (o= )Iic2 ¢ porforina

CH,CE=:CMs, 1 haplofilidins




~cuatemarios

~gcondconsados ocon otro

anillo iurano o pirano

23,0 I1I: Isoguinolinioos

a) Beneilisoruino-
linicos

b) Avor{fnicos

0CH,
AN ~16-
(LT
=0 o
.
(16)

jodomotilato do :latidesmina

1)

choisyina

R
medioonmina"7)

N//CHs
HO- X < SNCHy
~H
1
HzCO
tembotaring (18)

H,CO N
HO Eliil Oy — (CHs),
H5C0 miiii

mnagnoflorina



¢)Protoberberinas

d)Benzofenantridfnicos

H,C0

HCO

e¢)Relacionados (Protopinas)

0CHgz
fagarina II
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Iipe IViAsridonas
a)Acridonas simples 0 OCH3
OCH;
- v > |
melicopina
b)Acridonas con anillo 0 0CH,

adicional
CHy
acronicina(lg)
Tipo ViQuinazolinicos
a)Quinazolonas simples 0
N
J
\
CH
> (20)
gliecorina
b) /3 -Carbolino-quinazolonas
N N0
| N

rutaecarpina



Iipo YliMiscelfnaa

a)Imidazélicos

b)Oxazéliscos

¢)Indolnaftiridinas

H3C —N | CHy L\ /l\ CoHs
R

piloecarpina

[:T:T—X;ij?_—]:::]:jijLOH

(21)

halfordina
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Tipos de alcaloides dc los géncros Lunasia y._Bal fourodendron.

La notable similitud general desde el punto de vista quimico pre
sentada por los alcaloides aislados de cspecies de ambos géneros, da -
amplia base para que se haga un analisis conjunto de los compuestos —

alcaléidicos provenicntes de LUNASIA y BALFOURODENDRON. Esta semejanza

estructural en Bu m3s alto grado esti representada por la presencia de

alcaloidcs en el género BALFOURODENDRON que son antfpodas Spticos de-

. . 2
los aislados de¢ plantas de LUNASIA; por ecjemplo isoba.lfoumdina.( 2) es

2
el isémero dextrégiro del lumacrinol (lunasia II)( 3)

o oH
/\,/
| /L
¥ 0"\
Voo
H.CO~ CH
3
3 ¢
isobalfourodina L oC + 150
lmasia 1l [OC:&D ~ 14°

En ol cuadro 2 (pig. 29 ) se han incluido los alcaloides hasta-
ahora aislados de cspecics dc ambos géneros y cuya estructura es cono-
cida; la distribucién se ha hecho siguicndo la clasificacibén usada en-
el cuadro 1 correspondiente a alcaloides de Ruticeas en gencral. La -
mencién de referencias bibliogrificas se ha hecho siguicndo el crite—
rio indicado para el cuadro 1.

Los alcaloides aislados son en gencral de naturaleza terciaria -
con wnos pocos ejcmplos do combinaciones cuatcrmarias,

Unas muy pocas bases corresponden al grupo dc acridonas (tipo IV,
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¥y de gquinolfnicos simples (tipo IIa); estos Gltimos representan las pr:
meras arilouinolinicas que fueron conocidas como producice naturailes.

BEn segundo témmino estdn incluidas las quinolonas-2, Al respecteo-

(24)

corresponde Sciialar que en la literatura estid hecha la salvedad de-
que este tipo de combinaciones puede surgir como wn artificie on los —-
procesos de szislamientq, s8in que realmente estén prefomadas enh el vege
tal, Ello as debido a gque las condiciones corrientes de aislaniento im-
plican un grado dc alcalinidad suficiente para degrsdar a quinolonas-2

combinaciones de quinolinio presentes en el vegetals Un sopgrte de esta

(25)

generalizacibén eB el aislamiento de balfourolona en el fracciona- -

miento de alcaloides de Balfourodendron riedeliangm cuando la extrac—
cibfn de bases terciarias se hace a pH 10; evitando la alcalinizacién —
(eliminacién de bascs tercilarias a pE 7) en su lygar se obtiecne el - -
04—metilébalfourodinio. Ademds 8e mostré experimentalmente que este -
iltimo cuaternario se tranaforme con alto rendimiento cn balfourolona -~

por tratamiento con buffer a pH 10,

0
\ L]
pH 10 >
»F/ ~o- '
- HO
H3CO CHB



Quinolonas—4

El grupo siguientc, quinolonas-4, es de espeecial significacifn en
parte por el nimero relativamente alto de ejemplos que comprende y a~
demés por incluir los alcaloides furo o pirano—quinolénicos-4, que son
caBi exclusivos de esSpecies de estos dos géneros, Por esta circunstan—
cia y ademds en razdén de que el alcaloide agui estudiado pertenece a c8
te tipo, nos referiremos a este grupo de combinaciones con cierto deta-
1lle,

El estudio estructural de estas combinaciones comprendié distin—
tos aspectos que pueden resumirse asi: 1°) reconocimiento del esqueleto
quinolénico-4, 1o que implica ademis la wnién lihear (y no angular) del
anillo oxigenado adicional;

00—
'ﬁ J

~§F-N0
i

linears quinolona~4 angular; quinolona~2
20) naturaleza del anillo oxigenado condensado, sea del furano o pirano;
3°) tipo y ubicacién de los sustituyentes.

Fn general puede decirse que, 8i bien se ha recurrido a variados-
procesos de orden quimico, una parte muy significante de la resolucién-—
de estas estructuras Se ha logrado mediante aplicaciém de métodos fisi-
cos,

El primer problema indicado arriba pudo resolverse més comunmente
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analigando el comportamiento de estas sustancias en su absorciém en la --
gona ultraviolets en diferentes medios. Como otros datos de utilidad es-
t&n la absorcién en el infrarrojo (regién de 6 4 ) y el examen de la 2z~
ey . (26)
na aromatica del espectro NMR, Asf{, la lunacrina presenta en el es—-
pectro ultravioleta en medio neutro dos bandas a 313 y 326 m« que al --
pasar a medio acido coalescen en una banda a 300 mi ; este comportamien

to o8 usado como indicativo de un sistema quinolona—4 (contrariamente la

1unina(24),una quinolona-4, presenta efecto batocrémico) .

lunacring

En otros ejemplos se emplearon otros criterios basados igualmente-
en la absorcién ultravioleta. Balfourodina e isobalfourodina fueron recc
(22) L3 r 4 s 3
nocidas como guinolonas—4 por presentar un minimo en la regién de —
270 mpy (quinolonas—-2 tienen en esta zona una serie de miximos) y adem4s
por variacién de la absorcién a aproximadamente 250 mAL ¥a Saa por cam-

bio del pH o de la naturaleza del solvente

0
1]
v
| ! |
NN
I HO
d
bal fourodina isobal fourodina
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Para soportar estas asignaciones para estos (ltimos ejempleos se rg
currié a la espectroscopia infrarroja aplicando las generalizaciones -~
referentes al nimero y ubicacién de las bandas en la zona 1665~1470 -~
cm g quinolonas—4 poseen una banda intensa a alrededor de 1550 cm_l,
en tanto que sus isémeros, quinolonas-2, dan un minimo,

La aplicacién del NMR para reconocer quinolonas—4 se basa en el o
marcado efecto desprotector ejercido por el grupo carbonilo de la qui

(21)

nolona-4 sobre ¢l hidrfgeno aromitico vecino

i
/2\

l i
"\\\ )\N N 0 P

|
(28)

Un ejemplo lo encontramos en la ribalinina s la figura siguien-~

te muestra la zona aromitica del espectro NMR ( en C1.CD a 100 Mc /s)

3
donde se ve un grupo de sefiales correspondientes a 3 protones aromati
cos (centro a 5 7,43 ppm ) ¥y un cuarteto de picos ( *, 8,36 ppm) -

que, Segin el Aarea, provienen de un protén (H6)

OH

8.0 2.
o

Zona aromitice del espectro NMR de ribalinina (I)
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El segundo aspecto cstructural mencionado, decidir si el tercer a
nillo presente es furfdnico o piridnico, es un problema dec muy diffcil-
resolucién para el que no existe un método de aplicacién general,

Bn algunos alcaloides por ojemplo balfourodina(zz) ¥y luna- -

8ig II(29)
; ?
i H OH
//’\‘/\ . .'4\.\: /\ ~
i.. I ) - il l\ )/
X \llv/ N0 \\\’\ NN N0
: i
- _ oM
H3CO CH3 H3CO JHB
bal fourocdina lunasia II

esta distineién se hizo por comparacién de los espectros ultravioleta
con modelos sintéticos conteniendo en su croméforo wn anillo dihidro
furanico o dihidropirinico; este camino no es muy concluyente debido
a que los espectros de los dos tipos de modelos no presentan difcren

(2)

cias significantes

( (28) _

h otros ejemplos como lunacrina 30)(furénico) Y ribalinina
(pirénico) este problema fué encarado por aplicacibn de enpectromé—-—
triz NMR complementada con datos quimicos; en realidad es un método -
indirecto pues se basa centralmente en un anilisis de los sustituyen-
tes sobre el anillo oxigenado. As{, en lunacrina el NMR indicé la pre
senoia de wna oadena isopropilica no sustitufda de modo que, teniendo
en ouenta la férmule molecular del compuesto, esto pemitié concluir-

que el anillo oxigenado era pentagonal; el anédlisis de las sefiales en

el NMR de los restantes protones de ese anillo concuerda con esa asi¥
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asignacién

H.00  fm
luacrina 3 3
Por su parte, el NMR de la ridbalinina y su acctil derivado indicé-
que el anillo oxigenado lleva dos metilos gem ubicados en posicién OC
al oxigeno y ademés que la funcién alcohélica prescnte e8 secundaria.

De estos datos y la ocomposicién elemental se dedujo gue o1 anillo era

piranicoe.

ribalinina 3

Finalmente, el tercer aspecto relativo a itipo y ubicacidén de los -
grupos sustituyentes se ha examinado a través de anflisis funcional,co
rrelacibn quimica con sustancias de estructura determinada (por ej.« —

ref. 25> y aplicacién de métodos fisicos, @ara ejemplo ver ref. 24),

Furogquinolinicos

Las bases terciarias de este tipo que figuran en el cuadro 2 son -

de amplia distribucién dentro de la familia de Ruticeas y su estudio -
estructural fué hecho con anterioridad a su aislamiento de plantas de-

los géneros Lunasies y Balfourodendron.

Br cuanto al grupo de cuatemarios es de mencionar que este tipo-

de compuestos fué encontrado inicialmente en estos géneros y sélo hace
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poco tiempo ha &ido descrito otro aloaloide similar, el iodometilato -~
, . (16)
de (+)~platidesmina, aislado del género Skimmia' ",
Una caracteristica salionte de estos alcaloides que fué advreriida-
desde los comienzos de su estudio es la muy marcada Sensibilidad a la-
accién de los alcalis que da como resultado su transformacién en bases

(31)

débiles .insolubles en agua o IE8ta facil descomposicién deteminé ~-

que en el siglamiento de estas sustancias se tomara la precaucién de -

(25)

no llegar a uwn medioc alcalino y O &2 lo sumo operar 8610 por dreve -~

(32,33)

tiempo a uwna alcglinidad débil en la otapa de climinacién de ba
ses tercigrias mediante solventc orgénico ; subsiguientemente la com-
binacién cuatemaria es extraida con solvente o precipitada como una -
8al.

La descomposicién de estos cuatermariag en medio alcalino conduce-
por apertura del anillo dihidrofurédnico a la formacién de quinolonas-?
Segin Be ejemplificé al describir este Wiltimo tipo de sustancias.

La detemminacién de las estructuras de los cuatermarios se llevb a
cabo principalmente a través de la correlacién quimica con las corres
pondientes gquinolonas-4 y/o quinolonas-2l conooimiente previo o dilu
cidacién subsiguiente de las estructuras de estas quinolonas permitié-
establecer las dec los cuaternaries., Fl primer ejemplo resuelto fué la-
lumasina principalmentc mediante interconversién con lunacridina y 1lv-

(32)

nacrina
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OCH,
AN /\.“ CH ,~CH~CH~(Me ),,

| /l ¢
///27 S~ \‘N”/Qb
OCH
2 °° 3
e TN —
|, | 1maoriding
\ﬁ/ \N '7'\\O/V\Y.—-'
! l t
H3CO CH 9
e \/ ————
lunasing l l 1
NS \I‘q-/\o o
L
By g
lwmaorina

Uno de estos cuatemarios, el ribalinio(z), cs una excepcién a este —
comportamiento seflalado dado que es estable en condiciones de basici—
dad (pH 10-11) usadas corrientemente para la eliminacién de la frac— -
cién de bases terciarias. Dsta estabilidad es una consecuencia de su -

caricter fenblico; a pH 10-11 esti presente el i6n dipolar que estabi-

liza el anillo oxigenado impidiendo su apertura(34)
OCH -
3 0 OCH3
R ] g 10117 h !
l /OH-E—————~> ' ‘ i OH <§;———;>
K/ H70 N ‘
}
CHy ribalinio CHy xantoribal inio
0
0% =CH3 \
0 ' 0 - ‘
TR — | j/ X —!
" o < ot )P e ete
g A Fay
. |
CH CH



a)Simples

b)Quinolonas-2
-Simples

OCH,

A
N CgHs

2-fenil-4-metoxi-quinolina

2-(3,+-metilendioxi-fenili- (35)
metoxi quinollna (graveolinina)

OCH;

TR CHs

R s H : lunidina 3¢
R » OHt hidroxilunidina

OCH,

X

N

T 0 HO TR

R s H 1lunaoridina
R = OHihidroxilunacridinas



1unidoninu(3° )

¢)Quinolonas-i
-8imples

HSCO rl‘] CGHS
OHy

edulefna

O - C Hz
lunamarina

0
AN
CH,
0/
(37)
lunasia I
OH----0
N SCeHs
CHy

5-h1droxi-1-rg§11—2-fmil—
quinolona-k (3~
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0
0 N 0
\ | R
/O CHS

HoC

Re H 3 lunina
R« O ;3 hidroxilunina

0
N 0::\\5
HsCO  CH, R

RaH 1 luneerina

(2) lwaorine 3 lwunasia IV (29)

R OH t (=) hidroxilunacrina
(+) balfourcdina

0
HsC0 gy,

lunsorinal s(=) lwnesis ﬁ“’)
(+) imodalfourodina
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III) PARTE FEXPERIMENTAL



Cpcraciones generales

. . . ®
Detcrminaciones espectroscépicas.

Los espectros ultraviolcta fucron medidos en instrumentos BECKIUN
DK-2 y JASCO ORD/UV-5, cste Ultimo ha sido usado también para la obtca
cién de las curvas de dispersién rotatoria 6ptica.

Para 108 registros en cl infrarrojo sc¢ recurrié a los espectrofo-
témctros BECKMAN IR-4, PERKIN-ELMER 337-B y 221; cn cada caso se indica-
¢l medio utilizadq para la medicién y los valores de absercién de mayor-
significacibén con rclacidén al andlisis de la estructura.

Los espectros de resonancia ntcleo magnética fueron registrados -
en un aparato VARIAN modelo A~60 utilizando tetrametilsilano como Stan—

dard interno.

Otras determinaciones.

Los valores dec rotacién espccifica fucron obtenidos en wn polar’-

metro HUDOLPH modclo 80 y los de pH mediante un TITRISKDP-E~366 (Metrobr)

Los puntos de fusién sc determinaron on capilares Pyrex cerradnc-
en aparatos ELECTROTHERMAL (cémara de aire) o en BUCHI (bafio de silico—
na); en algunos casos se utilizé un microscopio KOFLER de platina caler-
table,

Las determinacionee de anfilisis elemental y funcional estuvieron-

a cargo de los laboratorios del Dr. A, Bemhardt (Milheim,Alemania) y —

% Partc dc cstas mecdiciones cstuvo a cargo de la tesista y parte fuerr

hechas por personal del laboratorio.



del Dto, de Qca. Orgénica (Facultad de Ciencias Exactas,Bs.As.) a cargo

de la Dra. B.B. dc Doferrari.

-Corridas cromatograficas,

Fueron hechas sobre papel Whatman N© 1 sembrando 240 5’ de mate—
rial y como solvente, butanona saturada de agua con agregado de wn 5% de
CHBOH (solvente B). La butanona utilizada fuc purificada para eliming——
cién de pordxidos mediante agitecién con wma solucién concentrada de sul
fato ferroso y después de lavado con agua sc destildé recogiéndose la mez
cla butanona—agua. El revelado fué hecho a la luz ultravioleta y con re-
activo de Municr (39).

Los columnas fueron hechas con polvo de celulosa Whatman (stan—-
dard grade).

La descripcién experimental (i1e se da en cada caso es Trepresenta-

tiva de los resultados logrados en varias experiencias,
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Aislamiocnto del nuevo alcaloide ribalinidinag

El aislamiento inicial fué llevado a cabo sobre un material al-
caloidico obtenido en el curso de wm estudio anterior sobre alealoides--

de Balfourodendron riedelianum (Rutfceas) realizado en este laborato-'

2
rio(l’ ).

El freccionamiento de 108 cioruros cuatemarios . de la planta mediante
cromatografla de particibn en columa de celulosa proporcioné el cloru-
70 de ribalinio y el material inicialmente usado en esta estudio provi-
no de rewnir las fracciones n® 31 a 62 ( p = 0,629 g.) de la columa —
descrita en dicha publicacibn(z).

Se hizo un anflisis de esa fracecifn realizando cromatografia d-
papel con solvente B, El revelado permiti6 observar dos manckas alca——
loidicas parcialmente superpuestas de Rf ~v 0,85, fluorescencia csles-

te grisaceo y otra de Rf 7 0,75 correspondiente a wna fluorescencia ce

leste verdoso,

Sin embargso es de hacer notar gue el alcaloide aqui aislado es ter—-

ciario.



Y.

Se practicaron ulteriormentc nuevas obtenciones de fraccién al-
caloidica equivalente a la anterior con el objeto de obtener mayores -

cantidades del alcaloide a estudiar,

Extraccibn y fraccionamicnto.

Se efectuaron extracciones de material vegetal seguidas por ——
fraccionamiento dg los alcaloides; cstes etapas se realizaron siguien-
do esencialmente las descripciones de la literatura(l’z).

Se describe a continuacibn en wmn ejemplo representativo el tra-—-

bajo efectuado para la extraccidn y fraccionamiento de los alcaloides.,

Se usé corteza del tronco de Balfourodendron riedalianum (Engler)

Engler quc era el mismo material vegetal utilizado en estudios anterio
res de este laboratorio.

T un aparato dc Soxhlet (ver csquema Fig.l) se colocaron en A —
dos kilos de cortcza de vegetal (previamente Secada a 40°/vacfo,reduci-
da 2 polvo y secada nuevamente),Se mezclaron con aproximadamente igual-
volumen de arena gruesa (lavada y calcinada dos horas en mufla a 600°)y
con 8 litros de alcohol.B1 el balén B se colocaron 10 litros de alcohol
y se calenté a reflujo continuo durante 16 hs,

Tl proceso 8e repitié cuatro veces retirando cada vez el extracto
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aloohulico ¥y reemplazindolo con uia nueva porcién de 10 1t de alcohol,

Agotado el material vogetal ( 100 ml dol @ltimo extractive die---
Ton un residuo seco de 3 mg.) Se procedid a concentrar la totalidad de -~
los extiractos alcohélicos obtenidos hasta un volumen de dos litros; la -
operacién so practicé a 45°/presibn reducida.

Un litro dc estc extracto, equivalente a un kile de planta, fué -
nuevamente concentrado hasta aproximadamente 150 ml y se agregaron 500ml
de wma solucidén enfriada de HC1 O,5N operando en baflo de hielo y con a——
gitacibn mecénica.'Tenninado el agregado de la solucién clorhidrica se -
dcjé agitando durante una hora.

Despuds de dejar una noche en la heladera fué separado un insolu-
ble de consistencia pastosa por contrifugacién y posterior filtracibén —
por papcl del liquido decantado., El insoluble fud lavado cen cinco frac
ciones de 25 ml de agua.

Sc obtuvo asi:

- un insoluble en Acido dc consistencia gomosa que no fué estudia

do.

~ un extracto Ridroalcohdélico acido.

Al extracto Acido (pH 1) se agregaron 150 ml de CI3CH; mantenien-—
do ls mcgela cn bafio de hiolo y con agitacién magnética se agregd wuna 8o
lucién acuosa enfrigda de NaOH al 15% hasta llegar a pH § ¥y luego con -
gsolucién dc NoO al 5% sc llevé a pH 10,6.

Se¢ scpard la fasc clorofémica y a la eolucién acuosa se la fué --

agotando, on.ranco Siemdpve a bajo temperatura, con lo8 siguientes volure
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nes de cloroformo: 2 x 150 ml, 3 x 100 ml1 y 2 x 50 ml.

Ademéds se¢ practicé una Gltima extraccién adicional de contralor -
con 50 ml dc 013CH que sc lavé con dos fracciones de S5 ml do aAgllae Se Sc
¢ sobre SO4Mg anhidro, lucgo sc filtré por papel y se¢ evapord a presiin
reducida hasta scqucdad obteniéndose un residuo de 12 mg.

El extracto clorofémico total (700 ml) se lavé con tres fraccio-
nee de 100 ml de agua ¥y luego sc secd sobre SO4Mg anhidro (fraccién de -
alcaloides Brios ya ecstudiada antes(lzl

La fasc acuosa de pH 10,6, ya extraida con Cl,CH, sc¢ enfrié exte-

3
riormente con hiclo y se le agregS HCl 1:1 hasta llcgar a pH 2,5 para -
. . . rios
precipitar 108 alcaloides 4 como reineckatos,
Sc prepard 13 solucidén de la sal de Reinecke agregando a 10 g de-

reineckato de amonio 140 ml de 4cido acético glacial y 70 ml de H.O. Sc-

2
dejé durante 12 hs, con agitacibn magnética y prutegido de la luz; s -
centrifugbé y decantd la solucibn y al insoluble se agregaron 60 ml de 4~
cido acdético~ague (2:1), sec agité 4 hs. y luego Se separd la solucibn —
rouniendo ésta con la anterior.

Sobre la solucién acuosa de pH 2,5 operando en bafio de hielo y -
con agitecibén mecanica se fué agregando por goteco 240 ml de solucibn en--
friada dec rcineckato de amonio; tcrminado el agregado se dejd con agita-
cién media hora mas. Para constatar si la precipitacién habia sido com—
pleta se separd lucgo de centrifugacién de una alicuota el lfiguido sobro

nadante y se agregdé solucién dc roineckato de amonio (no se vié foma- -

cién de prccipitaco).
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Los reineckatos precipitndos se¢ filtraron a través de un Buchner-
lavando con fracciores de 20 ml de agua enfriada hasta no viraje del pa-
pel de Rojo Congo. El secalc fué hecho a temperatura ambiente y presif.-
reducida, al abrigo de le 1uz y hasta constancia de peso, obteniéndose -
11,85 8

Los reineckatos asi obtenidos fueron disueltos en 1.200 ml de ace
tona-metanol (1:1). La solucién se pasé lentamente & través de wa colux
na con wna suspensién en dicha mezclz de solventes de 200 g de resinag --—
DOWZX 2-X4 forma Cl previamente tratada con HCl y posteriormente lava-
da con aguagz).

Una vez terminado el pasaje de la solucidn se lavd la colugma con
las siguientes fracciones de metanol: 300 ml, 2 x 200 ml y finalmente —
una de 100 mlj cada fraccién fud llevada a seco a presidn reducida, la -
Gltima dié 28 mg de residuo indicando un lavado pricticamente comnleto.

Los lfguidos de elucidén fuecron reunidos y evaporados a presidén r=
ducida obteniéndose 7,55 g de residuo que fué sometido a un fracciona~ -
miento mediante columna de celulosa.

A 600 g de polvo de celulosa Se agregaron 2 1, de butanona saturs
da con agua con adicién de 5% de CHBOH y se dejé 2 hs. con agitacién me-
canicae

Con esta suspensién se llenbd wna columna de 100 om de longitud y-
8 om de didmetro; para ello se procedid a verter la suspensifn en peque-

#fas porciones dejando sedimentar homogeneamente por rotacién de la colum

na al mismo tiemno que se dejaba fluir solvente. Finalizado el llenadc --



42-

de la columna Se lavd con 200 ml do la misma mezcla de solventos.

In la parte superior, sobre la celulosa, Se colocé un dinco de =
papel de filtro para evitar que al sembrar la celulosa se 3u3pendiera ¥y
sobre &1 se dejd wma capa de solvente de aproximadamente 2 cm de altura.

EL material a sembrar (7,55 g) se disolvié en diez veces su peso
de metanol y se agregaron 25 g dz celulosa en polvoj se mezcld bien has
ta homogeneizar la suspensidn, el solvente se eliminé a presidén reduci--
da y el residuo se pulverizd hasta obtener polvo fino. Iste material se
colocSd homogeneamente sobre la superficie del disco de papel.

La columna se eluydé hasta agotamiento con butanona saturada de -
agua con adicién de 5% de metanol recogiéndose 224 fracciones de 20 ml.
cada uwa,.

Las fracciones fueron ovaporadas individualmente a presién redu-
cida y los residuos secados a peso constante (in vacuo); éstos fueron -
analizados por cromatografia de papel con solvente B, sembrando 2406/ de
cada o, El revelado por la fluorescencia a la luz ultravioleta y con-
reactivo de Murniler permitié reunir las siguientes fracciones.

~ Bn las fracciones 63 a 69 ( p = 79 mg) aparece una mancha cer-
ca de)l frente, de fluorescencia azul a la luz wu.ve. y que sSe colorea de-
bilmento con el reactivo de Munier,

~ Bn las fracciones 70 a 124 (p = 1,68 g) aparscen dos alcaloi--
des que al Ser revelados con reactive de Munier dan dos manchas anaran
jadas de Rf 2 0,85 y 0,75 cuyas fluorescencias a la luz u.v. son de co-

lor celeste grisaceo y ccleste verdoso reapectivamente.
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~ En las frocciones 125 a 152 (p=530 mg) aparece mezclsdo el al-

caloide de Rf 0,85 con el clomum de ribalinio(2).

Finalmente en Jcs “ubes 153 a2 192 ( p= 3,62 g) se nota icomen-
te la presencia del ltimo aleeloide citado (Rf 0,31).

El cloruro de rikalinio se purificé por cristalizacién: 3,62 g.
de cloruro de ribalinio crudn se disolvid en caliente en 35 ml de meta-—
nol y luego se agregaron graduclmente 75 ml de acetato de etilo; se de-
Jjé a baja temperatura y luego se filtrd por schott, lavando con tres ——

fracciones dc 1 ml de acetato de ctilo., Se secd hasta peso constante —

(45°/vacto) obteniendo 2,382 g de pef,s 192-194° (desp.gas).

Ribalinidina

La fraceién T0-124 (p= 1,68 g) de la columa de celulosa descri-
ta arriba era un ¢6lido pulverulento de color pardo oscuro cuya primera
purificacibn se hizo por filtracién a través de altminae. Para ello Se -

disolvié en 90 ml de alcohol absoluto, se agregaron 22,5 ml de C1.CH ¥

3
la solucidn se pasbd a través de wna columna llenada con 42 g de alivmi-
na neutra de actividad II suspendida en alcohol absoluto—cloroformo i -;—
(4 +1).

3e eluydé hasta agotamiento oon la misma mezcla de solventes reco
giéndose 20 fracciones de 40 ml cada una que fueron evaporades indivi-—
dualmente a presién reducida. La fraccién no 20 dejbd un residuo seco de

2 mg , 1o cual indicéd azotamiento practicamente total de la columna.

Asf sc¢ cb*uvieroa 1,07 g de wa 83lido pulverulento menos coloreg
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do que cl material de partida y que fué fraccionado ocon agua en la Fi—-

guiente foma: S8e calentd a ebullicién en diez veces su peso de H.O du

2
rante cinco minutos con agitacién y luego de wna noche en heladera se-—
centrifugd separdndose la solucibén sobrenadante 1impida y ligeramente -
coloreada de amarilloj el remanente insoluble s8e sometid§ en igual for-
ma a dos nuevos tratamientos con 5 ml de agua ceda vez.

Los exiractos acuosos rewnidos, evaporados y el residuo secado -~
hasta peso oonstante (45°/presién reducida) proporcionaron 510 mg de un
material alcaloidico que no fué oestudiado aguf, La fracoidén insoluble -
en agua fué secada hasta peso constgnte (515 mg ). Ambos residuos fue—
ron cromatografiados sobre papel con solvente B lo que mostrd wma sa—
tisfactoria separacién de los dos alealoides contenidos en la fraccibn
proveniente de la columna de celulosa. Bsencialmente el material solu—
ble en agua muestra la mancha de fluorescencia celeste verdoso (Rf 0,76)
¥ el insoluble la de fluorescencia celeste grisacec (Rf 0,85).

E material insoluble en H20 e recristalizé de dies veces de -
etanol absoluto y después de tres rocristalizaciones se obtuvieron 214mg
de ribalinidina, cristales incoloros con p.f. 253-254°. (color pardo y-

desps de gas), siendo el rendimiento de 0,02 % referido a cortesza seca.

Caracterizacién y anilisis funcional de la ribalinidina.

La ribalinidina anterior parcialmente purificada, fué recristali
zada de alcohol absoluto hasta p.f. constante 257-258¢ (color pardo,gas).
Con este producto se hicieron los siguientes ensayos:

- Es muy escasamente Soluble en acetona, butanona y cloroformo,-
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casi insoluble en agua, benceno, cter etflico o isopropflico,acetato de
etilo y dloxano. |

- La cromatograf{a en papel con solvente B mostrd wma Sola man—
cha Rf 0,86 de fluorescencia celeste grisaceo a la luz ultravioleta y -~
¥y cblor anaranjada con el reactivo de Munier (no se revela con reactivo
iodoplatinico).

~ La corrida electroforética se hizo en aparato RECO modelo E-~ -
800-2 con distancia de 40 cm. entre 108 polos y voltaje aplicado de 400V,
Se sembraron 120 J’ y como electrolito se usaron buffer de pH3 o de -
pH 8 de igual fuerza ibnica ( (. = 0,02)(40) y con un tiempo de corri
da do alrededor de 10 he A pH 3 aparecié wna sola mancha (u.v. y reac-
tivo de Munier) cuyo centrb estaba a 19 cm. del lugar da siembra; a ~-
pH 8 practicamente no hubo desplazamiento,

~ Se disolvié$ 0,5 mg de ribalinidina en 0,2 ml de alcohol 96° y-

Se agregs 0,02 ml de NOH 6N y 0,05 ml de NOBAg 0,1N: queds solucibn-

3
limpida (resccién negativa de ién cloruro).
~ 1 mg de alecaloide se disuclve a temperatura ambiente en 0,1 ml

de NaOH acuoso 0,01 N y paroialmentec en 0,1 ml de COBNa2 acuoso 0,5M -

(pH 12,2).
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c H | o locr Ly
e e : C“I3 "H-B CCH_&J azsivo |
% ¢calculados i } (n) ! e) :d) (b) |
65,24 | 6,22| 5,09 23,2511,26(5,46 | 5,15 ! 0,70 |
para 015H17N04 i | ‘

Encontrados 65,22 | 6,24 5,23 23,41{ 0,12|6,40 | 5,48 0,67

(a) para wn grupo.
(b) para dos grupos.

\20

/
Peso molecular por espectrometria dec masa * 215;L:>1‘D ~15° (oonc.0,1%
/

en GBBQH)

Bspectros ultravioleta de ribalinidina en alcohol de 50° como solvente -
(Fig. 2):

- modio neutro (conc, 3,63 x 10-5 moles/1t.) y en bicarbonato de
sodio 0,01 N (oanc. 3,63 x 10'5 moles/1t): A max 220 mic (sh)(logwis4,31)
5235 (4,48)5 245 (4,43); 301 (3,38); 331 (3,87); 346 (3,81).

A ntn. 266 (3,09); 310 (3,66); 341 (3,80).

Rogistrado en ol Dto. de Qca. de la Universidad de Stanford (Califor
nia,USA) por gentilesa del Prof. C. Djerassi en aparsto Atlas y me—-—
diante insercién direota deo la muestra.

Con una determinacién efectuada por el método de Rast no se logrd re

sultado por ser insuficiente la solubilidad del alceloide.
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« medio foido clorhfdrieo 0.3 ¥ (conc. 3,63 x 10"5

moles/1t.):
Amis. 220 mu (106 & 4,34); 243 (4,48)) 301 (3,90); 342 (3,64).
A mtn 225 (4,32)5 262 (3,10)3 316 (3,42).

- medio alecalino en hidréxido de sodio 0,01 N (conc. 3,63 x 1077
molee/1t.)t A max, 240mi(sh)(Log & 4,41); 256(3,52); 296 (3,63); 300
(infl.) (3,64); 307 (3,70).

A min. 277 (4,43); 320 (2,14)
Bspectro infrarrojo: Fig. 3

Bspectro MR : Fig. 4
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S¢ higo wna cxtr alcoholica en un aparato de Soxhlet ocon
dos kilos de material vegetal operando igual que on la descripcibn an-
terior,

Obtenido el extracto alcoh8lico se lo concentrd 2 45°/presién -
reducida hasta llegar a tener un volfmen de dos 1itros de extracto con-
centrado, Un litro de este extracto (equivalente a un kilo de polvo de-
corteza seca) Se concentrd subsiguientemente hasta aproximadamente - -
150 ml; operando en bafio dc hieclo y con agitacidén magnética sc agrega—
ron lentamente 500 ml de unz 8olucibn enfriada de HGl 0,5 N en agua y -
sc continué la agitacién durantc una hora. Lusgo de una noche em helade
ra sec centrifugbd para separar un insoluble pastoso gue 8e lav® con tres
fracciones de 25 ml de agua.

Los 1f{quidos acuosos reunidos (pH 1,1) se mezclaron con 150 ml-
de ClBCH ¥ bajo agitacibén magnética sc agregd de a poco CO3HNa gélido -
hasta llegar a pH 5.

Se separd la fasc clorofémmica y ~ ¢ ntinuacibn el extracto a—
cuoso 8¢ extrajo ocon las sigulcntes porciones de ClBCH : 2 X 15 ml; —
3x100ml y2x 5 ml. Una nueva extraccién con 50 ml de oloroformo se
recogib aparte, sc lovd dos veces con 5 ml dc agua, Se secd sobre 804Mg
¥ 1llevb = seco (45°/bresién reducida) dando 9 mg de residuo,.

Se controld el pH del extracto acuoso ya agotado con cloroformo:
dié pH 5,2. A este extracto, en bafio dec hielo y con agitacién magnética,

fué agrogada lentamente una solucidn enfriada de HC1 1:1 hasta lleger a-



obtener pH 2,5,

Luecgo 8e adicionaron lentamente y con agitacién 215 ml de una so
lucién onfriada de Bal de Reinecke (preparada segin descripocién ante—
rior); acabado el agregado se continué la agitacién media hora. Adicién
ulterior de solucién de sal de Reinocke no dié precipitacién,

Sc dejé una noche en heladera y luego se filtré por Buchner, sc-
lavé el precipitado con porociones de 20 ml de agua enfriada hasta que -
no vird el papel Rojo Congo; se cscurrié lo mé&s completamente posible a
presién reducidg ¥ 1luego se secéd a temperatura ambiente cn desecador -
con NaOll a 60 mm de presién protegido de la luz. Se dejé en estas condi
ciones hasta obtener un peso constante de 10,42 g,

El pesajc de reineckatos a cloruros se hizo en la forma descrita
en el aislamiento anterior., El total de liquido elufdo de la columna de
intercambio ifnico llevado a seco a 45°/bre916n reducida dié 5,69 g. de
material sélido,

Se 2ealizd la cromatografia a través de,columa de ceclulosa en -
forma anédloga a la descrita en la oxtracoién anterior,

In base a andlisis cromatogréfico en papel con solvente B Yy sem
brando ribalinidina con fines comparativos, 8e reunieron las fracciones
que oontenfan esBencialmente esta base (peso total del material reunido-
579 mg).

Siguiendo lo detallado en el aislamiento arriba descrito este ma
terial fué sometido sucesivamente a filtracién por alimina y fracoiona-

miento oon agua obteniéndose as{ 187 mg de fracoién insoluble an agua.



Lucgo dc tres cristalizaciones de alcohol absoluto resultgron -
63 mg do p.f. 253-254° (pardo,dosp.gns) que por nuovas cristalizacio—
nes sc elevé a p.f. constante 255-256° (color pardo, desp. gas).

Bsta base fué identificada como ribalinidina por coincidencia -
do los espectros infrarrojo (K Br) y ultravioleta ( medios neutro, dci

do y alcalino).



Dorivados de lg Ribalinidina

07—metil derivado del alcaloide

a) Metilacién con diazometano.
Por calentamiento a ebullicifn se disolvieron 125 mg (4,5 x 10'-4
mol) de ribalinidina en 15 ml de metanol (redestilado de NaOH); seguida
mente se enfrié oxteriormente con hiclo y se afladieron 3,5 ml dc solu—
cién ctérea de diazometano (1,25 x ].O"3 mol) recientemente preparada y-
tituladae. Se tapd el recipiente dc reaccién con una firme torwnda de al
godén y se colocé en un bafio de hiclo dentro de la heladera; después de
uwma hora sc hizo wn nuevo agregado dc igual cantidad de diazometano y -
en la misma forma se hicieron 5 agrecgados més espaciados 12 horas,

En total la metilacibn insumié cuatro d4fas al eabo de los cualcs
Se evapord ol eter a temperatura ambicnte con pregidén reducida quedando
una solucibn metandlica amarilla y algo opalescente; para descomponer -
cl diagomctano remanente 8e agregd una gota de dcido acdédtico glacial —-
con 1o que desaparecib el color amarillo., A continuacién se evaporé el
metanol a vacfo y ¢l residuo obtenido se particioné entre 15 ml de clo-
roformo y 7,5 ml dc una solucibn acuosa de NaOH. Después de Sseparar la-
fase acuosa el cloroformo se cxtrajo dos voces més con 4 ml de solucién
de NaOH N (eliminacién del fcnol sin reaccionar)

La fase clorofémica se lavd daos veces con 2,5 ml de agua, 8o Sg
c6 con sulfato de magnesio, sc filtré y se evapord el solvente a pre- -

8ién reducides obteniéndose 131 mg do producto crudo, Por cristalizacién
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de 10 veces su peso de etanol absoluto se obtuvieron 85 mg (rto.65%) de
wn producto cristalino,incoloro, de p.f. 230-231° (desc,) que por wa -
segunda oristalizacién rindié 76 mg de p.f. constante 231° - 2320 —

-
(desc,); | CkC\\;4° - 17° (cy 1,03% on CH3QH)
~ /

Analisis
!
4 ¢ ! % H | 4w
| )
, i 2 |
Caleuwludo para C) (M NO, 66,42 i 6,6 L 4
Incontrado | 66,15 { 6,82 ‘1 4,65

B3pectro ultravioleta de 07-motilribalinidina on alcohol 50° (£ig.5)

~ medio ncutro y alcalino on NaOH 0,01 N: (conc.3,46 x lO—5 mo-

les/1t): ;\ méx. 220 mi (sh) (log. 6_ 4,41); 235 (4,57); 245(4,56);
302(3,98)3 327(3,97); 345(3,93),
X\ min. 242 (4,53); 265(3,22)3309(3,78); 335(3,89).

5molee/lt): -

- medio doido clorhidrico 0,3 N (conc. 3,46 x 10~
N méx. 223 mp, (log & 4,50)5244 (4,67); 301(4,02)5 332(3,78)5 345 -
(3,76).

N\ mine 230 (4,49); 262 (3,34)3 314(3,64); 337( 3,76).

Bspectro infrarrojo : Fig. 6

mpeCtm N.Mo R. H ng. 7
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b) Ensayos preliminarcs de motilacién con otros reactives:
- Bulfato de dimetile,

A 10 mg de la basc se agregé 0,5 ml de metanol anhidro, 5 mg de
carbonato de pota§io anhidro y finamente pulverizedo, se agité magnéti
camente y luego sc afiadié 0,05 ml de sulfato de dimetilo. Proteglendo-
de la humedad sc dejé con agitacién magnética a temperatura ambiente -
durante tres horas.

Transcurrido ese tiempo sc centrifugd y de la fasc liquida, pre
via eliminacién del metanol a presién reducida se¢ obtuvo wm residuo —
que Se particiond entre 1 ml de cloroformo ¥y una solucién de 25 mg de-
bicarbonato de sodie on 0,5 ml de agua. La capa clorofémmica 8e secd -~
con SO4Mg Y 8c 1llevé 2 seco dando un residuo Je 8 mg.

Este material fué cromatografiado en papel junto con el de par-
tida usando solvente B; el producto metilado con reactivo de Munier —
dié una mancha de Rf 0,90 (fluorescencia azul a la luz ultravioleta) -
mientras quc la ribalinidina (fluorcscencia celeste grisaceo) mostré -
wn Rf do 0,85.

EL producto crudo de reaccién fud identificado como 07-metilri-

balinidina obtenida con diazometano, por coincidenoia de la absoroién-

en ¢l ultravioleta (medios neutro y alcalino) y en el infrarrojo,

- loduro de metiio
A una solucifén de 38 mg del alcaloide en 2 ml de metanol se agre

garon 40 mg de carbonato de potasio anhidro reducido a povo fino y se -
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agité magnéticamonte veinte minutos; se afiadié 0,25 ml de ioduro de me-
tilo, 80 tapbé con un tapdn de teflon y protogiendo de la 1z se siguiéb-
agltando durante tres horas a 45°,

A continuacién sc procedid on forma similar a la descrita en la-~
metilacién con sulfato de d&4netilo obteniendose 24 mg de producto cru-
do libre de¢ material de partida segfn lo indiod la cromatografia de pa-
pol.

La idontificacién dec este material con 07-metilribalinidina pura
fué hecha mediantc comparacién de los espectros ultravioleta (medio -
neutro y alcalino) y de NMR.

La fase acuosa alcalina separada en la particién ocon ClBCH fué -
acidificada al Rojo Congo y concentrada con lo quc cristalizé um produc
to de p = 16 mg , Las cromatografias en papel con solvente B y en capa-
delgada sobrc aldmina con C1,CH+CH,OH (19:1) mostraron que eoste material

3 3

recuperado era rihalinidina dc psrtida.
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03, 07-Diacotil ribalinidina.

Con agitacién y en un bafio & 30° se disolvieron 30 mg (1,09 x
10_4 mol) de ribalinidina en 1 ml, de piridina anhidra; luego Se agro-
g6 a temporatura ambiente 0,50 ml de anhidrido acético rectificado y se
dejd en estufa a aproximasdamente 25° durante siete dfas protagide de la
humedad,

S¢ particioné entre 8 ml de cloroformo y 16 m}l de solucién acuo
8a de dicarbonato de sodio el 4%; después de separar las fases Se cxtra
Jjo nuevamente la:solucién acuosa con 2,5 ml de cloroformo. Los extrac——
tos cloroférmicos reunidos se¢ lavaron con dos fracciones de 2,5 ml de -
agua ¥ previo secado sobre sulfato de magnesio anhidro se elimind sl —
solvente & temperatura ambiente y presién reducida gquedando un residuo-
de 36 mg (¥MR fig. 9).

Este material se recristalizé dc diez veces de acetona obtenien

do 15 mg (rto. 38%) de producto cristalizado p.f. 200-202°C que por pos

teriores rocristaligaciones alcangd p.f. constante 203-2040°C.

Anjlisis

% N
Calculado para 019H21N06 3,90
Ihcontrado 3,68

Bepectro infrarrejo de diacatilribalinidina: Fig. 8



2w
Hidrblisis do)l diacetilderivado:
5

S mg (2,2 x 10 ° mol) del derivado diacetilado se disolvieron en
1 ml do metanel Yy a temperatura ambiente sc afiadid 1 ml de solucién a—-
cuosa de hidroéxido de sodio 0,5 N. 82 dejd dos d{as a temperatura ambien
te, despudés de lo cual ol metanol 82 ovapord a temperatura ambiente y —

presidén rcducido.

For agregado de 1 ml de solucidén acuosa de GINH4 2N, se scpara—
ron 3 mg dc un producto cristalino que fué purificado por recristaliza—
cién de alcohol absoluto obteniendosec 2 mg de p.f. 245-249° (dosc.;Ko~--
fler) cue no mostré depresién por mezcla con ribalinidina de p.f. 255- -

256° (doscs). B3ta identidad fué confirmada por comparacién de los es—-

pectros infrarrojo de ambas muestras ( en KBr)

67-acetil~ribalinidina

Se disclvieron 100 mg (3,6 x 1074 mol) de ribalinidina en 2,5 ml
de piridina anhidra con agitacién en un bafio a 30°C; después Se¢ agrega—
ron 1,25 ml de anhidrido acético rectificado y se dejé durante 43 hs, a-
temperatura ambiente., Acabado o8te tiempo se particioné entro 10 ml de-
cloroformo y 6 ml de agua; la fase cloroférmica lavada 3 voces con 2 ml-
de agua sc secéd sobrec sulfato de mognesio,

La climinacidn del solvente se hizo a presién reducida hasta —
constancia de peso ¥y el residuo se extrajo 2 veoces con acotona ( 0,9 ¥y -
0,45 ml) a cbullicién.

La fraccién soluble on acsetona fué llevada a Seco (40°/presitn -
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reducida) obtoniéndose 27 mg de un producto que en base a los cspectros

infrarrojo (Nujol) y N M R (en C1,CD) mostré cstar constituido esencial

3
mente por el derivado diacetilado.
Z). insoluble en aceotons se secd hasta constancia de peso obte- -
nidndosc asi 45 mg de producto; wa primera cristalizacién de veinte ve-
ces de alcohol absoluto rindié 38 mg (rto. 33%) de la 07—aceti1—ribalif

nidina de p.f. 233-236¢ (dcsc.; escaso desp. de gas) que por subsiguien

tes recristalizaciones dié p.f. constente 240-242¢ (desc.j escaso desp.

de gaB).
% N
1
Calculado para 017319N05 4,4
Encontrado 4,72

Ispectro infrarrojo de la 07—acotil-ribalinidina: Fg. 10.

Bspectro N M R de la OT—acetil-ribalinidina: FMg. 1l.
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Correlacidn quimica de la ribalinidina con el eloruro de ribalinio

1) Se transformé el cloruro de ribalinio en el ioduro de 06—metilribalir
nio que subsiguientemente fué degradado a su nor base siguiendo lcs méto

(2)

dos ya desoritos .

a) A wna solucién de 0,98 g (0,003 mol) de clorurc de ribalinio-
en metanol (35 ml) se agregaron 0,625 g (0,006 mol) de GO3Na2 proviamen—
te pulverigado y secado, dejando la mezcla con agitacién magnética duran
te 15 minutos, Luego se agregd wn exceso de ioduro de metilo (Tml) y se-
dejé protegido de la luz y en tubo cerrado con agitacidn magnética duran
te 24 bs, en un bafio termoastatizado a 45°., Se filtré por papel y el fil
trado fué acidificado con &cide acético,.

Se destilé el solventc a presién reducida y el residuo se orista
1izé de 20 ml de agua con agregado de 10 mg do sulfito de sodio (elimina
cibn de icdo libre); asi se obtuvo 1,092 g (0,84%) de ioduro de 06-m3—
$ilribalinio de p.f. 189-191 (desvp.cas); literatura p.f. 188-190 (gas)
1t0.80%.

Una corrida elactrofordtica paralela con una muestra de cloruro
de ribalinio (a pH B en las condiciones descritas para ribalinidina) -
mostrd a la luz ultravioleta que el producto de reaccién daba una sola -
mancha de fluorescencia asul a 23 cm del lugar de siembra mientras que -
el cloruro de ribalinio daba una mancha amarilla (desplazamiento 22 om).

b) A 216 mg (0,0005 mol) de ioduro de 06-metilribalinio Bc agro-
geron 4 ml de piridina rectificada ¥y anhidra y le megzcla de reaccién -

se mantuvo en tubo cerrado protegida de la luz durante 12 hs. a 80°, Se-
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11evé & seco a presidn reducida y ol residuo so particioné entre 10 ml -
de cloroformo y 2 ml de agua; la fasc acuoSa se volvié a extraer con frac
ciones de¢ 5 ml de 013CH. Los exitracios cloroférmicos reunidos se secaron-
sobre sulfato de magnesio y la ulterior eliminacién del solvente propor--
ciond wn residuo que disuelto en etanol absoluto-Cl_CH (1:2) se filtré —

3
por wa columna de 1 g. de A120 neutra actividad II. El material elufdo-

3
(141 mg) fué recristalizado de slcohol rindiendo 82 mg (rto.56%). p.f. -
220-223° de la nor base. In la literatura estd indicado un rendimiento -
del 92 % para el producto crudo de p.f. 215-220°; para el producto purifi
cado se indice p.f. 223-2249,
2) La actr base obtenida fué isomerizada con simulténea acetilacibn si- —

(22)

guiendo un método que en le literatura estd aplicado a combinaciones-
similares,

La nor base (254 mg.) se disolvié en 1,3 ml de piridina, rectifi-
cada y anhidra, luego se afiadieron 5,2 ml de anhidsido acdtico rectifica-
do y se calentd 3 he, a 125° protegicndo de la humedad.

Despuéds se particiond ontre 25 ml de cloroformo y 15 ml de aguaj-
la fase cloroformica se lavé tres veces con 2 ml de agua Yy luego 8e secé-
sobre sulfato de magnesio; finalmente la solucién fué filtrada por alvmi-
na debilmente dcida (pH 6), actividad IV, en una proporcién de 25 veces -
el peso del material sembrado, El eluide fus llevado a 8eco (45°/presién-
reducida) obteniéndose 278 mg de residuo seco.

Su cristalizacién de diez vecea su peso de acetonitrilo rindié —

167 mg (rto.58%) de la iso-nor base acetilada oon wn p.f, 225-226,5° (des



comp.); POoT repetidas ‘recristalizaciones me obtuve una muestra snalfti-
ca de pef. constante 228-229° (dosc,); opticamente inactivo en el rango

de 700 - 370 m /¢, (o, 3,26 % en CH30H).

Andlisis

C H N
§Ca1pulados pare C) g, NO 65,24 6,39 4,23
Econtradoes 65,46 6447 4,41

Espectro ultravioleta de la (<)-iso-nor-base acetilada en alcohol 50° —
(Fige 12):

5 moles/1t): ;\méx.342 n “(1°6t.

- medio neutro (conc. 3,18 x 10~
3,95)5 328 (3,99); 315 (infl.)(3,82); 300 (3,97); 288 (infl.)(3,80); -
245 (4,58); 235 (4,58); 220 (4,41). A nin. 336 (3,91); 308 (3,75); 266
(3,26); 241(4,55); 224 (4,40).

5

~ medio §cido clorhidrico 0,3 N (conc. 2,72 x 10 “moles/1t):

/\ max, 299 m4r (log é 4,04); 208 (inf1.)(3,92); 244(4,71); 224(sh)
(4,83) /\ min, 314 (3,56) 263 (2,57).

Espectro infrarrojo de la (:)-isoanor»base-acetilada: Fig. 13.

Bspectro N N R de la (:)-iso-nor-base-acetilada: Fig. 14.
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3) El producto acetilado anterior fue hidrolizado disolviendo 150 mg -
(4,53 x 10-4 mol) en 13 ml de metanol y a esta solucién se afiadieron 1}
nl de una solucién acuosa de NaOH 0,5 N y se dejé 24 horas a temperatu
ra ambiente. Se evapord el metanol a 30°/§resi6n reducida y luego de di
lucién con 50 ml de agua se hicieron +tres extracciones de 10 ml de ——
cloroformo cada vez. El reunido de las tres extracciones clorofémicas—:
se 8ecd con sulfato de magnesio y luego de filtrar y evaporar el solven-—
te se obtuvo un residuo de 120 mg} por cristalizacidn de etanol absoluto
resultaron 100 mg (rto. T6%) de la (%) iso-nor-base de p.f. 233-234° —

que después de dos -recristalizaciones llegé a p.f. constante 235-236° ,
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FIG.13 Espectro infrarrojo de la (+) iso-nor-base acetilada (Nujol)

Bandas de mayor interés: 1745; 1620; 1595; 1562; 1515 cm-1
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Andlisis

¢ H N
% Calculados rara 0168y g0, 66,42 6,62 4,84
Bcontrados 66,37 6,54 4,92

Bspectros ultravioleta de la (<)-igo-nor-base en aloohol 500 (rigs. 15

y 15&) .

5

~ medio neutro (gonc. 3,46 x 10 ° moles/it): A m&x,220 m Ao (sh)

(1og { 4,32)y 236 (4,47) 246 (4,44)3 291 (infl.)(3,72); 301(3,88);

327(3,86) 3 343(3,82).

\

A min, 241 (4,42); 264(3,06); 320(3,69); 336 ( 3,79).

5

- medio &oido clorhfdrice 0,3 N (cone. 3,11 x 10° moles/1t):

Nméx, 224 m ly (log & 4,42); 244 (4,59)5 291 (3,87); 300(3,94) 332
(371)5 345(3,67)

D min 231(4,41); 261(3,28); 314(3,52); 337(3,68)
Bspectro infrarrojo de la (z)-iso-nor—ba.se: Fig. 16

Bepectro NNM R de la (:)-iso-nor-ba.ﬂe: Mg. 17

Se hicieron p.f. y p.f. megzcla de 108 dos produotos een—les siguientes;

resultadost



07-natilrihaliu1d1na pef. 227-228° (dese.), iso-nor-base p.f.231-232° -

(desc.) y 1a mezola p.f. 225-226° (d4eso,)

4) Fué mostrado que al produoto final de las transformacicnes ante-
riores, la (i)—iso-nor—ba.ae, 68 constitucionalmente idéntica con el pro
ducto do metilacibn de la ribalinidina, la (-) 07-meti1riba.linid.ina, en
base a los gigulentes datos:
(pequefia diferencia de intensidad)
- Coincidenoia de la absorcién¥en la sone del ultravioleta tanto
en medio neutro como dcido (ClH 0,3 N): PFigs. 15 y 15 a.
~ Coincidencia de los aspectros infrarrojo en nujol salvo um 1li-
gero corrimiento on la ubicacién de las bandas (figs. 6 y 16). Los es-

pectrod en solucién de bromoformo fueron coincidentes.

- Coincidencia de los ospectros do N MR (figse 7T ¥ 17)e
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Bandas de mayor interés: 3210(ancha); 1615; 1580; 1558; 1515; 1480 cm
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IV) DISCUSION DE LOS RESULTADOS



-
DCsdusidn de los resultados

La ribalinidine se obtuvo de la fraccién global de cloruros de be~
8e8 cuaternariss proveniente de lea corteza del troncoe de Bal fouroden=-

dron riedelianum, E aislamionto #e¢ hizo mediante cromatografia de —

particién en columma de celulosa seguida de otros procesos de fraceio-
namiento y purificacién final por cristalizaciém,

En apoyo de su homogeneidad y pureza la basc aislada (rto0.0,20/¢0)
dié p.f. constante luego de recristelizaciones y wnz sola mancha en -
las corridas oromatogrificas y electroforéticas sobre papel.

En su ulterior estudio este alcaloide, designado ribalinidina,reve
16 ser de naturaleza terciaria no obstante haber sido separado de la -
fraccién de cloruros de las bascs cuatemarias. Les datos que llevaron
a esta conclusién fueron los siguientes: la movilidad electroforética-—
a pH 3 o8 alta mientras que a pH 8 es practicamente nula; ademias no —
contiene ibén cloruro,

El comportamicnto de la ridalinidina en ol proceso de fraccionge—
miento de alcaloides, excepcional para una base terciaria, puede Bar -
explicado por su muy baja selubilidad en cloroformoj; esto hace que no-
sea oxtrafda en la ctapa de eliminacién de alcaloides tercierios ( a -
pH 10,6 ') provia & le precipitacién de las combinagsiones cuatemarias,

Teniende en cuenta datos de la litermtura {ver Introducoién Biblio
grifica) sobre alcaloides do esta planta y de otras Ruticeas que seila-
lan el aislamientoc de bases que son artificios foxmados en el proceso-

de fraccionamiento, se hizo un nuevo aislamiento on el que se suprimid
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la etapa de alcalinigacién., Las bases terciarias se extrajeron a pH § y
de la fase acuosa Se obtuvo la fraccién global de cuaternarios de la —
que 8e aislé ribalinidina (rte 0,06 °/..) identificada por cromatogra—

ffa de papel p.f., p.f. mezcla y espectroscopia infrarroja y ultraviole

ta.

Resolucibn de la estructura de ribaliniding

La férmula molecular de la ribalinidina, C fué deducida

15H17NO4,
del andlisis elemental cuantitative y de la detemminacién del peso molc
cular mediante el espectro de masa.

1 analisis funcional indicé que tiene N-CHB, wm C-CH dos

39

H-activos y que no posce grupoe OCH,. Parte de estos resultados son con

3

fimados por el espectro NMR (Fige.4)s El N-CH, da wna sefial (&rea 3H) a

3
55 4.13 ppm, A.ES 1,66 y 1,83 ppm aparecen dos sefiales (singletes; —

drcas 3H cada wmo) de C-CH3; como no hay escisién de estas sefiales sig-
nifica quc el Atomo de carbono uwnideo al metilo no lleva hidrégeno; por-
eatc dato ¥ el de andlisis (un msolo c-cH3) resulta gque el compuesto tie
ne ambos metilos soportados por wn mismo C (gem-dimetilo).

Esto ¢Bpectro indica también la existencia de wn anillo aromiti-
co con 3 protones y ademds auscncia de H etilénicos,

Scgln puede preverse por la presencia de H activos, la ribalini-
dina prescnta fuerte absorcidén en la zona infrarroja de 3300 cm’l(Fig.B;
en Fujol bandas anchas a 3.200 y 3.340 om ).

Se detominé a continuacién la presencia de funcién fendlica u—

sando espectroscepta uliravioleta (Mig. 2)s al pasaer de medio neutro a
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alcalino so observa wn pronunciado desplazamiento batoorSmico., Bsta con-
clusidn se confirmé mediante metilacibén con diagometano y registro de -
los especctros u.ve. del producto en medio neutro y alealino (Fig.5): la-
coinoidencia de ambas curvas indica que hubo metilagién de la o lag fun-
ciones fenélicas presentes,

El analisis elemontal cuantitative del producto do metilacién ——
muestra que en esta reaccién se ha incorporado un grupoc metilo solamente,
es decir que la ribalinidina contiene una sola funcién fenélica; mas con
cluyentemente el espectro NMR (Fig.7) del producto de metilacién presen-—
ta sefial de wn solo grupo OCH3 (2; 4,01 6 4,10 ppm; area 3H).

Bste producto motilado ( of -metilribalinidina) debe contener atn
w H-activo y, en acuerdo con esto, presenta wna banda ancha de absor——
cién en ol infrarrojo (Fig.6) a 3.180 en™ . Para decidir sobre la natura
leza dec la funcién responsable se condujeron algunos experimentos con la
ribalinidina misma.Kediante acetilacién la ribalinidina proporcioné dos-
derivados., Uno de ecllos, de p.f. 240-242°, ha incorporado un solo grupo-
acetilo seghn lo indican por wn lade el espcctro IR (Fig,10) con banda -
de o8ter al,752 on y por otro ¢l NMR (Fig.ll) que muestra una seciial —
con garea de 3 hidrégenos a (5—2,27 ppm; en concordancie oon esto atn tie
ne absorcién cn ol IR 23,185 cm

El otro producto de acotilacién p.f. 203-204°, presenta en el e8-
pectro dec NMR (Fig. 9) dos picos correspendientes a acetilo a ég 2,02 y

2,30 ppm : e® decir que es un diacetil derivado ( 03,07-diacetil ribali~
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) x
nidina) 73 su absorcién on ol infrarrojo (Fig.8), bandas a 1.750 y 1.730

cm-l, confiman esa conclusién y adem&s scfialan que es8 wn dids*er,

En consecucncia los dos H actives de la ribalinidina corresponden
a wma funcibén fendlica y a una alcohblica. El tipo de esta Wltima fun—-
cién fué resuclto mediante andlisis de ospectros NMR de ribalinidina y -~
sus derivados. BEn los espectros de la ribalinidina (Pig.4) y de su metil
derivado (Tig. 7) aparcce wna sefial (triplete) a 5 4,48 y 4,43 ppm —
mientras que en la diacetil-ribalinidina esta sefial estid auscnte y en -

cambio hay w triplcte a ES 5954 pom cn Acido trifluoracético ocomo los-

. - - 4 1 2 o~
anteriores, Scgin la llteratura(4 ) esto implica que esa scfial corres;on
de a lo de wn gyg a w hidroxilo alcohélico secundario. La misma cone—

clusibén surge de comparar los esSnectros en C1,CD del mono y dlacetil de

3

rivados de la ribalinidina (figs.ll y 9); esto lleva a concluir también -

que el monoacctil derivado es el ester fenflico de la ribalinidina - -
-1

( 07-acetil ribalinidina) en concordancia con la posicién (1.752 cm ) de

la banda de éster en el infrarrojo (Fig. 10).

Resumiendo, tenemos para la ribalinidina:

=
22 .

Dado quec a8 conocido( ) que algunos alcaloides de Ruticeas experimen

tan transposiciones durante procesos de asilacibn, este compuesto diace-

tilado fue sometido a hidrélisis recuperandose la ribalinidina inalte

radae



C,.H. . NO, quec sec desgloma cn

1517 4
N-CH3
/'CH3 =
C\CH3 (¢ sin H)
c11H3o2 CE fenéblico

OH alcohb6lico Z2rio,
3HE aromiticos

Rs 8 (R° de insaturaciém y/o anillos)

La oowocurrencia en la misma planta de la ribalinidina con o- -
tras Lases alcaldldicas caracteristicas de Rutdceas orienté a suponer pe
Ta aquélla wn esqueieto de tipo quinolinico. Con esta idea fueron anali-
zados los datos espectroscépicos de ribalinidina y derivades 1o que lleg
vé a concluir que Bc estaba en resencia de un alcaloide derivedo de ——
2-alcoxi—-quinolona-4. In apoyo de esto estid el cambio que 8¢ observa cn-
la absorcién ultravioleta al pasar de medio neutro a écido (Fig.2); adc-
mas por las bandas que prescnta el c¢spectro infrarrojo en la 2zZona de —
1.500 cm"l (Fig. 3) y asi mismo por la apariocién de una ssfial de un pro-
t6n aromético en el NMR en 013013, (Figs.9 y 11) desplazada s campo mas ba

jo con respecto a las sefiales de los restantes hidrégenos aromiticos.

La nueva .formulacidén parcial e8 la siguiente:

= ’CH3 %

C(\CH ( 7c 8in H)

H 0 3

] BT OE alcohélico 2rio.

\\ s Ao
0
HO | CoHy
CHB R = 1(Hay un anillo por ausencia

de H-etilénicos)
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La posicién 3 del sietema quinolona-4 estd sustitufda pues on-
los ospeotros NMR do ribalinidina y derivados (por ej. Fig.4) no aparc
ce 8afial en la rogidén do 5 6 ppm(aa). Por lo tanto o®a posioién 3 -
e8 wm lugar de wnién del 3er, anilleo que hay que agrogar a la férmula~
parcial antcerior seglin le rcquicere ol valor dec R = 1. Fsto conduce, -~
conjutamente ocon los sustituyontes indicados, a una tmica posibilidad
Y o8 ia oxistenciz de un anilllo pirénioce.

la agrupacién gem-dimotilo es ubicade en posicién 2 del ciclo -

~

pirdnico, pues sus valores de ¢ en leos espectros NMR en Cl_CD ( por

3
ej. FMg. 11 5 1,33 y 1,47 ppm) apoyan que los grupos metilos estin 80

2
bre un carbono wnido a un dtomo dg oxigeno( 7’,2-8f 42).

Con estc nuovo dato se llega ¢ la siguiente formulacién

o
A
o
N

Las ubicaciones de los dos sustituyentes hidroxilicos deriva—

CH

ron del anélisis do espectros NMR medidos en Cl
(27)

CD come solvente. Velo

3

res de 8 de la literaturs para grupos motileno en piranoquino--
lonas~4 ubicados en posicién 3 ( éi-‘ 2,0) o0 on posicién 4 ( S')-’
2,7) permmitieron decidir que on la ribalinidina el grupo metileno esta
en posicién 4 ( Fig. 11 t en la monoacetilribalinidina é} del CH, a
2,83 ppm).

La sefal del protén arom&tice de posicién -6 (por ej. Fg. 9)
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o8 w multiplote em el que se distinguen dos dobletes con valores de J

de 1,0 y 2,5 c¢/s; estos Bon valores tipicoa(43)

para un hiirégeno aro-
médtico acoplado oon dos protenes, wno ubicade en para ¥y el otro en —
neta respcctivamente,

Solo rosta la posicién 7 pare ubicar el hidroxile fonélico,

Con lo expuesato queda damostrada la cstructura de ribalinidina

. . r
Y en consocuencia las de sus derivades  cuyas interrclaciones son mos

tradas on cl cuadro siguionte

CH3 07-motilribalinidina

Aceo,Py, 250

\\\\‘\\\‘:>dias
0 - 0
Q=G
~
3
07-acetil—ribalinidina 03)07~diacetil ribalinidina

* La deducoién de ecs8tas oestructuras basada principalmente en datos es-
pectroscépicos fué motive de una commicacién preliminar: R.,A.Corral 4~
0.0.0rnzi e I.A.Benages, Tatrahedron Letters, 545 (1968)
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Demostracidén de la estructura de ribalinidina por correlacién quimica -

con el cloruro de ribalinio.

Una demostracién de la estructura de la ribalinidina independicn
te de la descrita arriba fué lograda por transformaciones quimicas par—-
tiendo del cloruro de ribalinio, de estructura determinada(z)y haciendo-
uso de reacciones ya canocidas por su aplicacifn sobre compuestos simila
res.

A continuacién se csquematigan estas transformaciones indicéndo-
se sumariamente las condiciones de reaccién y las referencias bibliogra-

ficas en las etapas descritas antes en la literatura.

’fiﬁ3 HyCO /0\0H3 H, co\ 0
N \///\\\ ’1\ ’Py,80° ‘\\ﬁ///\fT“'——<

. J | GH ,Hﬂz l ‘ |
(ref.2 ref. ‘ I
\»/J\W’\O/’ Qix”'N’ ( °"LN/)\g/g\

O .
\<§>

CH, 3 HO CH, HO
6 nor-baso
ribal inio 0 ~metilribalinio
~ AcoQyPy
\L 1250
0 0
! oc”
E \/ - I~
I
\N/' 0 ™
u
iy
iso-nor-base aocetilada
|
. TOH,25°
J
H,CO ﬁ\
e :
50 P CHN 3NN T Ty
=~ 3 ’ 22 | -
2 . BRI | )
k N “ . P
' |~ NN 0\,
N I\éﬂ/\\o/\ CH3
3 7 |
O ~metilribalinidina

ribalinidine
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Las muostras deo 07-met11ribalinidina obtonides por ambas vias -
fuoron constitucionalmonte 1dénticas demostrémdose asf{ la estructura -

de la ribalinidina.

La 07-motilribalinidina preparada por motilacién con CHzN2 CB=—

¢ 140
épticamente activa ( | =y \}If -~ 17°) mientras que la provenionte

do la nox- base por lsomerizacién e hidrélisis ulterior es racémica.
La rcaccién de acctilacién e isomerizacién de la norwbase (furg
nica) a iso-nct#-basc acetilada (pirénica) ha sido aplicada antorlor—

(22)

mente por otros autores sobre cjemplos de estructura similar y se-
ha sefialado que ella ocurre con raogmizecién parcisl. En nuestro caso-

solo hemos aislado 1la (i) ~-iso-ncr-baso acetilada que condujo por lo -

tanto a la (:)-OT-motilribalinidina.



V) CONCLUSIONES
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0 !
-0 1 -
-z /II\.P ? ribalinidina H E
| 7 .
< o./k 0 -metil ribalinidina CH, H
| it
CH Ac

92+
CONCLUSIONES

1) De la corteza del tronoce del Bal fourodendron riedelianum (M-

gler) mngler fué aislado un nueve alecaloide terciario (0.2 'o'/.°°) deno-
minado ridbalinidina, p.f. 257~258¢ (desc.), [(X]gO" - 15° y de féxmu
la molgoular 015H17N04 obtenlida de datos analiticos y determinacién -
de peso molecular por espectrometria dc masa.

2) La ribolinidina presenta la peculiarided de que, & pesar de -
ser wma basc Iria, 8o la obticne de la fraccidn alcalofdica correspon—

dientc a bases 4rias on razén de su muy baja solubilidad en C1,CH (sol

3

i
vente empleado cn la eliminacién previa de dases 3T as)

3) La deduccibn de las estructuras siguientes de ribalinidina y-
de derivados obtenidos aqui so logré usando en forma complecmentada Tre—

sultados del anilisis funcional, dcl oxamen de registros espectroscépi-

cos y do rencciomes do metilacién y acetilacifm:

R

07 ~ggetil ribalinidina Ac

3 0’ ,-07-diaoet11 ribalinidina Ao

4) Un camino diferente quec permitié demostrar también la anterior
estructura para la ribalinidina consistid en la oorrelacién quimica de -

este nuevo alceloide con al cloruro de ribalinio, cuya estruotura ya fi-

hatel Bages

gura en la litecratura.
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