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ALCALOIDES PRESZINTES BN FaGaRA COCC (GILL.) ENGL.

1) AISLAMIZNTO E IDENTIFICACICN DX LCS AICAICIDES DI F. COCO

Fegera coco es un arbol de la familie de les Rutdceas

que crece en la zona central y norte de la Republica Argentina.
Los primeros estudios quimicos de F. coco fueron realizados por
Stuckert en 1933, quien inforud la presencis de cuztro zlczloides
cristzlinos, a los gque denowind &, @ ,¥ ¥y S—fagarina. La com~-
vaaia erck-Darmstadt llevd a cabo una extraccién en graen escels

de 7. coco, reportando la presencia de sdlo dos alcaloides; faga-

rina I, que resultd ser igual a le o™ -fagerina descripta por
Stuckert y fagarina I1II, que no era conocido. En 1942, Deulofeu

et al aislaron , o , B y X-fagerinaz, demostrando que G-re-
garina era igual a skimmianina (Honda et zl, 1504; Aszhina et 21,
1930-4), ¥y que ¥ -fagarina era un derivedo wmonometoxilado de la
dictamnina (4-metoxi-2,3-b-furocuinolina). Berinzaghi et al (1945)
determinaron que ¥-Ifagarine era d-metoxidicteamnira.

En estudios realizados posteriormente (Redemen et 21,1849)

“sé 1legd a la conclusidn de que Tagurina I era idéntice a la ™ -sllo-

criptopina. En este wismo trabejo se informaba la presencia de fa-
gerina III, una base no identificzda, pero que presentaba un espectro
U.V. wuy similar al de fegarina I.

El1l a2lcaloide principal de la corteze de Fagara cCoOcCO €s

la base aporfinica cuaternaria N-metil isocoridina (Comin et al, 1954)

Recientemente se informé la presencia de candicinsz, mag-
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noflorinea, palwatina, berberina, gueleritrina y nitidina en le

corteza de Fagara coco . (Kuck et al, 1967).

ragara coco se diferencia de otras esnecies de ragara

argentines, tanto en su morfologie y ecologia, como en el tipo
de alcsasloides presentes, y en la distribucidn de los mismos en
la pianta. F. coco contiene alcaloides furoguinolinicos , proto-
vinicos y berberinicos, ausentes en las otras especies de R zgara
argentinas.(Kuck et al, 1967).

A
1LCG—
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También es notable el hecho de gue se encuentren

5|

loides en apreciable éantidad en hojas y tallos jovenes de ¥. co-
co, como skimmianine, ¥ -fagarina y les bases protopinicas <o —-a-
llocriptopina y fagarina II y el alcaloide desconocido fagarine
III. Tento skimmianina como ¥ -fagarina se encuentran sélo en
pegueilas cantidades en la corteza. En las demds Fagaras argenti-
nas la centidad de bases nitrogenadss en hojas es muy pegueils,

2 tal punto gque no ha sido posible eislar e identificer ningu-

na de ellas. (Kuck et al , 13967).

II) DETZRUINACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS DISTINTOS ALCALCIDZS DE

FAGARA COCO:

a) ~LCALCIDES FUROJUINOLINICOS

ny
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1) Skimmisnina ( R = OCH

3)

Este alczloide fué aislado por primere vez de la plen—

te Skimmie japonica (Eonda, 1904).

La estructurs de skimmianina fué determinada wediante
degrzdacidn de la misus & dcido skimmiénico y descarboxilacidn
del mismo & 7,8-dimetoxi-2,4-dihidroxi guinolina (Y. Asakinsa et
al ,1930). Por sintesis de este Ultimo compuesto se determind la
posicién ie los metoxilos, con lo gue se completd la determinacidn

de estructura .(Asakina et al, 1930).

2) ¥ -fagarina (R = H)

Lz determinacidén de estructura de este alcazloide fué
rezlizada mediente une degredscidén similar a la utilizede para
skimmianina. E1 producto de degradacidn obtenido, le 2,4-dihidro-
xi-8-metoxi-guinolina fué identificado por comperacidn con sustan-
cia auténticz obtenida a partir del écido o-nitrobenzoico metoxi-
lado correspondiente. (Berinzaghi et al, 1945)

Zn un trabajo rculizado sobre las fracciones gue contie-

ren bases terciaries presentes en la corteza de Fagsra coco, si

bien fué detectada skximmiwnina , no fué posible evidenciar la pre-~
sencia de ¥ -fegarina. (Barilari et al, 1955)

En el mismo trabajo se describe un método pares separar
skimmianina y Y -fagarina , presentes ambas en Lojas de la plan-

t& mencionada, mediante cromatografia en alumina.
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b) ALCALQIDES PROTCPINICOS

_0
CH2, L ~CH3
07
R
OCH3
Ry
1) Tegarina I (Rl = H, R2 = OCHB)

Fué descripta por priusera vez en la slants Chelidoniuzm

rzjus (F. Selle, 18%0).

Se conocen dos modificaciones slotrdpicas de la sllocrip-
topina: Xy (3 . Fagorina I corresponde a & —-allocriptopina.

Se demostrd su estructura mediante su conversidn en el
clorometilato de dihidro-berberina por tratamiento con ClsP. Ade-
wés ovor reduccidn ée o{-ellocriptopina y tratzmiento posterior
del dinidro derivado obtenido con ClSP se obtuvo el clorometila-
to de la tetrahidro-anhidroberberina (Gadaaer, 1919).

Lz sintesis de ¢ -allocriptopina fué rezlizadz por
Haworth et al (1926) partiendo de un isdmero de la tetrzhidro

berberinae.

2) Fegerina IT (Rl = OCH

Redeman et al , (1949) demostraron cue fagerine II era
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isomérice con fagarina I.

La determinscidn de estructura fué completsada weuiznte
transformzcidn de fagerine II en tetrahidro-pseudo-berberina (Co-
min et al, 1959). La estructura asi determinade fué confirmadie
mediante la sintesis de fagarina II & partir de tetrzhidro-pseudo

berverina (Giacopello et al, 1%64).

¢) ALCALCIDES BERBZRINICOS

RO

l

+
R,ON A~ AN

1) 3Berberina ( Rl + R, = CH2)

2

L2 berberiha es conocide con tal nombre desde 1837 (3lich-

ner et al) cuando fué zislada de Berberis vulgsaris , Previemente

habis sido descrivta con el nombre de "xenthopicrit" en Xanthoxi-

llum ceribzeum (Chevallier et al, 1526). La fdrmula molecular fué

establecida por Perrins en 1862, quien ademéds demostrd cue ambos
productos eran idénticos.

La estructura de la berverina fué deducidz debido prin-
cipelmente & los estudios de Perkin sobre la constitucidn de los

productos obtenidos &l oxidar la berberina con MnO4K en distintas
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v)

condiciones {1lo¢9,1910).

Gedamerpostuld cue verberine existe en solucidn como
una mezcla de tres formas tautoméricas en equilibrio ; hidrdxido
cuaternario, pseudo base (carbindlica) y eldehidica (1905). actual-
mente estd bien establecida la existencia de las dos primeraes for-
mas , mientras que las pruebas de la existencia de la tercera

no son definitivas. (D. Beke et al, 1963)

Fué aislsade por crimera vez aGe Jatheoriza palmata por

Gadamer (1902). Su estructura fué determinade por Feist et &l

(1918) , mediente ls oxidecidén con KnO,K, obteniéndose &dcido he-

4
mipinico y coridaldine.
d) ALCATOIDES A{NAFTAFPENANTRIDINICOS
C
K
0 CH5
It
Ry
U
Ry
1) Jueleritrina (Rl = OCH3, R, = H)

Fué encontrada por primera vez en la plenta Chelidonium

rmajus (Probst, 18639).

Spdth y Xuffner (1931) obtuvieron »or oxidacidn suave
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de gueleritrine le K-wetilimide del acido heuipinico. Por oxidea-—
cidé~ enérzica se obtenia el écido hidréstico. De esta mznera se
conocid la posicidn de los O-metilos de la gueleritvrine. Por des-
tilacidn de una mezcls de senguinarina y jueleritrina con polvo
de Zn se obtuvo X -naftafenantridina. E1l mismo procucto se obte-
nia a] someter & ese tretzmiento gquelidonina y senguinarine pnuras.
De ests manera guedd deteruineda la secuencia de unidn de los nu-
cleos.

Jueleritrina fué sintetizada partiendo de &cido opiéni-
co y 3,4-setilendioxi- acetofenona con lo cuel se completd la de-

terminacidén de estructura (Bayley et al, 1956).

2) Nitidine (Rl = H, R, = OCH3)

Tué detectada por primera vez en Zanthoxillum nitidum

(Gopinath et al, 1863)-.

Al ser liberada de sus sales se disumuta en oxinitidina
y dihidronitidina. La oxinitidina fué convertida en el derivado
de fenantridina tetrametoxiledo correspondiente cuya estructura
era conocida por heber sido sintetizado previzmente. (Arthur etal,
1959) .

Al oxidar la nitidina se obtenia la N-metil emida del
dcido meta hemipinico, lo cual permitid establecer las posiciones
de los O-metilos (Arthur et al, 1358, 13959).

Se han descripto dos sintesis de dihicdro nitidina (Aar-

thur et al , 1559), (Gopinath et al , 1963)



e) ALCALOIDZS 4POKHFINICCS

CHyO )

R0 N(CH3),

o

RZO

C H40

1) legnoflorina (Rl= R2= H)

Fué aisleda por primera vez de iagnolia Grandiflore,

“< (T. Nakano, 1S54-4).

Su estructura fue demostradz por couparzcidn de las pro-
piededes de su yoduro con las del yodometileto de corituberina,
demostréndose que eran idénticos. (Nekano et al., 1954-B).

2) N-metil-isocoridina (R = CH R,= H).

3’

La estructura de este alceloide fué determinadz median-
te su transformacidn en isocoridina y en el dimetil—éter de la
corituberine.

Se aplicaron ademés otras reacciones de degradzcidén ba-
sadas en la acetilacidn en distintas condiciones y en la oxidacidn

enérgica (Comin et &l. , 1954,1955).

)
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£) AISATOIDZS DL GRU20 DI La O —pa

HO _ N«}fﬁ3

Candicine

Fué encontrada por primera

candicens ( L. Reti, 1933).

Se determind su estructura
constitucién de los productos gue se
cién de eliminacidén de Hoffmenn y le

de potasio sobre el QO-metil derivado.

vez en el cactus Tricrnocereus

mediante el enélisis de la
obtenian 2l aplicar lz reac-

oxidacidn con permangensto
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BIOSINTZESIS o8 ALCALOIDEZS FUROLGUINOLINICOS

Los primeros estuuios =cerce de l& biosintesis de los

alceloides furoguinolinicos peruitieron establecer l& netursle-—

1
(o]

za de los precursores de la porcidn guinolinica ue los misuos.

gren nizero

8l eniilo guirolinico esté presente en un
de Jsroductos netureles y puede foruarse & trevés de distintes
vius metzbdliicas.

21 écido kinurénico jor ejewplio, y cowpuestos relacio-
nados, gue se encuentiran en wamiferos, insectos, y algunas esve-

cies ¢e Pseudowmonss , results de la degradecidn ce triostofeno

(1), siendo kinureninz un interwediario ( D. Groger,. 1569 ).

0
CO-H
H K
2 H
2 02H
(1) H OH é(/ Kinurenina

OH

acido kinurénico

Los pigmentos de insectos denowinzdos ounuocromos de-—
rivan & su vez de 3-nicroxiguinurenina (D. Grdoger, 1565).

Triptofano (1) es el precursor del anillo cuinolinico
del zlicaloide yuinina en la plante Cinchon&é succirubra . =ste

5 A - o . A 1
resultado fué obtenido utilizando triptofano-2- 4C, el gue resul-

té precursor de la guinina. Liediente métodos degradativos se lo-

gré deteruinar gue el ulcaloide se hallzba marcado en el C-2 del
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znililo yuinolinico

<uinina

’

Zn este sroceso umetzbdlico el C-2 del ndcleo inddlico
del triptofero se conserva, wientras gue en el ceso del é&cido
xinurénico dicho cearbono se pierde cowo écido fdérmico ( ¥. Xowan-
ko et et al, 1862).

Triptofzno (1) es tzzbién precursor del alcaloide ca-
licentkina, gue contiene dos nucleos inddiicos fusionzdos . Es
orobable yue dicho alcsloide provenga de un reoraenauiento ce
un dimero de triptamina, segin se demuestra en el siguiente es-

suema (lionxdovié et al, 1967)

Dimero de Calicanthina
triptawine

Hy

Sws

21 enillo yuinolinico puede provenir tauwbidn de szceta-—

~

NS

»

to, cozo en pnoum&azarinag, un meteébolito del hongo Phoma Terrestris

Se sugone gue en este caso el &towo ae N proviene de un swinodci-

do, yue sodris ser glicine. (Birch et &l, 1961)
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¥

0 0
OH
COZH
0 H

Phomazarinsa

algunes cepas de PseudowoOn&s proaucen 2-aiguil-4-hi-

droxi-auinolines, denominsdas pseudanos, gue también dueden es-—

ter oresentes comwo N-Oxidos . Los distintos wieubros de este gru-

po de compuestos difieren en la neaturaleza del gruso zlguilo.

X

_— Pseudeno
NH> R
(2) X X
Se »udo establecer , wediznte estucios con compuestos

. 1 - ; . - .
marcedos con 4C aue el anillo vencénico, el C-4 y el N srovie-

nen c¢e écido zntrenilico (2), y gue la cadene laterzl R derive
de acetsto. Ko se pudo estzblecer sin eabargo el origen de los
carbonos 2 y 3 ( Groger, 196%).

Algunas especies de Penicillum , producen un aerivszdo

de la quinolina, viridicatina; estudios biosintéticos xan esta -
blecido gue el &cido antranilico (2) es su precursor, Dero con
oérdide del cerboxilo, siendo provisto el resto de le wmolécula
por fenil alanins (Monkdvié et al , 1967).

12
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Viridic

(2)
= OH HZ S
| +

Tas Rutéceas son particularuente rices en alceloices
guinolinicos, kelléndose bases de distintos tipos estructurales,

como casimiroine, eduleina, dictamnine (3), xedicosmina, etc .

Zduleina OCH3
~ 0

iedicosmina

O

Casimiroina

Zs cezracteristico de este gruno de guinolinas la sus-
titucidn en cosicidén 4 , por un gruso hidroxilo o &lcoxilo. Spath
vostuld que estss suinolines provendrian de écido antranilico
(Spéth et &l , 1929).

?

He sido estudiada la biosintesis de skimuianine (4)
en Sxkimwie jepdnica , & partir de écido entrznilico (2) warca-—

3

do con “H en el znillo bencénico (liatsuo et 21, 1366). Se obser-

vl en este caso que le rediactivided de skiwmiznina y la de su



’

n , écido s«imciénico (5) ersn précticamen-—

34 CHy
@;)j \02
CHy0 cwo

CHBO (4) CHO H (:)

(&)
p]
(@]
f=
[
(@]
feh)
(1]
(o0
(4]
04
=
f“
£
X
[¢]
'J
O~

Termbién se investigd la incorsorwcidn de &cido antreni-

. 1 s : 5 N
o-carboxilo- 4C, en el cezso de dictamnine (3) en la »lante

[¢)

K
<

l,.l

ictsmnus @zlbus , obteniéndose une incor.orecidn especifica del

L
'

isi.0 orden cue en l1& experiencie anterior. Mediente degricszcidn
jel zlczloide obienido guedd estaolecido gue el carboxilo del
écido entrenilico (2) es orecursor del C-4 de dictemnins (3)
(vionkdvié et &l , 1567). Los miswLos zutores llevaron a cabo una
inoculscidn con éc 1do antranilico-lSN—carbOXilo—l4C comdroban—
do jue le relacidn ~ \/ C era igual en el grecursor y en el zl-
celoide zisledo. =Zste exyveriencia dewostraba gue el acido snire-
nilico se incorgorabe en dictsmnine sin degradsciones ni reorde-
nenientos previose.

Een sido enuncisdes veries hivdtesis para exuvlicser el

origen biogenético ue los cuatro carbonos Ifurdnicos (C-2, C-3 ,

£-10, y ¢-11), de los zlcezloides furocguinolinicos.

CHQ

|
CHO A 2
%c%o 0



iienkert sugirid en 185$ , que &ictemnina podris foruar-—
se biogenéticszuent:z uor condernsacidn de écido antranilico (2)

con D- eritrosa ‘
D=eritrosa

OH  ocH—CHOH
(2) + l —_—
Ho CHO  CHyOH

b-eritrosa puede foruzrse,& su vez , a Dartir de D-
ribosa vor dos vias mwetebdlicuas, siendo une de ellas lu fijacidn
fotosintética del CO,. lediznte este cziwino D-ribosa-5-fosZeto-
1-140 aarie lugsar & eritrosa—4-fosfato—4—l4c, cuya incorporacidn
en dictamnina producirie marczcidn en la posicidn 2. E1 otro ca-
mino de transformécidén de D-ribose en eritross seria z través
del ciclo de las centoses, por el cuel D-ribosa-l—l4c, merceria

a eritrosa en C-1. La incorporzcidn de ésta usrcaria el GL10 de
dictzmnine (konkdvié et sl, 1967).

Tenienco en cuenta ias consideraciones anteriores ,

imonkdvié et al ( .1967) inocularon & un ejeuplar de Dictemnus

: 14 . . : ce ..
albus vV-ritosa-l-"'C , oObservando que le distribucion de radia c-

tividad en lea dictemnina aislada no correspondia al cemino Tio-
genético propuesto por Wenkert.
3 =1 dialdehido succinico Tawbién fué sroguesto couoc
orecursor del anillo furénico de los alcaloides furoguinolinicos
(Boit, 1G61).
Por ejeumplo, pera el ceso de la dictamnina (3) lz bio-

sintesis se rezlizarie por un cauino semejente al siguiente:
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HO o

+ l l >
s
NH > CHO CHO CHO

(3)

Por otra parte, Gnosal (1964) sugirid cue los =lczloi-
des furoguinolinicos se formarisn por condensacidn de é&cido an-
trenilico (2) con un derivaedo de le ornitina segun se indice &

continuacidn:

Furoguinolinas

Conociendo gue el &cido & -ceto glutdrico puede ser
precursor de ornitina via dcido glutéwico, y cue tzmbién nuede
der lugar a &cido succinico & través del ciclo de Xrebs, lLonkdvié
et 21l (1967) inoculeron a un ejempler de D z#lbus #Acidoo¢ —-ceto
glutérico-5-14c. La incorporacidn espvecifica en dictewnine (3)
correspondiente & ests experiencia fué de 0,1 x J.o-'4 %, resul-
tado cue permitid descarter las hipdtesis de Boit ¥y Ghosel sinul-

téneszrente,



Robinson (1655) sugirid tres Drov&odles Cewinos & tra-—
or

vés ue los cusales sz sevrie 2l =nillo furérico ae las turogui-
nolines;

a) a pertir de la cadena leteral de triptofaro (1)

p OCH
\ X 02H ‘R\ 3 K
| —_
s NH2 ~

N
(1) H

b) por condensacidén de 2,4-dihidroxiquinolina con un interzedia-
rio apropiado

OH OCH
AN

=g
Z40H ¢

c) vor degradacidn del anillo aromatico de las acridonas

(]
1
O —_ Furoguinrolinas

La posibilided de gque triptofano (1)

N

actue como precur-

sor de los alcaloices furoguinolinicos ha sido estudiade para
el ceso de skimmienina (4) y de dictemnina (3) por ietsuo et al

(1966) y mdnkavidet al (1967) respectivamente.

La skimwianina (4) aislesda de Skimmia jeodnica , a la

17
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que se haebia inyectado triptofano—j-l4c era reletivemente 20co
rediectiva. Sin embargo, por degradecidén del alcezloide se pudo
determinar que tods le actividad estaba en el C-11 delmiswo,
pero dada la bajs incorporacidn obtenida, dicko resultado no per-
mitia decidir sobre la velidez de la primers hipdtesis de Robin-
son.

Los autores mencicnados realizaron posteriormente otras
experiencias que permitieron descarterla; asi sendos ejeupls res
de la mencionada plenta fueron inoculzdos con acetato de sodio -
1-140 y 2—140-. En el primer caso la skimmienina aislade esta-
ba marcada solamente en el C-10 mientras que en el segunco 1lo
estabz sdlo en el C-1ll. Le incorporacidn especifica correspondien-
te a cada una de dichas experiencias con aceteato de sodio radiac-
tivo resultd mucho mayor que la previamente obtenida utilizando
triptofano marcado.

En base a los resultados obtenidos, katsuo et al (1966)

propusieron el siguiente esquema biogenético;

0
0SCoA
NHy 2 Ny, COSCoA
2
+
CH4COSCoA N\
OH
(4) «— ~

~~0H



oo

EI] [ @f\q
0 CHO 4

N=formil
cuinurenina

(4) < 0

%

NH- 0H

.Zn. este esgueme el triptofeno (1) certicive en unz via
metebdlica secunceria de formacidén del &nillo guinolinico del al-
caloide, yue adewds es distinta de la propuests gor Robinson (ver

pag 17 )~

Los resultados de atsuo et al (1566) fueron confirme-

dos en estudios realizados respecto de lez biosintesis de dictemni-

ne (3) en D. albus a partir de acetato-l—l4c y 2-140 (lionkxdvié et

22-_’ 1967)’

Los investigadores canadienses realizaron una experien-
. . 14 . . . .
cia con triptofano-3-"'C, siendo ls dictemnina (3) eislade en este
caso précticamente inactiva.

Zsta diferencia con los resultados obtenidos persa skim-

mianina en S. jausonica, fué explicada por Nonkdvic et =zl (1967),
con el argurento de gue el proceso limitante de la velocicdad de
biosintesis de skimmianina (4) serie la metoxilazcidn , siendo és-
relativamente lente respecto de la velocided de degradacidn de trip-
tofano a N-formnil-guinurenina.

La segunde hipdtesis de Robinson (ver nzagl7 ) segin la
cual los alczloides furocuinolinicos derivarizn de la condensacidn

de 2,4-dihidroxiquinoline con el intermedisrio aprodieado (X)
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fué cowprobade correcta mediante experiencias realizaaas recien-
temente.

En una de elles se veriricd lez eficiente incorooraciodn
de 2,4-dihidroxiquinolina-3—14c en kokusaginina en la planta R u-

te graveolens (Cobet et al , 1568).

QH
ANS

~ZUH

U

Kokuszginina

Por otra parte , Collins et al (1%69)inocularon 2,4-

s s .. . 14 e ) . _
dihidroxiquinolina-3-""C a Sximmia japonica, encontrando zlta

incorporacidn en la szl de platideswinio (6) en dictaunina y

en skimmianina (4)

(6)

E1 conjunto de las experiencias anterioriente mencio-
nadas permitieron establecer que 2,4-dihidroxiquinoline, forma-
da a pertir de dcido antranilico y dcido acético, era precursor
directo de los alcaloides furoquinolinicos. Sin embargo , dichas
experiencias no permitieron establecer el origen biogenético

de C<2 y C-3 (ver pag 14 ) de las furoguinolinas.

20



Adewés de las teorias de Robinson , ‘fenkert , Ghosel
y Boit , yea awmencioneaas , pebian sido enunciadas algunas hipdse-—
sis acerce de la biogénesis de esa porcidén del snillo furénico.
Una de ellas es la de Geissmann et al, (1952), cuienes
poétularon que el anillo furénico se iormaria & partir de un ceto-
slcohol fosforilado, que se condensaria intrzzolecularmente con
un hidroxilo zdyacente para dar un ceto furano, gue por reduccidn
y deshidratzcidén daria el furano. Le secuencia de rezcciones se

puede representar mediante el siguiente esquema:

- S =
.

Algunas de la restantes hipdtesis propuestas tienen
en comun la idea de que en la biogénesis del furano existiris
un intermediario isoprenoide.

Un cierto grupo de productos naturales que son esencial-
mente no terpenoides contienen unidedes isoprénicas en su estruc-—
tura. Estas sustancies pertenecen & diversos tipos ioleculares,
vpudiendo ser deriveados ce benceno, naftaleno , cumarina, quinoli-
na,etc , ¥y son vor lo general componentes de plantas suveriores
o, menos frecuentemente, metabolitos de hongos.

Ciertos miembros de ese grupo de sustancias oueden
poseer wds de una unidad isoprenoide de C-5, gue pueden estar

unidas & un oxigeno, o a un nitrdgeno o a un carbono del esque-



¥
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cocsuestos del ti.o wencionado y compuestos furanicos, ¥ teaibién
io es el necho de gue el anillo furénico no sustituido y le unided
isowurénics estén unidos &l wmiswo esyueleto czrbonado ceniral (inejs
et al, 1558).

1as hipdtesis gue sostuluben un interce.iario isosrenoide
se rnen basado en las coincidencias wencionadas.

sdeués del grupo diwmetilalilo, el e.déxido o el glicol co-
rresondiente pueaen enconirarse cowdO sustituyentes isonrenoides, co-
o por ejeuplo en byexangelicol y byakangelicine (ineje et &l, 1658)

Byakengelicol Byaxengelicins

X

Ao

0 iiC‘H



CHy™

Segin aneja et al (1558), por ciclacidn de este tipo
de coupuestos, podrisn formarse estructuras como la de mermesi-
na (Chetterjee et al , 1949) o balfourcdine (Rapoport et =21 ,
1659,1560). La ciclacidn oxidativa ha sido realizedes in vitro
pera ambos casos, utilizando los precursores apropiedos (King

et al , 1954,; Bowman et al, 1567 , A )

O — O

l.érizesina

Balfourodine

_— \

CHO CH3 CHO CHs H

Es tembién sigrificetivo el hecho de gue se hayz sin-
tetizado y aislado el epdxido correspondiente a le 3-dimetilalil
2,4-dicetoxi-7,8-metilendioxi-quinoling, por tratamiento de és-
ta con dcido peroxicanfdrico, y que dicho epdxido haya sido, a

su vez,transformado en el producto naturel orixina (Bowman et

al, 1967, B )

O:H3

OCH;
0

23
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OCH

— OH
0 OCHy OH

4
\ ,,O Orixine

Sp¥th oostuld en 1Y37 un origen isoprenoide para el
anillo de 4 C del furano; estos atomos de ciérbono junto con un
carbono del anillo bencénico central, constituirisn unz unided

isoprénica, por ejemplo en el caso de psoraleno (7) :

Sin embargo, esa suposicidén no eres consistente con su
idea acerca del origen del enillo bencénico en cumarinas sizples
y en las que tenian una unidad isoprénica sustituyente, ya que
en aquellos c&sos le asignaba un origen a partir de hidratos de
carbono.

Eeworth propusoc en 1537 que el anillo furénico no sus-—
tituido de les furocumarinas como angelicina (8) y psoraleno (7)
provendria de la ciclscidn de estructuras como la de osthenol

o 7-demetil suberosina (39) (ver pag 26 ) respectivamente, con
posterior pérdida del resto isopropilo. Dicho proceso puede re-

presentarse por el siguiente esguema:;

24
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AN | N

\%

HO ~0

Osthenol

X &

0
(8)
N\

Continuando con las hipdtesis isoprénicas de formacidn
de anillos furédnicos, Birch , en 1958 sugirid que los benzofura-
nos se formzrian por una reaccidn retroalddlica, seguida de re-

duccidén y deshidratacidn; (B)

Putiietijwe

CH{OCH,

Z1 autor mencionado, y simulténeamente Anejs et al ,
(1958) hicieron extensiva la hpdtesis del intermedierio isopre-
noide a las furoguinolinas.

Las primeras experiencias que revelaron gque el acido
mevaldénico era un precursor cercano de estructuras terpénices
fueron dades a conocer en 1956 ( Wolff et al , y Tavorimine et
al, ) .

Aneja et al, (1958), enunciaron la hivdtesis que invo-
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lucrabe a2l 4dcido mevaldnico (1C) cormo srecursor del anillo fu-
rénico de furocumerinas y eventualmente de furoguinolinas. Segin
esta hiodtesis la pérdida ae lz unided de 3 C seria previa =z la
ciclacidn. E1 primer peso de este cemino biogenético seriz la oxi-
dacidn & aldehido del iuoo alcohdlico primario del écido mevald-
nico (10) . El1 intermedisrio asi formado (11l) sufriries deshidrs -
tacién forméndose una doble ligadura &, @ respecto del czrboni-
lo eldehidico. Zste seria a su vez el gue atscaria la posicidn ac-

tivada del compuesto fendlico;

CHsg
HO P43 HO H3
=
— —
HOCHy COH CHO COAH CHO  COpf
(10) (11)

Por sustitucidn en la posicidn activads del »roducto fe-
nélico y descarboxilacidén , se llegeria a un compuesto gue podrie
considerarse como una etapa primarie, a partir de la cusl sodrien
derivarse compuestos dimetilelilicos, y sus correspondientes end-
xidos y glicoles, ya mencionados. Tembién podrie dar origen 2 de-
rivados del écido senecioico, como la glabra lactone:

CH;
Ho Pl
N N

+ HO HO
(:OzH




X

Glabre
lzctona

Dimetil alil derivados, epdxidos y
glicoles.
21 glicol formado a partir de la wencionada estruciu-
r& orimarie, podria sufrir una ruptura oxidetiva, dando un alde-~

nido, cue se ciclaria y deshidrateria al znillo furénico:

CHO l _9}-10 |
0

d

HO >
HO HO HO

|

0
Pars formuler este es.uema biozenético, los zutores
se bassban en la existencia de compuestcs couwo el écido micofe-
ndlico, sue »odrien deriverse de une secuencia de reacciones si-
milar & le propuesta, seguida de lz oxidacidn del grupo aldenido

forzado;

S
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ineja et 21 (1l%5¢), consiguieron nreparar vsoraleno (7)

in vitro, siguiendo lz rutz biosintética por ellos oropuests;

NN
3 CHO
HO

ACldO
DOllfOSiOPlCO

(.7)

actuszluente es bien conocida la viosintesis de &cido me-
vzldnico {10) (Bernfeld, 1567) (Ferguson et gl, 1959) , cue puede

ser representada vcr el siguiente esguena:

CH4COSCoA HO H3
N >
COH COSCoA
CH3COC HyCOSCoA \L
- _
HO "3 HO Hy
G 43_______
COH CHyOH dop Bro
(10) L (11) -




s evidente, entonces, sue el écido mevéldico (11) es
un gcrecursor de &cido mevaldnico y no su deriviédo, como sostula-
ron anejs et al {1%5¢) (ver peg 26 ).

esté bien estzulecido gue previzmente & su
incornorzcidén en terpenos y esteroides el &cido mevuldnico se
transforza en 2irofosfeto de isopentenilo (12) el cusl esté en
ecguilidrio con su isdmero, el pirofosfato de limetilalilo (13)

(Bernfeld, 1967).

HO~_ -CH3 HO CHj HO Hy
[ ] [
HO-CH,  COH P-0-CHy COH P-PO-CHy  COH

#
‘

0)
CHy
C
ppo/*Hz 7 NCH; « :

(12) 0-
P-P-0-CH, COpH

CHj

H 13
PP-O/E 2 ./ CHi 3]
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Is por lo tento wmés razonsble suponer que 10s derive-—
dos isopreroides de ¢uinolina, cuwsrins, etc, ya wencionados,
no se biosiatetizzn & través del intermediario proouesio so0r A-
neja es al (1958) , sino ce pirofosfato de dimetilalilo (13).
Floss et 2l (1966), estudiaron le biosinteis de la fu-

rocumarina pimsineline er Pimpinella magna. Lz 2iwmdpinelina rediac-

tiva 2islsda de un ejemplar de dicha planta, al que se habia ino-

. . 14 X .. .
culado 4cido mevaldrico-4-"'C, fué degradade vor ozondlisis:

HCQ CHQ
CH0 0, _ CHO HO
0 HO
CHO
Pimpinelina

Bl aldehido obtenido contenia el 11% de la radiactivi-
dad del producto de partida, lo cual indica, gue la mayor parte
de le rediactivided estaba localizada en el C-X del furano. Zs-
to era de esperarse, si se suponia que la incorporzcidn de meva-
1dénico en la furocumerina tenia lugar a través de pirofosfato
de dimetil zlilo.

A pesar de coumo ya ha sido mencionado acetato es tre-
cursor de dcido mevaldnico, konkdvic’et a2l (1967) no obtuvieron
incorporacidn de radiactividaed en los C-2 y C-3 de dictamnina
(3) , ni1 tampoco lo observaron Metsuo et 2l , (1966) en skimmia-

14 14

nina (4) al efectusr inoculaciones con acetztel-"'C y 2-" C.

Segun los primeros auiores mencionados esto se deberia



~N

a zue el acetato es consumido zucho wés répidenente dsras lsz viosin-
tesis de guinoline sue pera lu de écido mevaldnico {10).

Tembién Tfueron negetivos los resultados de la experien-—
cia reslizada con nevelénico-£--"¢ Jor Lonkovié et al (1%67).

Otro resultado fsllido de incorvoracidén de £cido meva-
1énico en furoguinolinas, he sido comunicaco por Atxinson ét al
(ver Collins et al—, 196G).

Collins et &1, (13969), demostreron gue 3-(3,3-dimetil-
alil-l-l4c)-4-hidroxi—2-quinolona es un precursor eficiente de
dictemnine (3) y de le sal de platidesminio (6). La distribucidn
ée radizctividad encontrada mediante la dezradzcidn de ls dictam-

rina, puede representarse Dor medio del siguiente esquera;

(3)

Zs evidente por lo taento, la existenciz de un interme-
jiario isocorenoide. LJueda por ver de qué manera se forme dicho in-
terumediario, y cuel es el mecaniswmo de rupturs que conduce al ani-
llo furénico no sustvituido. (ver pag 73 ).

Diwent et al, (1969), han conseguido preparsr dictau-—
nina (3) a partir de platideswina (14) por tratamiento de este

compuesto con tetraacetato de plomo en vresencie de iodo.
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CCHs OCH4

A N

=z M/l ~ )l
(34) : “)

1 (3)

31 mecuniczo srosuesio sOTr 10Ss autores dei —encionado

trecajo es el siguiente;
-~
D\ﬁ@ L |
i ° OPb(AcO)g
( |
+ /l\\a L\ O//JT>T<§E:E
CH4COCH;



Sara TorwuLsr este wecunismo los gutores se nen daszdo
en cue lz descowmposicidn ce los nivohalitos de &lguilo sigue un
curso similer. Sin embargo , la descouposicidn fotoguimice del

poclorito correspondiente a platidesmina (14) rindid solemente
trazas de dictemnina (3).

Zs interesante al respecto el hecho de que slatideswi-

na pudo ser sintetizedz in vitro por ciclecidn oxidative de 3-

ive
3,3-dimetilalil-4-metoxi-2-guinolona) (Bowman et al, 19&¢)

OCH3

CCH
\\3
Der o >
lauﬂlﬂo i H
(14)

Como y& ha sido mencionezdo anterioruente, éste narece

ser el mecznismo nor el cuzl se forwan biogenéticemente los deri-
vados de isopropil dinidrofurano. (ver paz 23).

La conversidn de platideswmine (14) en é&ictamnina (3)

"3

salizada por Dizent et al , {1563), no tiene necesariamente sig-

'._J

nificado biogenético, 3deio que les condiciones en gue fué r

dz meran sinilzres & las fisioldgicss. Sin embuargo es signifi-

N
(W]
“\

cetivo el hecko que plztidesrirna se encuentre junto & dictezmaina

.

tas como uor ejewdlo S. japvonice o Zantnoxillunm

'...

en algunas ol

H)

erviflorum (Diment et &l , 1S67). En estos cusos plevideszina”

'U

odria ser un precursor ue dictemnina & tr Qe un mecanismo

'U

siuilar al mencionedo. (ver pags 32y 23 )
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1) G3JZTC 2ZL TRA3AJO REALIZADO

21l objeto principal del presente Trud«jo consistio en
tratur Ge estwblecer el origen biogenético ce los £-2 y 2-3 cel
alceloide skimwmizninag (4) y =l wismo tiempo truter ae confirmar
los resultados obtenidos pera ésve y otros slceloides sicileres,

jue ye& hzn sido mencionedos en cavitulos urecedentes.

GCH3

BN 3
LT
CH30N A~ 2
CH
‘Ies evidencias exgerimientales conocliuas en el womento
en yue fué comenzado este trabsjo , pueden resuuirse de ls siguien-
te wenera: se conocia el origen bioldgico de la gorcidn cuinoli-
nica del alczloiae, 3uao jue se nebiz comprobado gue dicha frec-—
cidn srovenie de los écicdos entranilico y scético; se desconocia
el origen de los carbornos furenicos , adn cusndo se sospechaba
1z existencia de zlgun interwedisrio isoprénico.
Lz existencis simulténea en une wisma slanta de comoues-—
tos com @nillos furénicos y de oiros con restos dimetil zlilicos,
uniaos =1 miswo tigo de escuzleto carbonzdo central , revorecilan

la kipXtesis del intermediario isoprenoide (ver Dag 21 ). Acoye=-

o’

& esta idea el estudio de la biosintesis de lz furocumzrins
oimdineline e partir de dcido wmevaldnico, en el cuzl se comdpro-
té gue el C-o{ del enillo furénico derivzba de &cico meveéldnico

3
(10) (ver oag 30 ). Sin eubargo se nebia encontrado que, & sesar
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- 2

de wue acetato es precursor Gel &cido meveldnico (10), no era
incorsorado en el anillo furénico de l&é skiwwisznine (4) y L&
dictamnina (3). Otro dato contrzdictorio consisiia en la no in-
corporzcidn de acido mevalénico-4-l4c en dicteunira (3) (ver pag
30 ).
Teniendo osresente estos conocimientos se ygroyecsid el

studio dée lz biosintesis cel elceloide skimmizninz en le slan-

Fe

gre coco, tratando fundamentalmente ae determinar el ori-

ioldgico de los C-2 y C-3 del coupuesto mencionsado.

U]
[}
o
o’

Psra llevar a cabo nuestras investigaciones se optd

)

cor el wétodo &e inyecter en un vegetal vivo une sustancia raiiac-
chzde de juger un rol vrecursor en la forzzcidn biold-

tiva sosge
gica cel producto netural en estudio. Le 2lanta es luego rante-
nide viva y sin veriar sus condiciones durante un la9so sruden-
cial coxzo pera considerar gue la sustancis inoculade na entra«do

cesos bioldgicos del orzaniswmo vivo.

C
3
o

a former parte de 1ios
Posterioruente la glianta es cosechaaa, seceda y molida procedién-
dose & la extrzccidén y purificecidn uel compuesio en estudio,

el cual , en el caso de poseer radisctividad, es sowetido &z reac-
ciones de degradascion con el objeto de determiner en . ué posicio-
nes se localiza la rzdiactiviced.

En la criuere serie de inyecciones, reazlizada en dicien=-

bre de 19638, se inocularon & sendos ejemplares de #. coco , ace—

. 14 -~ . 2 . 14 7 PR -7 .
teto de sodio-l-"'C, formizto de sodio-" C y écido meveldnico-

ve fué mencioneda la sosible causz por la cual =cetato
no s& incorporabz en el anillo fuvrénico ce dictawninaz (3) en D.

slous (ver sug 30)



.,

o, se decicid efectusr una inoculzcidn
de zcetzto-1-""C, cornfiando en .ue el zetebolismo de diche sus-
tencie en T. coco goirie ser distinto al enconirsdo en la plan—

ts D. ¢lbus de menera tel que se urodujese £cico wmevaldnico

a paertir de aceteto radizctivo @ une veiociawd suricientewente
grende como vare gue fuera incorporzdd en skKinilenina.

Lz necesided de una inoculscidn con éciuo weveldnico
14

10 rnarcsdo con C en wlgunes ue las posiciones edecuzaas e-
( s b

—

re dlen evidente. ElioampuestohmaPCaio en la posicion 5 fué sin-

etizado sor nosotros, segin la técnica de Conforthn (1S5S). La

ct

ctivizad totel aissonible ere muy peguesa sor lo gue el éxito

o

de le exgeriencia se considerd poco probzble desde el cozienzo.
Los resultados obtenidos confirumaron este oresuncidn y& sue lsa
skimmienina corresponaiente & esté experiencia resultd practica-
mente inective.

Zs conocido el necho &z uue la cadene leteral éde 2°C
en la posicidn 24 de estercides vegetales como @-sitosterol
o stigrasterol, derive ce formiato o wetionina (Bernfeld, 1967),
Ia inoculecidn de formieto de soaio-l4c, se rezlizé contemplando
le 9osibilidad de 4ue dicha unia=zd de 1 C Iuese precursora de
ios C-2 y ¢-3 de skimwmisnine (£), sibien se habis encontrzdo aue
en el cxso ae le dicteaunina todz la zcitividad incorporada & J&ar-
tir de wmetionina S-metil -140, esteba locelizada en el grupo me-
toxilo.

L 1a segunie serie ae inyecciones, 1leveda & cebo en
diciembre de 1363, se adwinistrzron & =jemplares de le plants
zencionacsa, &cido mevalénico-5-;4c (zdguirido & una firme comer-—

. .A ’, . 14 - - - . . . 2
cial); (éddo meveldnico-4-"'C (proscrcionsdo por la Hivisidn io-
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in

2 la CeNeBeide) ; wlcohol 3,3-dimevilalilico-

&g

£

as Qaren

}_<I

,
leclu

1_14

dos ultimos cow.uestos sintetizados or nosotros.

. . \ . .. - 14 s - .
C y écido 3,3-dimezil serilico-i-"'C, hubiérndio sido estos

Dado yue existian ciertas duaas sobre iz Teciliuad

zbolizerse en el sitio ae

ct

diz e

(o]

con .ue el £cido meveldnico

1]

biosintesis del sziceloide ya cue rno se nabiez encontrsdo incorpo-

rzcidn del wiswo en nuestra experiahcia previa con acido umeva -
1énico warcsdo, y lo miswo habie sucedico en oiros casos ya wen-—
cionados (ver peg 30 ), y couo sepenszba qle 1l no incorsorecidn
del écido meveldnico poéiz aeverse &z le ienta formzcidn de piro-
fosfato de dimetil elilo a pertir de dicno cowtuesto en el sitio
de biosintesis del elceloide, se aecidid gor ello inocular,
zdewas de &cido mevelénico-4-l40 v 5-140, alcorol 3,3-dimetil
alilico-l-l4c.

Debido & lz existencie de sroductos netursles ceriva-

dos del Zcido 3,3-dimetil escrilico, siwilares a ios yz menciona-

dos de diwevil siilo (ver pag 21), couo por ejemplo la glabrs

lzctone ( aneje et al 1558)
AN X )\/\COzH
Acido 3,3-dimetil
CFbO o acrilico

Glebre lectona

y & la cxistencia de hipdtesis biogenéticas segin las cueles el
resto isoprénico sctuwznte seris carboxilico (Birch et =1, 1558),

(4neja et el , 1958), se realizd la inoculacidn del écido 3,3-
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.-ri;ico-l-’4c, con el 00ieto de logrer informucidn acer—
ca del coiportui.iento de dste &dciuo en el sroceso bioidgico de
forizacidn cel wiczloide en estucio.

bien conociuo e. Lecko cue el &£cizo wsveidnico es

L=
[&5]

\
~

srecursor ae esteroides (Cleyton, 1lS62), ¥y dedo

se ne descristo la presencie ue B8 -sitosterol, s: consiuerd in-
Teresznte, en el ceso cue el @nillo furaénico tuviera un origen
isosrenoide , compurzr lés incorsoruciones especificus de las
sustanciss usrcades utilizaazs, en el esterol y el elceloliue,
pezre tener una ides de les velocidzdes relutivas de diosintesis
de =mbos COLJUESTOS. 2Or OTT= serte el necho de cue P-sitosteol

resuitera radizctivo indiceris .ue los .roluctos inoculzdos ha-

vpizn entredo @l metezbolismo generel de ls tienta.
Por las razones Lencionazdas, se »srocedid en ceds ca-—

so =l gislamiento y purificecidn y wedicidn de le radimctivided

del B-sitosterol .

o

2) ZNCCULACICON DE LaS SUSTARCIAS RalDIalTIVaS

Pere realizar les inoculzciones se zebid trasluder los
oroductos rzcdiecTivos @ la loculided de La Calers (scie ce Clr-
dobe) donde &bunde la slenta Pegere COCOo en estuGo saivVaje.

Fueron elegidos pwra ser iryectados eje.piares jdévenes

de Fagera COCO Q& &proxim&éuawente 2 wis ae alture , yue tuvieran

eouncente rollzje, dedo sue lz sximmiznine se encuentrs en wayor

[

concentracidn ern la

w

£o0jes.

egun ye fué wenciornado se realizeron dos series de

w

exneriencies con sSro uctos railactivos y en czdé una de elles



’

ce ew.sied un wétodo distinto ée inoculzcidn.

rexllzer

l"\
o
©
o]

=n lz orivera serie, el w€todo consist

con uns e Uujw ae coser cowun unr estrecao Orificio ju:g alTavesa=—

L -y 5. L) . N e .
la piente , @ vraves del cuwl s¢ L1iZ0 Sassr un

2]
[A]
(oY)
}__l
o))
®

rilo de algoddn cCuyos eXirewos eral luez0 suszergiaos sun le so-
lucidén c¢e la sustuncie reGizctive. Sste umét0d0 sresentube el in-
conveniente cue gurte ae le sustencie radisctive pocdis no ser
absorbida por le plenta al cuedsr depositede sobre el hilo por

miszo.Para

k-

zpor:cién del lisuido gue circulebe & través de

(“\

disminuir este riesgo se efectuaron varios levados con &gua des—

tileia, despuds gue la ToTtalided de la solucidn nabisz sido ebsor—
vida . (ver peg.42 y 100)

rie ce inoculzciones se utilizd un dis-—

En la segunde

w
®

(&

vosivivo gue verwmitie introcucir la sustenciz en la planta direc-
tarente desde el reservorio, a Trevés de un tubo de vidrio (ver
vag 42).

Sste wétodo .resentade le ventsje wdicionzl cue la
entrade del liiuido en la plenta ers algo umés répidz gue en el
método &nterior, lo gue diswinuiz le probzbilided gue sarte de

la solucidn se cerrzmase debido & los wovimientos cue sor sccidn

-

del viento 1llegzrea & realizar la planta.

3) AISLAWIZNTO Y PURIFICACICN DE SKINNIARINA (4). =ZTODO GERZRAL

39

Desoués de trinscurridos doce diss a partir del wromen—
to de lsz inoculzcidn, les vlentes fueron cosechadas y iranslada-

des & nuestros laborsetorios, doncde se procedid & su secadod Yy Lo-

liende. 21 po0lvo «si obtenido fué rumeuecido con czrboneto de



s0dio &cuoso ¥y luego extraico con éter ue setrdlieo en un eparato
de extrszccidn contvinusz. La solucidén fué luego concentrada & pre-
sidn reducida y extraida con &cido cloriidrico € .
Los extractos &cidos unidos fueron levados con cloro-

orso ¥y luego alcezlinizedos y extraidos con ese wismo solvente

sta reaccidn negativa de alcaloide en el uUltimo extracio clo-
rofédrnico. Le solucidn clorofdruica fué evaporada &l vecio, iue-
dando un residuo aceitoso oscuro. Este residuo se tratd con ue-
tenol, forméndose cristales amurillentos, gue fueron separados
o0Y filtrszcidn luego de unez noche a 0°. =1 precigitado odbteni-
do fué recristalizado del misro solvente hastz constancia de ra-
dizctividad. EL producto fué identificado cowo skimmianina por
cozparaciéd de su of y espectro IR con los de nuestrsa inactiva
auténtice previemente identificudz mediante RiN. Zspecira RN

de skirmianina en Cl.,CD (ver neg 52 ) : 4,01 (3 protones, singu-

lete, OCH3 en C-7 6 3-8); 4,12 (3 srotones, singulete, OCH3,
c-7 &6 ¢c-8); 4,37 (3 protones, singulete, OCH3 en C-4); 6,98 (1
srotén , doblete, J 2,5 c¢/s, H-3); 7,21 (1 protdén, doblete, J
9,0 ¢/s, H=6); 7,54 (1 protdén doblete, J 2,5 ¢/s , H-2), 7,97

(1 protdén, doblete, J 9,0 c/s, H-5) (Robertson, 1963).

en

4) AISLALIZNTO Y PURIFICACION DEL QS-SITOSTBROL. METCDO CZENERAL

La solucidn etérez remenente de ls extraceidn con Hci-
do clorhidrico fué lavade con bicarbonsto de sodio zcuoso, seca-
de con sulfzto de magnesio y luego evaporada al vacio hasta se-
quedad. ELl residuo correspondiente fué sometido al proceso de
extreceidn de susiancias inseponificebles (ver pezl03). =1 wate-

(| e (- - N G 5 e - o - -V
rizl asl obtenido fue purificado sor crowmatogrzfils en columna

40



P

de wiliing, eluyendo sucssivewmente con éier de setrdiso y oence-

©n G-sitosterol fueron

8
-~
n°

no. Les Irecciones cencénices yue contern
uniduyg ¥y avupormidts. Sl proaucto resultunte Iué TratHuo con ne-—
tanol ror.indose un orecipitado wmerillento vestoso, sue fué se-

’,

&raeddo oor filtrwcion.

'O

in los primeros enssyos, re&lizacos con Latverial inac-

tivo, se observd .ue aicko precipitzdd no ere puririceble sor

3
[}
o
n
b

Ui

.stalizaciones sucesivas, obteniéndose después de cade une

e sajo 5i, con velores aue

£

32 elles un 2roducto vianco, Jserod
oscilezben entre oG y 100ec,

Se procedid »OT 10 T&nIO « TTetar el uroducto i...uro
con &nxnidrido wcético y »iridine, sugoniendo . ue &l zcsTato de
B - sitosterol seriec wés rféciliente selaridle de les sustznciszs
gue 1o lupurificapun

31 sroducto resultente de la zcevilacidn rué sowevido
& recristelizaciones de stanol, con un resulited0 &nalogo el &n-
terior, es czcir <l oI del producto seruwnecid-en el intervelo
70-1000, ror crousatosreiia en cesa delgede de sldmine se obser—
vd 1= sresencia de dos wenches srincivseles, de las cusles sdlo
1z de nenor Rf debe resccidn de esteroides.

Lz seperacidn del acetzto de Fg—sitosterol ée les sus-

tanciss que 1o iwsurifieeban se llevd acebo meiiwnte crowatogra-
fie preperwtive en plauca de eliwine (ver pag 104).

Por elucidn éde ls frenje de wmenor Rf y evesorscidn del
solvente se obtuvo un proaucio cuc ruezo de recristalizado en
etanol, fué identificazdo cowmo zcetato de 6-—sitosterol, SOT coi=-

varzcidn de su o y espectro IR con el de une muesirs zuténtice

41
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5) 1 IAT0I0L0S 08 DaikanilI0N DT ATCATOIST Ha)IAlTIV
a) OXID.CION 4 AGIDG SHINIIANICO (5). siTCDO GLhziAL

Una solucidn ue skxizmienine (4) en acevone & zbullicidn

fué trateds con perczangenato ce potasio sélido en pejueiss porcio-

’

nes. 1l residuo de didxido de uenganeso formado se senzard jor fil-

tracidn y se lo extrejo con carbonato ae sodio acuoso, solubili-

la szl sddicwe del &cido skimmiénico (5)

N

zéndose de esta mener
(ver esuzuemz en pag 439); el miswo fué precipitado &l scidificer-

-

se l& solucidn . E1 producto se Filtrd y secd al vacio y luesgo

se recristalizd de £cido acético glaciel heste sctividad cons-—
tente. La identificacidn del producto obtenido se rizo mediznte
comparacidn del ».T. ¥y espectro IR (banda fuerte 1700 cn l) con
el de wuestira inactiva , gue a su vez se nebie identificado oor
RuN. Sspectro Rl del &cido skiwmiénico (solvente; &écido trifluor-

acético): 4,25 ( 6 crotones, singuleste, CCH, en C-7 y C=8 ) ; ¢,860

3

(3 protones, singulete, O“h3 en C-4 ); 7,58 (1 protdén , doblete
J 10 ¢/s, H6), 6,3 (1 protdén, doblete , J 10c/s, H-5).(Ver pag. 52).

Tz .diferencia entre la actividad especifica milimolar
de ls skimmianine y le del dcido skimmiénico (5) sirve para cal-
culer le radiactividad loczlizada en el C-2 de skimmrianina (ver
esguema en pag 45 ).
b) H3SCARBOYTILACICN DIL ACIDO SKIML.IANICO 4 T7,8-DINVETCKI-2,4-3U
YOLIN A (15) ‘

. - N . 2 - 7 . - - . . .
Dere realizar lé descarboxilacion del &cido sximmianico
= P Y- 53 = N i & 3 3 A P
(5), se calentd a reflujo una susvension del mismo en &cido clor-
\

hidrico 6 N, durente 3 h. (ver esgueme en peg 50 ;. =1 znhidrido

carbdnico formedo fué arrastrado mediante corriente de nitrdgzeno
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zue dburbujesbe & través de la mezcla rewccionznte. 2revieazente
su entredae en el baldn ue reaccidn el K, se 2u urificd medisznte
s>aszje »or distintos fruscos lavadores. Primeramente se lo hizo
sar nor un tubo en U contenienao cel sodaba con el objeto de
retener cualiguier lugureze gesecsa wcidica gue pudiera contene
en perticulsr enhicrido cerbdnico, zue diluiria el 002 rediccti-
vo Torwado en la reaccidn, lo gue introduciris un error en los
sorrespondientes célculos de le activid=d esgecifica del nmiswo.
Luego se lo hecia pesar & trevés de £cido sulfurico concentrzdo
y posteriorzmente por une solucidn saturada de hidrdxido de bario
con el objeto de controlzr la ausencia de anhidrido carbdénico en
el gas sue & continuacidn passria a través de la mezcle reesccie
aante.

21 bzldn donde se rezlizd este reaccidn estzbds acopla-

L)

3o a un sistewa gue perzitia capturer como CO.3s el anhidrido car-

3
bénico formado,e wedida yue se iva produciendo, por burbujeo en
ana solucidn sezturade de hidrdxido de bario (ver pag 50C).

Una vez finalizazdz le rezccidn , el carboneto de bario

'\3

formado se filtrd , se secd y widid su radisctividad mediante su
transformacidn en cerbonato de Eyewina (ver dag 96). ILa radizc-
tivided del cerbonato de bario corresponde a la del -3 de sxime
wianina (ver vag 49).

Las condiciones que estzban descripdtas en el trabajo
original psre la descerboxilacidn del écido skimmidnico (asari-
na et al, 1330), indicaban gue debies reaslizarse por reflujo en
4cido clornidrico concentrado. Is Ge hecer notar zue en el tra-
bajo mencionado ro se reguerie colectar el esnhidrido cerbdnico

gue se desprendia , sino gue sdélo se procurzhba obiener el derive -
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= . LY 4 N . . 2 “ e e e e S mm e v e N PR . . LA
38 Cluoll? Le$S COLULCLONES e s dicechnlCilifiuand S04 jo unu recil
= y > J

iescrrboxilacidn del &cido ssgimwiénico, losriézadse el resulvedo

Uns ver “inelizede la rezccidn <o cescsrioxiswcidn,
~ : s ) e S Y e A [P s oy Pons
le solucidn écize rewesnsnte sn el oveldn rué corncenirada y enfrie-
d& , orecipitendo entonces un yroducvo vlernco, cuyo »7L coincidia

con el descripto o7 asrhine et ai (1930) perwe el sroducto &e
Gescerboxilacidn cel écido sxiumiénico, sue segin dichos wutores

y

era l& 7,b—diuetoxi-2,4-di.iurox;vuwnol_“a. Sin ewzurgo <l espectro

-

N

IR éel sroducto odtenido no sresentuds la #dsorcidn carccteris—
tice del gru.o hiuroxilo, @puregcienuo , ern cuidio, la corresion-—

diente &l cerbonilo (1¢50, 15635 ca (f) ) y &l X5 de wxida (3200

N

cm—l (n) ) (ver Zig en vag 54 ). sBstos devos indican cue aiche
sustancie seria uks correctaikente descrijta cowo T,b-aiuetoxi -
2y4—4uinolindiona (15) (ver esyuewa en n&g 4% ). =1 especiro

RV obtenido sara Jdicho sroducto en &cico Trifluors
siguiente ; 4,20 (3=-srotones, singulete, 0OCEH

(,28 (3 srotones, singulete , CCH, en C-=7 &

ou
-3
’ “

tdn , dodlete, J 2 ¢/s, H-3); 7,51 (1 srodn , doblete, J 10 c¢/s

Ta zctivideda de este prolducto resresents lz corresopon-
diente = l& sxiumisnina wmenos los ¢os carbonos cel znillio furé-
nico y sor lo tento servirie vers confirmar los resultados obte—

nidos inaividuwnlmente pare éstos.

c) REJUCCION DX SHINKIANIKA & £,7,8-TRILET0AI-3-5TPIL-2~ UINCIONL (16)




- 5 YV AS A / St 2 < FEIPN e 4
ol zlcwloide (4) wlsueslio en 2cido acético gieciel fué
nidrogernudo en resencis ue Ft0,, s#tewderaturs wudiente , & 1

sresidn de 1 wtwdsferu. 2L producto obteniido (16) fuéd identifi

: - . : - - . -1
o mediszrte l- couséracidn de su 27 y essectro I (31CC cm

CL“O-. R Bt

‘ - B - ey 7o~ P "l JAS

(m) corresomiisnte &l grupo Hi a.idico, 1050 cu I, correscon-
diente al grupo cavbonlilo) (ver fig en jseg 53 ;, con los Ge mues—
. ’ . . . R 4 : 0~ - R Lo

tra zuténtica inactive, sue nabla sido identiricaca previasente
por L. ZIssectro N del srocducto reduciao ()Sclj); 1,24 (3 vro-

tones, triplete, ¢ & ¢/s, CE, J; 2,72 (2 srotones, cuadruslete,

3

c/s, CX,); 3,98 (S protones, singulete, 313, L, T

J O
( 1 protdér , coblete, J Y c/s, E-6); 7,52 (1 srotdn, doblete, J
S

[
o

e
fos
-
o

c/sy E=5;; 9,30 {1 protdén , sin_ulete, E-1).

to l= odtencidn de 4,7,8-triuetoxi-3-etil-2-guinoslo-
rne cowo su posterior oxidecidn por el wétodo de Lian-zoth, fueron
realizacos Unicsmente en el caso uel &lczloide proveniente de la

: . - . .. 14
experiencia C€On i0rwlasvo te soaio- (.

i) CXINACICK DE 4,7,8~TRINZTOXI-3-8TIL-2- UTKCILONA HULTIAKTE DT

NETODC DE KUEKR ROTH

-

=Z. sroducto anterior fué tretedo con unz solucidn de
tridxido de crowmo en £cido sulfurico diluico, a la texsersturs
de ebullicidn (ver peg 119 ). =Zn esas condiciones se produjeron

édcido acético y écido »royidnico, .ue fueron zrrastrzdos jor des-—

tilacidn con vanor de &sgue. Lz wezcla de 1los écidos acéiico y

»l

oropidnico fué sejwraaa wediante cromatografia en columnz ce &=~
cicéo silicico. Una vez segarados, los écidos fueron convertidos
en sus correspondientes l-naftilanides, cue fueron purificedas

sor sublimacidn y recristalizacidén y utilizadas sarz las wedi-

5,90 .



CLONES L& TalluCTlVliiade.
- e . .- - . < , . Lz - s . . . ..
o TeadlaliTlvicad Q€L «C21iD wleitlCo Corresudnis o la
i \ E

e 103 C-2 y C-3 del zlceloide y le del orosidnico w la de los

C-1i, C-2 y C=3. (ver esuucue zn 25z 49 )

e) DIWNTIZAZICK D% SHIb..IaixIis CON 2TIND YOISHEINRICO

- s L i Y B L ST S , ~ . .
LSTea LeiTealellOn Iue =3llCulEn unlcearente en e. Cesc

=iceloicde -sroveniente e ls zxuerienclz con Ioruiato Lo 80u.g

31 wlceloide fué weretilado 50T Tr.Twwienio con &cido
vodnidcrico « vefiujo. 51 yoduro de @etTilo I0Tu&d0 Iué arresili-
30 con uhe corriente de N, »purilicado gue oursujesbs en le umez-—
cla Ge resccidn. La corri =se0s& ewergente cdel Tuidn de re-
sccidn , se hizo tésur por une solucidn de sulieto de cwdzio |

cuyo objeto era caovar el yocuro de sidrdgeno gue sudierw ser

arrastraco vor diche corriente, ¥y lusgo 20T une solucidn de vio-

-

sulfato de sodio, cuye misidn ers eliuinar el yodo .us sudiersa
naver sico arr=zstredo. Luezgo rz corriente gaseosé durbujeabs vor

wna solucidn de Trietilwiine en etenol ebsoluto donde ¢l yoduro
de metilo se cowbinegba con ayuélle sera dér yoduro de wetil trie-

Ny

til ziwonio. Dessués ae zisler y purificsr este ulvico osroducto

w

e idid su radisciiviazd, cue resresentaba el usrowmedio de 1e
i

Y. .
«QlaCu

r3
a

vided de los tres Letoxilos presentes sn la wmoléculz de
e i

skimmianina.(V fig. en pug. 51).
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7, ore -, / . N ~ o L. AN S P U ~ L. -
nic sroyectea0 [ver esuyuenma ern w=g 26 ) 0 se= utilizanlio la re-
4 3~ - p =,- 4 P : 3% e 5 - s 5 . s - . ~ :
&Ccclon Q& W1TTUlz Iue neCasarl)d ALs)onerY ue DToLOECSTuTl we ETl-
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07 Tret=Lisnto COn £C8100 Z0sI0Tico wniiuro se 1iderd

- s L - g . U B e . e AR vemmm o~ s
el &C1lU0 “dCeviCoO~—4i- C, € IUE ULLVIiliwld &ilVaClO wellidnte un

’

sisters ,ue seTwmitio recogerlo en el 20.idn wonde ibsn & tener

lugar les sucesive ue 1o Srunsiorierien en Orowoe-—

ceiveto ue etilo-i-" 'C. Dicreas redcciones consis.iegron , en oSri-
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bre une soiucidn dsz triienil fosfin: en ese Lis.o solvenTe.
=2 bromxuro d sroetoXlwetil=tvrifenil-osfonio rsadiuc-
32 browuro de curtevoxXiwetil-tvrifenil n 0
Tivo Ioruado .reciygitd y rué se.erzdo sor Tiltrwcidn e identifi-

.. . s £ N - - ; N ey e oy sxm A S 1y == res < N
LozTeCion Qe suw o I con ¢l ue une wuestr: Zuventicsa

L
s
l('
r3
O
£
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(@]
ct
(@]
QN
s
o
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l_l
(o]
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se alsolvid en wfuw ¥ esTe solu-

~

s L ~temd . P P . o] i, L . S e PRI ot A N (s ‘A Lars
cicn enirizde w 09 sg wlcelinizo sor ileado aLl2_el0 A€ N1GTOX1-—

cl

er&na0se un sceite , ..ue. luego ce unsm no-

crne = 5¢ cristulizd o 5L orecigitedo se filird e identificd couc



cervetoxi=izetiien trifenil ZosZorweno ( 20 ) Loy couarwclon de

- ’ .
Su .. I COn =. de WNE Luestre 1n&CTive zutentica.

(

Zste uroducto fué aivicéido en do.s .orciones iguales

vne ze elles Fud soumetide & rewccidn con =ceton= en tubo

¥ cade
. o A : c o mtn - 14
cerredo , & 10C0°, Lara aer 3,3-diuetilecrilsvo ue giilo-1l-"'C

(21;, idertificzdo en cwude CzsSO 0T cowparecidn de su essectro
IR con el ue iuestrs auténtics . 21 Joroducto insactivo Jrevieamen-—
X N ’ ’ . - c A . -

Te .renderedo fue eaewgs 1centlilicalo 20T sSu €35eCTro RiN. Zsnec-—
tro ALK del 3,3-dimetilwzerileto de etilo : 1,24 ( 2 srotones,

trislete, J € ¢/s), an; 1,85 (3 protones, zoblete, J 2 ¢/s, CH
cis) ;3 4,10 (2

3

1

-3

trans); 2,11 (3 srovones, doblete, J 2 ¢/s, C
srotones, cuadrupiete, J & ¢/s , CE,.) ; 5,62 ( 1 grotdn, zulti-

slete, E-2). (Ver peg. 59).

& rezceidn de zwozs sorciones del iosforeno con zce-

t-

tona no fué reszlizsda si.ulténezwente, sino inmedistzzente antes
de utilizar el 3y,3-dicetiiscriiato Ge etilo.
21 producto de une e las reacciones Fud tratado con

aidruro de wluiinio y iitio oovteniéndose @iconol 3,3-disevil &-
PN A - . o ) e

iiiico-1-""C (17), identiric&do woT cousurzcidn de su esyectro
I% con el de wuestra wuténtice inective & la sue se habis iden-
tificado uOr su esgeciro RiiN. msgeciro nuN cel alcohol 3, 3-dime-

til &lilico: 1,2¢ (3 2rozones, doblese, J 1 c¢/s, CH3 Trans)
1,70 (3 srovones, dodblete, J lc/s , CH3 cis ); 3,00 (1 srotdn,

singulete, OE) ; 4,20 ( 2 protones, doblete, J 7,5 ¢/s, CH

2) ?
5,5 (1 sroton., wultijslete, 5-2). Cowo solivente fué utilizado

uds con hidrdxico ce
14,
AV

)

ct
o

({2
ct

Tz otre vorcidn del é€ster fué Tra

sodio &cuoso, rinuiendo le szl sdaica del £cido senecioico-1-
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Lcegtona
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- .. R O R . Y N S 4 e ¢
Le siimumiunina obleniuws en este Ceso  (ver oug 3% )

. i veend i SR > A
tenis une ectividaa essecifice wue J,1 x 107 Jdui/mi. siea.s ls

incorsorecidn esvecificu corressoraiente ce C,C041 4,

’ . Vs I . o . 8 “ e, R . 7 -, -,
31 fcido skimrmidnico cbtenido sor degrsducidn de lu

cisza (ver veg 43 ) venis une sctivided especifica de w,1 x 107
dc:z/mi, 10 yue resresents el 100 ¢ de lz &ctivided del zlesloi-

-

La wctivided cdel caroonato de bario srovenicente de la

’

duscarooxilecidn del a

O

skicwidnico (ver peg 43 ) 2re de 4,83 x

lO3 éor/rli, wmiensres gue la 7,6-dinetoxi-¢,4=gquinolinciona tenis

,

. - 5 . ch pao o A . : S
na zct es» de 5,03 x 107 dua/rll (59 % de le =ct esy ie skiruia-

e

Le sctividad del acetato de P -sitosterol odienido en
. . : » “nD
este exgeriencis ers ae 7,00 x 107 duwm/m). lo cue reyresenta una
incoruoracidn esjecifice de 0,04 .

2) ZXPERISNCIL  CCN FOZ.IilC DX SO'-‘IC'—l—l[r

Le s«iwmisanina i
izd especifica we 5,83 x 107 dou/ml =i
pecifics corresvondicnte de 0,04 x 10 ° <.

Sl fcido skiziidnico obternido sor degradscidn de

U
)
noE

mismz ( ver weg 43) tenie ung =ctividad essecifics de X
> . - . - . C e .
107 dpz/mi, lo jue corresponde &l 96 € de la sctividad de skim—



Iz zctividad del cerovonato ae LuTi0 srovenliente ue la
aescarooxiisncidn del dcido skivmidnico (ver paz 43 ) erue de 5,2
X 103 dom/uai (0,5 ¢ de lz zct esp de skizwisnina), wienires gue

la 7,8-dimetoxi-Z,4-quinolinciona tenis une wet ess <o 4,00 x
105 Gpum/mii ( 67 % de la wct espy de gxiumieninz).

Por otra perte le reduccidn ael elceloicde &id 4,7,b-
trimetoxi~3—-etil-Z—guinolona (ver nag 46 ) cuya act esp era e

5,06 x 107 asm/myi (100 % c¢e la corresponciente & sxinziwnina).

e degradzcidn de dicko coumpuesto sor el metoao Ge runn-~ Roth
(ver peg 47 ) d¢id dcico wcético (3,9 x 107 dow/ul, 1 ¢ de la ac-—

o ~ 3
tividad de skimrianinez)y écido yrgrdnico , (6,57 x 207 upw/zi,

2or demetilzcidn de skimwisnine (ver pug 48 ) se ob-
tuvo yoduro de trietil metil ewonio, cuya sctivided esrecifica

T
. : q 3 2 ovwe fomrr £ Y ef A LY S R
ere de 1,8 x 107 Gpum/uif (31 ¢ de sxiummienine).

]
3) EXPZRIZNCIA CCGN s0ID0 LIEVALCHICO-4=""C

Te skirzisnine zislede en este ceso {ver pag 35 ) zenie
3

une sct esg ae 1,408 x 10~ dun/mii, siendo la inc esp corressondien—

te 0,001z 4.
£l &cido s«izmidnico obtenido vor degracsacidn del wl-

calvide teniz une =zci ess de 20 agm/mm , lo cue resresenva el

N

9. de le =ctiviaad de siiumwienine.
Te activiaed del scevzto de ::—51toste”ol orteniao &
estz ex_eriencia (ver say 40 ) ers de 1,11 x 107 dom/wil 1o cue

resresenta uneé incorsoracidn es.ecificea de 0,08 4.



:

L) ZXZLNIARCIA SON ATIDO0 .2V -.LOKICO0-3—- 'C

La eximwienine ovtenias en este cwso (ver pug 3% | te-

rd . . L=} = -~ N 5 : v . - .
nis uns actividad esgecifica de 1,01 x 107 apm/wj sienco ia inc
.. . ’ =3
esr correspondiente de 0,35 x 10 Lo
8l dcido skimwmiénico obtenido por degradacidn de la

X lOD

=3

k\;

misca (ver pag 43 ) tenis une activided esgecifica de O,

D(\

épm/uy lo gue regresenta el S4 % de la nctividad de skiwuiani-
na.

La sctivicad del bOBBa oroveniente ce la QESCaTDOXlla—
cidn del Zcido skiwziénico (ver peg 43 ) ers de 0,83 x 10° dom/Ly,
(82 ¢ de la ect esp ce skiwmwienine) wmientras gue la 7,8-dimeto-

xi-2,4=-guinolindiona (ver pag 46) teniz une sct esp ce 2,4 x
10° dom/wy; (2 ¢ de lz act esp de sikimumianinal)

La activided del acetzto de [ -sitosterol obdtenido
en este experiencia eré ae 4,42 X ZLO’o dpw/md, lo yue correspon-

de & una inc esp ce 0,02 4.

14,

5) EXPZRIENCIA CON .-;..,, -Lo:L 3,3-DIMETIL ALILICO-1-

La skizamiznine odienlde en este ceso (ver sag 35 ) te-

i~

niz une act espg de 9,2 X 10° dpm/ul sienco la inc esp correspon-
diente de 0,017 % .

31 4cido sqiwsicnico obtenido vor degrzdacidn cel ali-
cazloide tenie una act esp de £,80 X 104 dem/udl, lo cue represen-—
ta el 94 % de la &ct esp de skimmienina.

L& activiazd del carbonato ae oario pgroveniente ue'la
descerboxilacidn del écico skiuwwiénico (ver psag 43) ers de 0,¢3

o . o - . ] L . -
x 107 cpm/mi (85 ¢ de act es; de skiumienina) , wentras gue ia



7,8-dimetoxi~2,4—-quinolindiona (ver pag 46 ) tenie unwz act esp

de 3,9 x 103

dom/mp (7 % de act esp ae skiuwianina ).
La act esp del acetsto de B-sitosterol obtenido en
i : : _ 5 . i )
esta experiencia ere de 5,5 x 107 dom/mlf lo gue corresgonde &

una incorporscidn especifice de 0,18 %.

1
6) E2X25RIZNCIA CON ACIDO 3,3=-DIMETIL ACRILICO-1- 4C

La skimmienina obtenida en este ccso (ver pag 39 )
teniz une zct esy de 1,17 X lO5
condiente de 0,035 4.

21 écido skimmiénico obtenido vor degradazcidn de eswe
alcsloide tenis une act esy ae 1,16 x lOb dom/m}i resresentanco
el 99 ¢ de le activicad de le sikiumianina.

La activiced del cerbonato de berio yroveniente de la
descarboxiiecion del {ciuo skiwziénico (ver psg 43) erez .de 1,4
p 4 lO2 dpm/mi, ( 0,1 % de la act esp de skimmianine ) , wientras
gue la 7,86-dimetoxi-2,4-quinolindionea (ver pag 46 ) tenia une
act esp de 1,12 x lO5 dpm/mli (95 % de actividad de la skimmiari-
na).

La act esp del scetuto de §3-sitosterol obteniuo en
2ste exoderiencis era ae 2,4 X 105 dem/mii lo yue corresponde &
urna incorgorecidén especifics de 0,06 4.

Los drtos de wctivideaes e incorporsciones escecifices
para el alcaloide sxiwwianina obtenido en les diferentes expe-

riencias llevadss a cebo, asi como los correspondientes « .los

dpm/m}; sienco lia inc esp corres -

64



. . - . .’ - . . N - - .
TCLLWCTO8 L GeZlueaalClion opteniios € Cour CuUSO S i s resulii-
dos en la Tabla 1 (sezy 66 )

La Teble 2 (sag 67 ) contiene los vzliores ae aciividad e
incorporacidn especifica del acetato de B-sitosterol obteniio en

cada una de las experiencias llevaaes a cebo.
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Acctato de sodlo .~...n

Foralato de sodlo -1

1,3 mg

leide na<u—a=—no.~._. C

Acido mevalénleo-s-tic

Alcolhol

3,3-dinctilalftico-1-1%

Acido

3,3-dicetilacriltco-1-t4c

246 mg S0 mg $ ng S0 mp 17 eg
2,22 x 10° dpa/a 9,25 x 10'? dpn/ay 1,20 x 10% gpasan 2,62 x 100 dpasent 3,10 x 102 dpase 3,1 x 10% dpasa
PRODUCTOS
| Actividad Actividad Actividad Actividad Actlvidad [ Actividad | Actividad

Actividad nM nMnnﬂn- nm«wM"“"M. »Mn”M_WWMu wmwwuvwwmo especifica Actividad especifica espectfica especifica especffics | especffleal
cspecifica rclatliva *r nownn va rclativa especffica | relativa r rclativa J rclativa !

dpn/aM 1 dpa/aM ) dpa/aX ) dpu/mM 1 dpn/m't . 1 dpa/aM : $

o 1
9,10 x 10% 5,93 x 108 1,48 x 10} ] 1,00 x 10 100 5,20 x 10 1,17 x 10°
Sklenianlna Inc e3p:0,042 4 100 inc csp:0,00064 100 Inc csp: 0,0013 100 Inc esp:0,00038 nc csp:0,017 100 In: es3p:0,039 100
1 \ ' v . '

Acldo shimnidnico 9,10 x 10% 100 5,72 x 10° 96 0,28 x 10 2 0,95 x 10° 24 4,88 x 104 o4 1,16 x 10% 99
7.8-dlmctoxi- s $ 10 2 108 2 3,90 x 10% , 1,12 x 108 95
2,4i-quinol indiona 9,03 x 10 9 4,00 x 10 67 2,40 x 190 x A B

] s S N X It 82 4,41 x 10° 8s 1,4 x 10f 0,1
neuwu (de C-3) 4,33 x 10 0,$ 3,20 x 10 0,$

4,7, 8-triactoxi-3etil- s cencsence ceeenene cecccccan cesece cscencase .

2-quinolona cnevmcaan cemee $,84 x 10 100 .

Acldo acético e e 3,9 x 103 1 I . L ]

(de C-3 y C-2) )

I

Acido propidnico cemseeens AR 6,97 x 10} 1 - - - - ceees ceeeeee P .

(de C-2,C-3 y C-11) 1 ;

i !

Ioduro de metll 1,85 x 10° 3 -- - | e

trictil anonio m
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hAcetsto de uonuonwn.:o Acido En<wwmsuoollwuo hcido ao<o~m=~oo.ml.:o : Alcokol Le Aciao .
X073 5,3-dizevilalflico-1-%2 | 3,3-11zevalocrilico-1-t4¢
Actividad Inc. esp. Actividad Inc. esp, Activided Inc. esp. actividad inc. esp. actividud 'INnCe ¢
essecifica % espeeffice % essecifica % ascec{fica } 3 esyecifice b
ae 5 5 5
acetuto de 7,66 x 10° 1,11 x 10° 4,42 x 10° 5,50 x 10 ¢,¢0 x 10
0,04 apo, 0,09 dpm)/a 0,02 . 0,18 . 2,66
Q-3itosterol dpm/oM P P ipz/mM ipm/cl
Incorjorucidn es.eci{iice .
. —————- 0,0033 m—ea—a— 0,Cl5 me—esae 0,003} ——mpm——iom ¢,03 ————————— 9,005
;00 6300 ze L..G
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DXCIA CON

Ya ha sido uencionado que la skimuwienine co

g

(¢]
V]

-

ct
[l

i

& experiencia realizada con fO miato de SOle—

(]
E &S
(@]

ORILIATO DE SONIC-

& a una serie de reucciones degradaativas que condujeron a lsa

obtencidén de los &dcidos acético y propidnico (ver pasg 47 ).

Lz actividad presente en los carbonos 1 y 2 del é&cido

acético corresponde, segun el escueme de degraiacidn, a la acti-

vidad de 1los C-3 y C-2 de la skiwmmienina respectivamente (ver

pag 49 ). Z1 valor exdserimental de la actividazd obtenido pare el
i

-
|

ido zcético representaba un 0,65 ¢ de la activided totzl presen—

te en la skimmianina. (ver Tebla en peg. 66 ).

20r otra parte, la activiuzd de los carbonos 1, 2 ¥y

3 cel &dcidc propidnico corresponde 2 la presente en C-11 , C=3

-2 de la sximmienina {(ver esguema en peg 4§ resvectiveamente.
y 4 g I

In este caso el écido propidnico tenie un valor de actividad gue

resresentaba el 1 ¢ de la que poseia la skimmianina original (ver

Tzbla en pzg 65 ).

’

skimmieninag gue conducen &l

J
>

1o “OBBa (ver peg 43 ). En
ducto redresenteba el 0,5 &

Tabla ern peg 66 .

aubién ne sido descrinta la serie ae degredaciones de

aisleniento del C-3 del elceloide co-
este ensayo, la activided de dicho pro-—-

de le activided ae la skimmienrnina {ver

Los catos obtenidos en esta experiencis permiten calcu-

lar lz actividzd individusl

de los C-11 , C-2 , y C=3 del slcaloi-



o
\0

de con respecto z le actividad original del wiswmo;
=11 C-2 C=-3

c=2 C=3 = 0,65 %

ror lo tanto C-2 = 0,15 ¢, C-11 = 0,35 ,.. I3t0s valio-

/

res son extremnadamente bejos , ¥y perwiten estsblecer aue el Ifor -

Liszto no es iuporvante cowo Jrecursor de 2icnos carbonos. Le se -

~

mejenze entre ellos indice gue la actividad presente en los C=2 ,

(2N

-3 y C-11 de skiumcianina incorporada & trevés de culinog ume-

tzodlicos no especificos, cue condujeron a una dispersidn alezto-

ria de lg =wc3zividead.

tl valor de asctividwa especifice del yoduro de uetil-

l_l.

rietilamonio, proveniente de le demetilacidn del elculoide (ver

yag 48 ) reoresentabs el 31 # ce la activicdad de lz skimmienina.

IS
ct

-

(ver Tebla en pag 66 ). Dado cue este cato corresponde & la acti-
vidad oromedio de cada uno de los tres grusos mnetoxilos osresentes
en el alceloide, el porcentaje ce la actividad originel de l& skim-
zienine gue corresponde & los tres grupos metoxilos es de §3 %.
.uedd por lo tanto egtable01do uieciante este dato cue Iformizto es
un excelente gsrecursor de los O-wzetilos de le sxivmianina.
Bl velor de la actividad de la 7,8-diuetoxi-2,4—-guino-

indiona resultante de la descarboxilacidn del £cido skimmidnico

}.J

ver segs 43 y 66 ), resresentaba el o7 ¢ de la =zctividad de la

Py

(&

skirmianina. Si se cowmdare le estructure ce este sustencisa con

-

iz de siizmieninz, se observa gue en aguélla no estédn DJresentes
los C—2 ¥ C-3 y tampoco el O-metilo de la posicidn 4 de la skim-
mianina. Dedo gue le adicidn: :e las actividades porcentusles

de C-2 y C-3 es de.sdlo 0,65 3 el valor de actividad nerdidas a-



@

seré de eproximedazmente 32 ¢f de le uctividad del zlcnloide, o sea

orécticumente igueal &1 promedio de la actividad sor ceniual de los
. . - -~ = . ’ . ~ - - .’ —_ =

metoxilics (31 %) encontrado sor el metodo de dexzetilaciodon. Zste

recho seriuite suponer gue le velocided de metilwzcion del hidroxi-

2 los metoxilos en 7 y 8.
P2or otra parte, si se Tiene en cuenta gue le &ctivided
srozedio de los zru.os metoxilos es de 31 ¢, la actividad sresen—
/

te en le T,8-cimetoxi-2,4-quinolindion= estarie distribuids de la

ia siguiente forma:62 ¥

(&

ara los dos grupos wetoxilos y 5 ¢ para
los restantes £towos de carbono. De &stos se szbe cue a C-11 le
corresponde un 0,35 % de la ectivided originel del alicszloide por
lo yue podrie sujonerse gue cada uno de los restentes & dtomos de
carbono deobe goseer un valior de sctividad del miswmo orden gue £-11
oera coumpletar el 5 i encontrado pare el nicleo de laz suinolins.
Como conclusidn de estz exveriencis puede expresearse
cue foruziato de sodio es un excelente Jdrecursor de los gru»os ne-
toxilos ypresentes en el.alcaloide, cue lz velocidad de metilacidn
bioldgica debe ser sewejante para los tres metoxilos, ¥y gue en los
restantes carbonos del alczloide el foruiato es incorporedo »ro-

heblerente en forme aleatoria.

{
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CCNX ZL ALCOECL 3, 3-DILIATILALILICO-1- 4C Y ACEZTATC DZ SODIO- l—l4
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La desreazcidén del alcaloide proveniente de 1z experien-—

cia realizedz con écido mevalénico—5—14C verwuitid determinar que
el G4 % de le radisctividad del &slceloide estzba localizada en
el C-3 del misuo (ver Tabla en pag 66 y esguems en peg 49 ).

En el caso de é&cido mevalénico-4-l4c se verificd que
el 98 % de le rediectividaed estaba en el C-2 de la skimmianin
(ver pag 66 ).

=1l zlcohol 3,3—dimetilalilico-l-l4c srodujo mercacidn
orédcticumente exclusive en el C-3 (94 ¢ de lz activided del el-

caloide), ¥y su :ncorporacidn especifica (0,017 ¢) fué considera-

blemente mayor cue le obtenida con &cido mevaldnico-4—4¢ (0,0012

), como con &cido mevalénico—5-14c (0,00C38 ¢).

Zstos resultados permiten establecer sin lugar & dudes
gue los C-2 y C-3 de la skimnianina provienen respectivamente de
los C-4 y C-5 del écido meveldnico (10) (Colonna et al, 1970).

Dada la meyor incorpdracidn obtenida con zlcohnol 3,3-
dimetilalilico—l-l4c, es también posible afirmer que éste es un
precursor ¢e skimmianina més cerceno que el écido mevaldnico.

Zn el caso de la biosintesis de los esteroides, éste erz un he-
cho conocido, pero respecto del alcaloide skimmianina, se trata-
ba de una suposicidn basade en experienciag conocidas realizae-
das en el ceaudo ée los compuestos isoprenoides.

Lz sustitucidn nucleofilice sobre la posicidn 3 de lsa
2,4-dinidroxi-quinolina, por psrite cel dimetilslilo activado,
srobablemente como pirofosfato, origineria un derivado similer

-

&1l gue Collins et el (1969) demostraron era precursor de la sal



de platileswinio y aictaémnina.
=1 osroceso podria representzrse mediwnte el siguiente

esquema (ver ademés pag 29 ):

HO~_~CH3 * CHs
] —> pPO-CM v “\CHj
H3C HOCH, COH o
AN
X | ~ OH

Ya han sido mencioneadas las distintas experiencies gue

N

:poyan la hipdtesis de yue los derivados de isopropil dihidro fu-
ranozuinolinas se forman a trevés del epdxido correspondien &
le 3-dimetilelil-4-hidroxi-2-guinolona (ver psg 23 ).

’

ibien se ha cdescrigto la experiencie realizada oor

(\‘}

Diment et al (1967), gquienes trasforuaron un derivado de isopro-—
pil dihidro furo.uinolinea, platidesmina, en dictamnina (3) (ver
zag 31 ).

Sin embargo, el epdxido tzmvién podriz originar el
glicol ue segin Aneje et 2l (1558) daria luger por rupture
oxidztiva & un aldehido, el cual por ciclacidn y deshidrztacidn

producirie el furano no sustituido (ver pag 27 ).

72
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Lu cresencie siwultance ce devrivedos as 1s2:ronil di-

t4rp Luroguinolines y fuarocuiroliinss en 1 :misw: nruente {(ver

. ’

. ¢ - 3 - S -t ., . i LS - -~ ~ B pos 3
caeg 21 ) no siinifica necesarienente gue ectus Leriven ue las
LI 5 e v PN PREEIR 2 ALy s “ -~ e~ N o N~ e P - -
nrimeras, Fo wueé &wbas jueden corresQonder & acn Zelllls Leta-

licos distintos & perTir de un JTeCUrsor Co.ur, cue .oulis ser

o

S
el ya mencionzdo ejdxido. .
. N - . L . -~ ’ oL N ’ N
Sin ewbargo, si bien el &cico wicorZendlico sodria nz-
edisnte un pdroceso siumiler &l so0sTtulizd0 DOT ine-
1958), {(ver vag 27 )}, es significutivo el hecho de cue
islzdo coumulestos caroonilicos dei tizo del interme-

[EX

diario 2ropuesto Cor es0s &uTores Coildo jsrecursores de las Tur

O

Sl

ai

}_J

i continuacidn se resresentan esguemcticamente 1o

6]
&)

)
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erminos biogenéticos wmencionados cue sodrian conducir e
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Respgecto del wecenismo de rupiura , Yo L& Silo wencio-
naao el sropuesto zor Diwent,et al. (ver pag: 32). Otra sosibi-
lidad respecto del wecanisiio, es Jropuesteé &nora, ¥y seria la ce=-
sidn ce ur hidruro éesde el C-3 gue es de Tipo vencilico, & un
aceptor como el nicotinsumin-adenin-dinucliedtido (XidD) o su &na-
logzo fosforilado (KAiDP). Esta cesiép estaria concertzdz con la

rupturs de la unidén C-C, con pérdida de acetona.

LHTTT>

v (7 NCONH,
N
CONH)

+

R

2) RUPTURA PRZVIA A LA CICLACICN

OH

X !

IAGFOH 0
QH.
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Los estudios reelizados con trzzadores rediactivos no
Jsermiten establecer si alguno de los cewinos prosuestos es el
correcto.

de heber seguido el cewino biolédgico establecido yera
el caso de iSOQrenoides ’ acetato-l-l4c deberie neber sroducido
mevalonato marcado en el C=5 (ademéq del C-1 y C-3) y éste , por
lo dewostredo en este trabsjo, deberiz haber procducido mercacidn
en el C-3 de skiumianina; esqueméticemente se puede representar:

(ver edemds pag 28 )

CH3C0SCoA CHy~y ~OH
CH E(;CH COSCoA
o}
F0CH, HOC  GHOH

Sin embar;o en‘el ensayo con acetato-l-l4c, la uierca-
c¢idn en el C-3 fué précticamente nula, ya que el $S ¢ de la ra-
diesetividad del zlcaloide estaba en el anillo quinolinico (ver-
Tebla en pasg 66 )

lionxdvie’ et al. (1967), hen tratedo de explicar ls
l40 y-2-14c en los C=2 y C-3 de
dictesmnina respectivemente, argumentando gue la velociced de

no incorporacidn de ecetato-l-
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biosirtesis de &dcido wmevaldnico a partir de aceteto seria rela-
tivanente menor gue la velocided de biosintesis del anillo qui-
nolinico & partir de eceteto y écido antranilico.

Seriz por lo tanto interesante obtener informacidn a-
cerce de la velocided de viosintesis de acico weveldnico & par-
tir de acetato. Diche velocided puede estimarse en Iforma asro-
ximede a partir del deto de incorporacidn especifica de acetzto
en @ -sitosterol.

Es un hecko conocido el gue la molécula de 6-sitoste-

rol se biosintetize & pertir de seis unidades de &cico mevald-

nico, el cuasl a su vez se bpiosintetize & peartir de tres unidades
de acetsto, seguin esté indicedo en el esguemz anterior. La mar—
cacién que se obtendria en el @ -sitosterol formado & partir de

] 4 . . -
acetato-l-*4c seria la siguiente:; (Clayton,1565)

% *

Por lo tanto para poder electuar cowpzreciones entre
valores de incorporsciones especificas seria necesario transtior-
mar el dato de incorporecidn especifica total en otro valor cue
represente le incorpor«cidén de un solo cerbono marcado, es decir

que en el caso de @ -sitosterol proveniente de acetato el dsto
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17

de incorzorecidén especifica deberi ser dividido vor 12 parz ob-
tener el velor buscado.

Pera los casos de B -sitosterol obteniio en los ens&yos
con £cido mevaldénico o con alcohol dimetilalilico la incorvore—
cidn e :ecifice deberé dividirse par 6. Estos nuevos valores a=-
parecen en la Tabla de la pag 67 <Tomo incorporsciones especifi- _
cas purTi un 140. )

Dado que ls incorporacidén especifica corregida de sce-
tato en @—sitosterol es 0,0033 % (ver Tabla en pég 67 ) y cono-
ciendo gue &acido meveldnico es un interuwediario obligado de dicha
trensformacidén bioldégica podemos suponer gue la incorporacidn

de acetato en 4cido mevaldnico deberad ser por lo menos de ese or-
den. Por otra parte, le incorporacidn de acetato en ls porcidn qui-
nolinica de skiumisnina es de 0,04 % , o seas aproximademente 12
veces weyor. De los datos tabulados, (ver pag 66 ) y comparando
le incorporecidn de acetato en la porcidn quinolinica del alcaloi-
dge (0,04 %) con le helleda para el C-3 del rismo, (aproximadamen-
te 0,0002 %), que tiene su origen en écido wevaldnico , resultsz
que en este Wltimo Atowo de carbono le actividad es 200 veces me-
nor gue la hellada pera ls porcidn guinolinica y no 12 veces co-
mo seria de esperar si el fcido meveldnico se incorvorara en el
alccloide a2 le wisus velocidad con gue lo hace en el esteroide.

Konk3vié et al. hebien interpretado el resultado de Ja
exderienoia con acetuto radiactivo asumiendo que diche sustancgg
se consunia casi totalmente para formar el enillo guinolinico (su-
oonisn gue éste se biosintetizabe a mucha mayor velocidad gque el
dcido mevaldnico), por lo gue quedabe poca disponibilidad de aguél

oare sintetizar mevelonatoe.
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3in embargo, nuestros resultedos parecen incicer que
l1a explicacidn no serie le mencionada, dado que 20r 1os iatos
snteriores se hs godicdo demostrar gque el écido meveldnico se
forma a oartir de acetato a una velocidad tal cue hace difficil jus-
tificaer le no incorvoracidn de éste en el C=3 del alcaloide segun

la hipftesis de Lionxdvié et al. .

En le siguiente discusidn se trataréd de explicar el re-
sultado nallado con escetato. Pzra ello, y basdniose en lo anterior-
mente explicedo, puedie asegurarse gue el acido ueveldnico se bio-
sintetiza en cantidzdes taeles gue seria tuzctible su incorpdracidn
en le porcidn isoprenoide del alcaloide, osero gue ésta no se pro=-
duce pues el mevalonato sigue preferentemente el camino hzcia los
esteroidese.

Si se aefine lz relacidén R cowo el cociente entre ls
incorporecién especifica corregida para @-eitosterol ¥ la in-

corporacidén especifice par: la skiumianina, o sea ;:

_ Inc. esp. corregiées en @ -sitosterol
Inc. esp. en skimmianina

R

. . 1
ouede observerse gue R es iguasl & 10 pare wmevaldnico-5- 4C y meve-

16nico-4-l4c ¥ R es aproximadamente igual a 2 pera el caso del al-’
cohol dimetilalflico-1-T4c.

De los valores de R se deduce que todos los grecursores
utilizados som mejor incorporedos en los esteroides gue en la por-
cidn isoprenoide del alcaloide. |

Zs posible entonces que el &cido mevaldnico rediactivo
biosintetizado vor le planta a partir de acetato-l-l4c se consu-

niers tan répidemente en la biosintesis de esteroides, gue la can-
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tidad del oroducto disponible para la biosintesis de la sikiumisni-
ne fuers muy peguelia, heciendo gue le incorporacidn del dcido me-
valdnico biosintético en el slculoiae resultszra précticemente nu-
la. Sin embergo , cuando a le plantsa se le proporcione écido meva=-
1énico, deberé producirse une ecumulacidn del intermediario de tal
magnitud que aunque le mayor parte del producto radiactivo siga
el cemino hacis los esteroides, une determinada cantidad pueds in-
corporarse el alcaloide.

Por lo anterior , resulta claro el hecho que los valores

14

de incorporacidn especifica de &cido mevaldnico~-4~""C en .@-sitos-

terql y skimmianina , sean mayores que los correspondientes & me-

14

valdnico-5~ C; dado gue la centidad de producto inoculado en el

40 fué bastante mayor que la cantided

. . 1
caso de dcido mevaldnico-4-
de producto marcado en 5. Puede argumentarse zdemds que le mayor
centidad de producto presente en la plante puede heber ocasionado
14

en el caso de mevaldnico-4-""'C una mayor velocidad de Dbiosintesis
de sximmienina y @-eitosterol. Existen ejemplos en los cueles se
demuestra gue la csntidad inyectada de una sustencia que se supo-
ne precursora influye notablemente en la velocidad de biosintesis
de un dado producto (ilonkdvié et al, 1967). =1 meveldnico radiac-
tivo serie consumido més répidsmente , con lo gue la dilucidn del
mismo con el mevaldnico biosintetizado vor la :lante seria menor

3 s 14
que en el caso de mevalonico-5- 40.

Los detos de incorporsciones especificas encontraaos °
) . ‘- 1
experinentalmente en los cesos de é£cido mevaldnico~4- 4c y 5—14
. i . 1 . N
y alcoxol dimetilalilico-l- 4c pueden resumirse en el siguiente

esquema: (ver adewéds Tebla en pag 67 )



vy

0,0033%
0,015% (C,C033%) i
acetato N mevaldnico -4—140 > -sitosterol
\\ (mevalénico—5-l4c) O,O_’/,’,j/’7
0,04% 0,000Z%"\ 6 001 2% alcohol
\\ d ” dimetilalilico
v Q (0,00038%) 0,017%
alcaloide alcaloide

(sorcidn quinolinica) (porcidn isoprénica)

=1 valor de R corresdpondiente a la experiencia de alco-
. . . 14 .
rol 3,3-dimetilzlilico-l-"'C no es coherente con el calculado pa-

.. ,. 14 ~ 1
ra los acidos mevalonico-4- C ¥y 5- 4

Ce. Dado gque el alcohol dime-
tilalilico-l—l4c debe transformarse en su virofosfato para su in-
corporacidn en ei esteroide y probablemente también en el alcaloi-
de, es probable que la razdén de esta aparente anomalia resida-en
la diferente velocidad de fosforilacidn en los distintos sitios

de biosintesis de ambas sustancias.



12

61

SXPZRIENCIA COXN ACIDO 3,3-DIMETILACRILICO-1—14C (18)

o . - y N o , o . l

ILa incorporecion de &cido 3,3-dimetilacrilico-l- 4C en el
C~3 de la skiwmmianina fué précticamenté nula. Sin embargo se incor-
oord en el enillo quinolinico del slcaloide y en el 8 -sitosterol

con una eficiencia précticumente igual a la de acetato-l-14

Cc (ver
Teblas en pagsbb y 67 ).
Birch et sl (l95c-Aencontraron que el dcido 3,3-dimetil
oo 1 i . . . . ;. i P
acrilico-1- 4C se incorporwba en micelianamida y &cido micofendlico
r o . a2 14 . . .
a través de su degracdacion & acetato-l-C , en experiencies realiza-

das con Penicillum griseofulvum y P. brevicompectur, respeciivamen-~

te.

Segin dichos sutores , el &écido 3,3-dimetilacrilico se
transforueria en &écido B-hidroxi-@ -metil glutérico. Zste croduc—
to se forma tembién 2 trasvés de la condensacidn de acetil Coi con
zcetoacetil Coi y es un precursor de acido meveldnico. (10)

Segin Birch et al , la condensescidén medisnte la cuzl se
forme el écicdo @B-nidroxi- @ -~metvil glutérico seria reversible y el
ecuilibrio se zlcuzaria wds réapidemente que la formzcidn ce dcido
revaldnico, oor lo cual el édcico @ -nidroxi- (3- metil glutérico ,

sroduciria acetil Coi y écido ecetil acético, seguin se indice a

continuacidn;:
X
CoA
X v — ¥ — *
(18) H02.C COSCeA HQZC CHZOH
(20)

I
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y el acetato seguirie el

= CHyCOCHLOSCoA +  CH{COSCoA

cemino metzbdlico ye ciscuiido.
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Los puntos de fusidn fueron deteri.inzdos sobre place ca-
lefactora con un eparwto Fisher-Johns y no estén corregidos.

Los especiros infrerrojos (IR) fueron determuinaios con
un espectrofotdmetro Perkin-gluer 137-B Infracord en emulsiones de
Nujol , en el caso de s6lidos o en pelicula cuunco se trataba de
1iquidos . .
Los espectros de resonacia magnética nuclear (U .X) se de-
terminaron con un esjectrofotduetro Verian 4-6C; los solventes uti-
lizedos fueron deuterocloroforuo (ClBCD) o acido trifluoracético
(TF4). Los resultzdos se expresan en S (ppn) referidos & la sefal
del tetrametilsileno (TKS), que se utilizd como patrdn interno. To-
dos los solventes utilizados en este trabajo fueron previamente pu-
rificedos (Fieser, 1857).

La eveporacidn de los solventes se llevd a cabo a presidn
reducides a teuper=turs inferior a 500, szlvo en los casos exgresanen—
te indicedos. Los extractos de solventes orgdnicos fueron osreviamen—
te secados soobre sulfato de wagnesio arhidro.

Les cromatografiss en cepa del gada se llevaron z cebo con
dxido de aluwinio G, Merck. Las crouetografias en placas sresuaratiwas
se realizaron con dxido de aluminiO'PF254 y tipo T, liercke. .

E1 resctivo de Draggendorf se srepurd de la siguiente méa-
nera; solucidn madire: se disolvieron 20g de yoduro de potesio en 20
ml de agua , se zgregzron 40 wl de &cido acético glacial y luezo 6,8
g de subnitrato de bismuto en pequelias porciones , se filtrd y dilu-
y6 con agues a 120 wl . Solucidn reveladora: a 40 i de la solucidn
rmadre se agregaron 360 ml de &ciao acético 30 % y se llevdéd a 500 ml

con &sgua.
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Necional de Znergla atonrice; el formiaTo de sodio-=" "C fue adguirido
a The Radiocheuical Center, Aamersham, Inglaterra,

Las medlciones de ruadiactivicad se realizeron =n un esdec-—

<rdéuetro de centelleo 1luido Packara, Tri-Carb, modelo 3305 seniau-

tomético de 3 caneles.
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MEZDICIONES DE RADIOLCTIVIDAD
=L CONTADOR DE CENTELLEO LIQUIDO . SU FUKCIONAMIEZXNTO

3s un hecho conocido el yue une moliécule organice exci—

tuzde electrdonicarente vuelve & su estado fundemental eilznte

’

fluorescencia , serdiendo parte ae Su energle de excit«cidén en {or-

-

ne de luz, y el resto cowo energia viobrecional.

Zste propiedzd es splicada & le medicidn de re.izctivi-
dad utilizendo el método del contwdor de centelleo 1icui.o. La
energic neceseria pera le excitacidn de la woléecule flucrescente
0 centelladors €s provista en este czso PpOr la radizcidn yroduci-
da durznte la degred a01on de un nucleo radiozctivo, tzl coumo el
cerbono-14 : léu — 7N +p°

Se h& coLprooado, sin embirgo, yue l& excitzcidn direc-
Ts Ge iz wolécule de soluto centelizdor por la radizcidén @ , es
sélo una gparte cde la excitacidn totel.

L meyor parte de le energia es transferida & 1a molécu-
la de soluto centellador por woléculas de solvente, que nzn sido
previamente excitadas vor lié radizcidn.

Ia energia liberade en forwa de rzdiscidn durente unz
degradacidn radizctiva puede producir rediczles libres, wmolécules
ionizszdas, electrones libres y woléculas excitzdzs electrdniczmen—
te y por vibreciones atduicas; cualyuiera de estos procesos nuede
conducir & la excitecidén del soluto o del solvente, nabiéndose
couprobado gue la excitacidn electrdnice es la principal respon-
szble de la trensferencia de energisz.

s 4 a

Un meceniswo pgrobsble de trasferencia de energia desde

una mo lécula de solvente a lz molécula de soluto centellador



v

cuenio wsbas se encuentran zlejudss entre si, perece ser la wi-
racidn de le energisz & truvés de les woléculus de solvente hes—
e llewer @ urnz de ellss lo suficientemente cerce de is woléculsa

de soluto centellsdor cowo para poder transferirle su cnergia.

t

& a

o

£

Tos destellos .uroducidos vor la woléculsz cxcits

C

soluto centellador en su retorno &l estado fundzment&él son Cep-—
tedos or un sistewme de dos fotowultiplicadores, yue los con-
vierten en impulsos eléctricos. '

Los imoulsos gue salen del fotomultiplicador son em~
plificados electrdéniceuente, de menerz cue resulten suficiente-
rente intensos como para ser registrzdos.

Las radiaciones@ producidas en 1a degrwaacidn del
cerbono-14 son de obw=ja energia, por lo yue los ikpulsos eléctri-
cos uue vroducen son de muy equeng amolitud, de ménerz gue re-
sulte rmuy dificil distinguirlos de los iupulsos del ruido vérmi-
co provios de los fotowultiplicadores.

Pare reducir esta interferenciec se dispgone en general
de dos recursos. Uno cde ellos consiste en refrigersar todo el e-
gquipo detector de manere gue la cémera con los fototubos esté a
une tewperaturs intermedis entre O y 5¢. 31 segundo recurso con-

siste en conectar los dos fotowultipliczdores al sisteres regis-

66

tredor a través de un circuito de coincidencis, gyue zcepta Unica-

mente 1los impulsos provenientes de ambos fototubos sirculténecmen—

te , y dado cue los iwpulsos de ruido térwmico son fortuitos es muy

¢ificil cue se produzcan simulténeemente en awbos fotiomultiplica-

dores, por lo ¢ue no son registre«dos. (C. Bell et a1l , 1858) .
Ios wodernos ecuipos uyere wedir radizctividsd por el método del

centelieo liguido estén ejuipados con circuitos en coincidencia
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y le cémzra de deteccidn se hslle refrigerzda.

CARACTERISTICAS DL SOLUTOS CENTZLLADORLS Y SQLVINTLS

L& misidn-del soluto centellador es ewitir une cierte
canticaed de fotones yor cade degra@acién radiectiva gue descargs
energia sobre la solucidn. E1l solvente debe sbsorber dicha ener-
giz y trensferirlz zl soluto fluorescente.

Un soluto centellzdor devde cuugcliir los siguientes recui-
sitos: 1) ser wccesible en el comercio y no wuy cosvoso; 2) debve
ser un eficiente emisor de luz; 3) debe producir un esjpeciro de
fotones gsue en un detector convencional sea eficientemente Trens-
formzdo en ernergie elécirice sor el fotowultisliicacor, y trensui-
tido y reflejsdo por el sisteus Optico; 4) debe ser compatible con
las restricciones de soluvilicad iwmpuestas sor le composicién de
la solucidn centelladora y las condiciones de tewperatura.

Los wejores ewlisores de luz tienen longitud de onde de-
riasizdo corta vara satislizcer el criterio 3, Dor 10 gue es usual
la utilizecidn de una combinacidén de dos solutos, uno orimario pa-
ra esegurar un nduero aoreciable de fotones emitidos y uno secun-
dario yue ebsorbe dicha radiscidén y emite a su vez luz de longitud
de ondz més adecuada & ls sensibilidzd del rfotomultislicador.

Zn el ;resente trabzjo se utilizd cowo soluto srimario
2,5-uifeniloxazol (PPO) y cowo soiuto secundsrio 1,4-bis-2-(l-me-
til-5-feniloxazolil)-benceno (cimetil POPOP).

¥n cuanto al solvente de centelleo liguido, no sdélo de-
be tener buenas curacteristices de trunsferencia de energia, si-

no cue debe tener un bsjo coeficiente de absorcidn respecto de lz



(]

iuz Jue emite el soluto centelliszdor.

Los solventes jue Lwejor cuwplen estos recuisitos son 1los
del tivo ulgyuilbvenceno, como el tolueno (Newton Leyes, 1963).
ey solventes wue no trensfieren eiicientemente su ens
;o . y

gia ce excitacicn, cowo el dioxano. Zsto se debe = jue léas zolécu~

de solvente excitzdas tienen, en este ceso, uns vidz xzeaia

-]
W]
[0
£,

7

wuy corta, Jor lo gue le gyrobsbilicad de transferencia le energls
es ceyuena sera las concentraciones usuales de soluto centellador.

i’s posible adicionar a soiuciones ce diclos solventes
una sustanciz en tales concenirzciones sue suedz extrser energic
de excitzeidn de les uoléculas de solvente activadas. Esto reguie-
re yue diche sustanciz tenge una &lte solubilidad en el solvente
ew_leado, y cue su estzdo excitzdo tenge una vide wedia suficien-
texzente lérge como vara transferir su energis de excitacidn al so-
luto fluorescente.

£l nsfveleno, gue no ouede ser uvilizedo cowo solivente
en les condiciones de trebajo, es une sustancis gue reune las men-
cionades cualidades, 20r lo jue se lo adiciona &« 1as soluciones

de soluto centellador en dioxano (C. Bell, 1558).

CARACTERISTICAS DEL RECIPIEZNTS

Bl vidrio cel recipiente cue se utilize sare introducir

lz muestre en la célLars de conteje debe contener una dbaja

.. L 40 s . . \ A -
cion de K, y& gue este 1sotopo raaioecvivo, atunuaznte en el vi-

pPTO50T—
drio cowun, contribuye zprecizblemente = ls radiwcidn de fondo.

Se na intentedo utilizer visles ze zoiietileno gue zde-
Lés de no poseer radisctividad natural tienen la ventaja adicionzal
de ser wés transgarentes que el vidrio & las redizciones & les

~1 a5 - ~ e ) o A LA ’ .o
cuzles el Tfotomultipliczdor es mas sensible.
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3in embargo, no pueaen ser utilizados cusnao la mues-—
tra radisctive debe ser conservada después de le medicidn, ya
gue el polietileno es permeable a los solventes orgénicos, en
particular al tolueno, de gren uso en este tipo de meaiciones
de radiectividad, en cuyo caso el recipiente juede perder hasta

100 mg de solvente diarios ( Rapkin et al, 1965)

ZPICIENCIA DE LAS MEDICIONES DE RADIACTIVIDAD

Se define cowo eficiencia de una determinacidn de radio-
actividad a el porcentaje ae descomposiciones nucleares droduci-
das gue son detectadas y registradas.

Algunas'de las radiaciones producidas no llegan a ser
detectadas, debido a fendmenos de autoextincidén o "quenching".

Existen fundamentalmente dos mecanismos de autoextin -
cidn. Uno de ellos, denominado autoextincidén guimica, consiste
en la transferencia de la energia de una molécula excitadca a la
molécula interferente, que la elimina mediante procesos sin emi-
sién luminosa (Bell, 1958).

E1l segundo mecanismo, llamado sutoextincidn de color ’
consiste en la absorcidn por el solvente de la luz emitida pof
el centellador, siendo posible tazmbién la absorcidn por el mismo

centellador, o oor la sustancis radiactiva.

CORRECCION DE LA AUTOABSORCION

Existen varios métodos para conocer el numero rezl de

desintegraciones de la muestra radiactiva a pesar de gue , debido
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1 croceso de sutoextincidn, el ndwmero de desintegrucionss re-
gistrudes sea menor gque el rewluwente grouucido.

Los métodos wés importantes son: el del stzndzrd in-
terno, el del standard externo y el de 1la reliezcidén de cenales.
Tste Ultiwo es el més préctico y accesivle y es el yue fue usa-
do en el presente tredajo.

Pera poder aplicarlo es necesurio disgoner ae un egui-

lios

T

0,

DO Jue poses, LOr 1o wenos, dos canzles Ge registro; uno de ¢
(lismado cansl de contaje) se ascondicions de tel wenera cue cubrea
cesl totalumente el espectro de iwpulsos wientras gue el segundo,
(llewado canal de wonitoreo), tiene el wismo limite inferior gue
el srimer cenal, pero su limite superior puede ser cambiado segin
convengae.

1 eiecto de 1la autoextincidn es desplazsr y couworimir

=

el espectro haciz elturas de pulso més bejes , de wenera gue 1z
relacidn de cuentas entre los Gos canales, pal'a une Luestra dads,
ouede varisr conlforme & diferentes grados de interferencia.

1 wétodo se eplicu de la siguiente wanera; Se constru-—

t)

ye una curva greficendo lea eficiencia de contaje en funcidn de la
relacidn de cuentas .entre los dos csnales. 5sto se hace contundo
varias muestras conteniendo le misma cantidad conocida de radioec-—
tivided, hebiéndose agregado en cade una de ellas cantidades dife-
rentes de una sustancia productora de sutoextincion.

Cuando se efectia uns medicidn con una sustincia descono-
cida, se cuenta en los dos canales elegidos, y calculando su rela-
cidn puede conocerse la eficienciz sor referencia a le curva ore-
viamente confeccionada. (Herberg,1S65).

Curvas de eficiencia éomo la descripta deben sreperarse

sare cade wezcla centelledora utilizeadsa.



CaZIBRACION DIL CONTADOR D CulT:ZLL0 LI TID

Debido 8 las aiflerentes ceracteristices de solubilided
de las sustancias;con les gue se trebzjd, se hicieron wmedliciones
de radiectiviaad utilizendo cowo soiventes tolueno o dioxeano,
oor lo jyue fué neceszrio preparer curvas de celibrzcidn pera
ambos sistem&s. |

=n los dos casos los voltajes utilizados fueron;

Canal 1l: 50-1000 voltios

Cansl 2: 50-100 voltios
PREPARACION DE IAS SOLUCICN=ZS CERTZLLADCRAS

2) Solucidn centelladora de dioxzno

Se disolvieron 7 g. de 2P0 , 0,3 g. de dimetil POZCP
y 100g de naftaleno en 1 1t de dioxano. La solucidn se alliacene
en lugear fresco @ resguardo de la luz. NO Jueae guardsrse en he-

ladere noryue el solvenie solidifica.

b) Solucidn centelladora de ®lueno

Se disolvieron 5 g de PPO y 0,3 g de dimetil Z02CP en
1 1t de tolueno. Le solucidn se zuardid en heleders & resguzrdo

ae le luz.

CURVAaS DI EXICIENCIA

a) Correspondiente & le solucidn centelilzdors de dio-

Se reeglizd siguiendo el procediwziento genersl y& des-—

g1
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cristo (ver sag 85 ). Cowmo sustencia radiactive seirdn se utili-

-

’ - 41 & o . L o 5
29 tolueno- 40 (actividad especifice: 4,37 x lOdem/ml) ¥ como

sustancia interferente se usd ucetona. =1 tiemjso de contzje fué

de cinco cinutos. 21 voluren total en cada vial fué ce 10 wl
b4

. - . - : , 1
resulitante del agregedo de 0,5 ml ce &sgus, 0,1 mwl de tolueno- 4C

més centidades veriables de solucidén de dioxano y acetonz segin

se detslla & continuacidn;

Tresco
N©

o N B~ W

Solucidn
centellzadora

al.
945
9,3
3,0
8,6
8,0
1,6

Acetlonea

wl.
0,2
0,5
0,5
1,5
1,9

Las wedides de ectividad obtenida fueron las siguientes;

Frasco Activided
Ne tedrica

dapm
¢3.700
43,700
43.700
43.700
43.700
£3.700

(SATENR G RN L S UV \C I

Csnal 1

com

34.60608
320332
28.531
25.252
21.116
18.722

Caral 2

cpm

6.833
0.457
10.572
11.534
12.420
12.172

A b

79,3
73,9
65,2
57,7
48,3
42,8

0,197
0,263
0,370
0,472
0,588
0,650
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Se define R de le 3iguiente renere:

R = N© de cpa &« &
Ne de c¢p e
De wcuerdo con la defianicidn de eficienci: deas, ésta

se czlculs por wedio de la siguicnte fdruule;

E = Ko de cpa en el Cenal 1 x 100
Activiaad tedrica

La curve stanasrd se obtiene greficendo = varsus R.

b) Corressondiente & la solucidén centelladora de tolue-

no
Fresco Solucidn icetona
nNo centelladora
ml wml
1 10 -
2 5,6 0,2
3 9,5 G,5
4 S,1 0,3
5 8,5 1,5
6 6,1 i,¢
Los valores obtenidos fueron los siguientes:( T = 5 uin)
Frasco Activided Cenel 1 Cenel 2 = R
Ko tedrica '
dprz cpm cpm 5%
1 43.700 37.245 4.140 85,2 0,11
2 £3.700 32.281 8.162 73,8 0,25



3 43.700 25.704 .660 67,2 0,33
4 43.700 £7.265 10.610 62,3 G, 35
5 £3.700 25.536 11.656 55,4 0,46
6 43.700 23.011 11.887 52,6 0,52

CALCULO D& LA ACTIVIDAD =ZSPECIFICA LILILNCLar = UNA SUSTANCIA

Se define cowo =ctividad esvecifics miliwolar de uns
sustanciz al ndmero de descowposiciones por winuto jue tienen
luger en un wiliwrol de le wismz, y se representa en este caso
00T Ali.

Si se define cowo actividzd especifics ae al numero
de descouposiciones por winuto, por wriiigramo de sustancie, se
puede calcular am en funcion de ie, mediante l& Idrmule;

an (dpm/mdi) = Ae (dpm/mg) x i (mg/mli)
donde i es el peso woleculsar Zde la sustencie expresado en mili-
Eralos.

Pare calcular ie se procede ce la siguiente mznere;
Se deterwins la activided de la muestira en los canales 1 y 2
durarnte un tiewpo T. El tiewpo T debe ser suficientemente gran-
de como vere gue el nuwero de cuentas en el cenzl 1 (C), sea
sugerior a 10.000. Esto es debido a gue cuando C es de ese orden
el error estadistico es inferior a 1 %.

Después de medir la rsediozctividsd de la wuestra es -
necesario wedir la r«diecidén de fondo F, en el canzl 1. Psra
ello se introduce en la cemsra de contaje un recipiente con so-
lucidén centelladora pero sin sustancia radiactiva. 21 tiewpo de

contaje es en este caso iguul & T.



»udizctivo &isludo no es suficiente para eiectuzr sobre él las
recscciones necesaries parz estudisr la distribucidn de la radio-
actividzde.

Zn ese czso puede userse el wétouo de dilucidn, gue
consiste en esgrege: <. proaucto realactivo cierte cuntidsd del
miswo vroducto inactivo, cuidendo gue le acvividad de le wezek
resuitente sez lo suficienteunente aita cowo para erectusr medi-
ciones dentro del error aceptedo.

Siendo lia ¢l peso de yroducto activo, A& su &ctividd
especifica woler , y Mi el peso de producto inwciivo a diciona-
do, se vuede calcular le actividad especifica udar AQ del sro-
ducto diluido mediante la siguiente férmula;

Ad = sz X Ka
Lie + i

L.ZTCDO UTILIZAD0 Panis LA w3DICION DI RADIACTIVIJAD DEL

CARBCHATO D= BARIO

Dado éue el Cojﬁa es insoluoble en ios solventes utili-
25408 pera las deterwinaciones de redioactivided vor el wétodo
del centelleo liuuido, es neceszrio transformsrlo en un groduc-—
to soluble en las soluciones centelladoras habitusales.

Para realizer este wmedicidn se utiliza la sroopiedad
del hiardxido de p-di-isobutil-cresoxietil-dimetilbencilamonio,
de reaccionar con el 002 dera dar un carboneato soluble en tolue-~

no.(Ver peg. 96 ) (Repkin, 1562).
& ?
s vgosible obtener en el cowercio una solucidn 1 wolear
cozsuesto en metanol, con el nowmbre de hidrdxido de Eya-

e
mine 10-X (Rohr &nd Haess, Filadelfiz , U.Sehe).

g6
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T& transiforuzcidn del cearoonzto de burio en carcona -
to de Hyawina se realizd de la siguiente waners:

z1 csrbonato de berio (pueden ser 5-10 mg) se sesd en
un gfecue:.o recigiente jue se coloca en la rema Leyor del tubo A
(ver esgyuema, en pag. 99 )

En la raws umenor del tubo 4 se colocan 1 ml de é&cido
sulfirico concentrado mediunte una pipeta con l& punte curvada.

Seguidezumente se sdapta el tubo A &l resto del zdareto
con las uniones perfectaumente siliconaaas.

Zn el bzldn B se coloca 0,1 ml de hidrdxido de Hysami-
na 10-X y se agregen 0,5 ml de tolueno.Con las llaves C, Dy =
zbiertas se coloca el agarato a la linea de &lto vucio (10—2
Torr).

Cuando el tolueno cowienza aourbujear, la 1lsve E se
cierra, y el beldn B se‘sumerge en nitrégeno liguido, conteni-
do en un termo.

Cuendo el contenido de B esté congelesdo se abre ls lla-
ve £ y se continua ig evacuapién Jor aproxiwadamente 20 wminutos,
el cabo de los cuales todas lus llaves se cierran y se desconec-
ta el sisteme de le lines de vsacio.

El tubo 4 es rotedo lentamente, de wsnera yue el dci-

do sulfirico pase a la rema mayor y reaccione con el CO.Ba; se

3

agite cuidadoszmente para gque toda la sustencia entre en contac-
to con el &cido. -

lienteniendo el recipiente B sumergido en el N, liqui-

2

do, se &bren las llaves C y E y el CO, liberado en el tubo A se

2
condense en Be.

Después de 1 h , la llsve E se cierra y se retira el



recivsiente del N2 liguido. =1 v&ldn B se agite suzvemente duran-—

te 30 min sure esegurar la totel zbsorcidn del cc, por el niard-

xicdo ce Hyawine.

Luego, todas 1ias liaves se ebren y e¢1 contenido del
reciviente B Se& trensvasa & un viel de medicidn, lavendo con 2
d 3 vorciones de solucidén centellzdora de tolueno, us&ndose en
totzl 10 ml.

De este wsnera el COBBa se n& transformado en un car-

boneto soluble en twiueno.

Si se realizen mediciones con cuentidades. wayores ae
COBBa deven utilizarse 0,1 ml de nidrdéxido ae hyawmina vor cada
1C wg de CO,Ba adicioneles.

3
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MEZTODO D2 ADMINISTRACION Di LOS 2rRODUCTOS KHADIACTIVOS

La zdwinistrecidn de laa sustancius redisctivas se re-—

alizd sobre ejewplares jovenes & iatzctos de FTagera coco, gue cre-

cizn en la loceliczd de Le Celera (pcia de Cérdoba). Las plantas
fueron inoculedas "in situ". Se inyectaron & sencos ejewsléres,

. . ‘. 1 . . . 14 P i
acetato ae socdio-1l- 40, formiato dae sodio~" C, &acido weveldnico-

4-léc, écido mevalénico—5—14c, alcohol 3,3-dimetil alilico-l-l4c,
y écido 3,3-dimetil acrilico—l—l4C.Las dos primeras sustencias
mencionadas fueron inoculedas en diciembre de 1968 y les tres ul-
times en diciembre de 1969.

En la orimerz experiencia, se utilizdé el siguiente mé-
todo (Comar, 1555): Mediente une eguje fina se pasdé un hilo de
elgoddn,de reguler grosor, & través del tallo de la plente y lue-
g0 eLbos extrewos del hilo se introdujeron en un frasco de 5 wl
de capacidad, de cuello ancho (ver figura en psag 42 ), donde se
ar.adid la solucidn acuosa de la sustancie radisctive. =Zste solu-
cidn pasd a la plunta por accidn cepilar, ewpleando unas 20 h
en absorberse totalmente. Cuando el recipiente estuvo seco se &a-
gregaron 2 & 3 ml de agua destilazde, repitiéndose estz operacidn
otres dos veces para asegurar gue todo el compuesto radiactivo
fuese absorbido por lz plantsa.

En la segunda experiencia se introdujeron slgunas wodi-
ficaciones. Se utilizd en esz oportunided un disvositivo resultan-
te de soldar un tubo de vidrio de 2 muw de didmetro x 70 um de
largo al fondo de un tubo de ensayos de 10 wmm de diZmetro x 70
we de largo (ver esgueuwa en la pag 42 ).

Para realizar l« edministracidn se perford en el tallo,

con un taladro, un orificio de &proximademente 10 mm de profun-
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dided y se-introaujo en el wiswo elvéstzgo del aispositivo des-
cristo. Purz eviter oérdidss se selld con vaselina le zona exter-—

-~

de contecto entre el viario y 1la corteza del tello. Se ugre-—

by .
Y

lz solucidn por la perte superior del Tubo, Twpiéndose iuego

On

boca del miswmo con papel de zluminio. Le zbsorcion se comple-

a0
I\

en unas 12 h , efectuéndose luego 3 lavedos con sgu:z destila-

O~
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ATISLAMIENTO Y PURIFICACION DE SKINMMIANINA . METODO GENERAL

Une vez cosechsdus, les plantas inoculedes fueron trans-
portedas & nuestros luboratorios, donde se procedidé a su secado
en estufa & 459, con circulacidén de aire, durante 72 h, y poste-
riormente & su molienda. .

Bl materisl asi obtenido (500 g) fue humnedecido con

eproximadamente 100 ml de 003N82 10 %4 y extraido en un extrazc-

"tor tipo Schxlet con éter de petrdleo durante 96 h (Asehina et

al, 1930 ,A).

La solucidn etéree se concentrd hasta 200 ml y se ex—
trajo con.clH 6 N (3 x 100 ml). Los extractos cloroférmicos uni-
dos fueron evaporados a presidn reducida, obteniéndose un acei-
te oscuro, yue cristalizd por agregado de la minima centidad ne-
ceseria de metanol. Después de une noche a 0% el producto cris-
talino se separd por filtracidn obteniéndose 120 mg de una sus-
tancie de pf 145-160°; luego de una recristalizacidn en el mis- -
mo solvente, se obtuvieron 100 mg de producto, de pf 176-178¢

Este producto fué identificado como skimmianina median-
te co-cromatografia en placa delgede y por comparscidn de su es—
pectro IR con el de una muestra suténtica. En los primeros en-
sayos realizados se completd la identificacidn mediente compe -
racidén de su espectro RMN, con el obtenido con una muestra sutén-
ticae. )

En las experiencias en cue se inoculd ls planta con ais-—
tsncisas radiactivas, el producto aislado fué recristalizedo has-
ta actividad constente. En ls mayorie de los cesos esta purifi-
cacién implicd una recristalizacidn edicional respecto de las

ya descriptase.



't

103

AISLAMIZNTO Y 2URIFICACION DZL B-SITOSTEROL . MZTODO GENERAL

Le solucidn de éter de petrdleo remenente de la extrac-—
cidn del alcaloide con ClH 6 N (ver pag 102) se lavd con solucidn

saturade de CO.HNa (2 x 50 ml), con agua (100 wl) y se llevé e

3

seguedad. .
21 residuo fué disuelto en 50 ml de etznol y mezclado
con una solucidn de 40 g de HOK en 300 ml de etanol.

La solucidn resultante fué czlenteda zreflujo dursnte
3 h sl cabo de las cusles se dejé enfriar y se diluyd con
veces su volumen de agua. La solucidn scuoso-alcohdlica fué ex-
traida con éter etilico (5 x 200 ml).

Los extrasctos etéreos se lavaron con &ggusa hasta neutre-—

lided y luego se secaron sobre SO, lig. Por evaporacidén del solven-

4
te se obtuvo un residuo aceitoso oscuro. En la experiencia rea-— _
lizada con 500g de plenta seca se obtuvieron 2,5g de este produc—
to.

El residuo se€ disolvidé en cloroformo (5 ml) y se empas-—
té con alimina (10 g) secandc luego la mezcle coupletamente.
La mezcla seca se colocd sobre una columna de elumina (Woelm,
Neutra, Gredo 1) (50 g) y se comenzd & eluir con éter de petrd-
leo recogiéndose cuetro fracciones de 75 ml ; se cambid luego
de solvente de elucidn por benceno recogiéndose hasta fraccidn
25 (Comin, 1953). )

Las fracciones recogidas fueron controlades mediante
crometografia en capa delgada (Aldwine Merck G, solvente; cloro-
formo, revelador Cl3Sb) observéandose presencia de @-sitosterol

en les fracciones 5-22.

-
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Las frecciones gue contenian {3-sitosterol se unieron
y llevaron & sejuedad, obteniéndose un residuo uceitoso rojizo .
Por tratamiento con metwnol este residuo se trensformd en un pre-
cipitado zmarillento pastoso uue fué separado por filtracidn.
Este precipitado fué tratsdo con snhidrido &cético y piridine
y el producto asi obtenido fué recristalizado de etanol &bsolu-
to rindiendo una sustencia de pf 65-309 (120 mg).

El producto anterior, disuelto en cloroformo se sembrd
sobre una placa preparativa de alumina (Merck PF 254, Tipo E)
de lmm de espesor . La place se desarrolld con éter de petrdleo-
benceno (9:1). La posicidén de las bandas fué detectada revelan-
do con iodo en tres lineas trensversales: dos latera;es Yy una
.central.

liediante elucidén de la banda de menor Rf con clorofor-
mo y posterior evaporscidén del solvente se obtuvo un producto
que , recristalizado de etsnol absoluto rindié 30 mg de susten-
cia de pf 134-135¢ 4ue no mostreba depresidén de su pf al ser mez-
claeda con acetato de B-sitosterol auténtico.

El espectro IR de la sustancia obtenida era idéntico

al de acetato de B -sitosterol auténtico.

REACCIONES DE DEGRADACION DEL ALCALOIDE SKIMMIANIKA

UOUN

a) Oxidacidén & acido skimmiénico

Uns solucidén de skimmianina (60 mg) en acetona (15 ml)
agitada mediante agitszdor maegnético y calentada & ebullicidn,
fué tratsda con 150 mg de MnO4K s6lido, agregado en pequeilas por-

ciones durante svroximadamente 30 min .
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Una vez terwminado el agregado, se filtré'el orecipita-
do de Mno2 por Filtercel y el wismo se extrsjo cén COBNa2 10 ¢
(3 x 1 ml) medieante agitacidn y posterior centrifugscidn en ca- -
da oportunidad.

Le solucidn slcalina se enfrid & 00 y se neutralizd
con ClH (conc) apareciendo un precipitedo gue fué separado por
filtrecidn. E1 producto seco (25 mg) fué recristalizado de sci-
do acético, obteniéndose 15 mg de sustancia de pf 235-240°. Me-
diante una nueva recristalizacidn del wmismo solvente se obtuvie-
ron 10 mg de écido skimmiénico pf 247-248° (asehina et al, 193qﬂ9

El oroducto fué identificadéo por su pf y por cowpara-
cidén de sus espectros IR y de RMN con los de écido skximmiénico
auténtico.

En los ensesyos radiactivos se recristalizé hasts acti-
vidad constante (por lo generel fué suficienté con una recrista-

lizecidn edicional respecto de las ye mencionadas ).

b) Descarboxilacidn del écido skimwiénico a 7,8-dimetoxi-2,4-qui-

nolindionsa

Para realizer la descarboxilacidén del 4cido skimmiéni-
co se utilizdé un aparato como el descripto en 1ls figura de le p. 5o

Acido skimmiénico (37 mg) fué suspendido en 22 ul de
ClH 6 N, calenténdose luego a ebullicidén la mezcla heterogénea
durante 3 h .

Se observd gue el acido skimmidnico insoluble iba de-
sapareciendo duraente el transcurso de la reaccidén, yuedendo al
final de ésta una solucidn limpida.

El CO, producido en le reaccidn se arrastrd mediente

2
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una corriente de N2 (previamente purificedo vor yesaje & través

de cal sodeda, SO H, conc, y (OH),Ba (solucidén saturada))y se

4
colectd como CO .,Ba mediante burbujeo en uns solucidn saturada

3

de (OH)ZBa. Al cabo de las 3 h el CO,Be foruado se filtrd répi-

3
demente lavédndose el precipitado sobre el filtro con metanol
y éter etilico. Una vez seco, el producto obtenido pesabz 21 mg .

Ls radisctividad del CO.Ba se mwidid wmediente su transformscidn

en cerbonato de Hyamina,Spor el método ya descripto ( ver peg 96 )
Ls solucidn &dcida remmnente en el baldn de reaccidn
se concentrd haesta 2 ml . Al enfriar precipitd un producto blen-
co, gue se recristalizd de metanol-sgua, obteniéndose 12 mg de
sustancia de pf 249-250c°,
El producto obtenido se identificé como 7,&-dimetoxi-
2,4=-quinolindiona, mediante la realizecidén de espectros RIN e

IR.
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14

»ZRISZNCIACON ACSTATO D3 30DIC-1-""C

tJ
Pt

1) Inoculacidn ae la sustsncia radiactiva y extraccidrn de sxim~

mienine y B-sitosterol

Un ejewpler de Pagare coco fué inoculado con acetato

9

de sodio-l-l4c (246 wg, act esp: 2,22 x 107 dpm/m}i) segin el wé-
todo ya descripto (ver.pag 100).
Se cosechd la plants 12 dias después de le inyeccidn
y se la sometid & los procesos ya indicedos pera le extraccidn
y purificacidn del slcaloide (ver pag 102) y del (3 -sitostercl
El peso del material vegetal secedo y niolido era de
750 g . Se obtuvieron a partir de él 180 mg de skimmianina ( pf
177-178¢, act esp ; §,10 x lO5 dpm/mpy ) .
Bl @B-sitosterol fué uislado couwo zcet=to, obteniéndo-

se 4 mg ( pf 130-131¢, act esp : 7,66 x 105 dpm/mi )

2) Reacciones de degrsdecidn de l& skimmienina

a) Oxidacidn a Acido skimmiénico

Una solucidn de 39 mg de alcaloide en 7 ml cde zcetona

se tratd con 75 mg de 1MnO K, segun el método ys wencionado (ver

4
pag 104) para obtener 13 mg de &dcido sximmidnico (pf 246~24Ge,

ect esp: 5,10 x lOS'dpm/mM).

b) Descarboxilacidén del écido sxkiummidnico a 7,b-dimetoxi-2,4 gui-

nolindiona




‘3] &cido skimwiénico obtenido (12 wg) fué descarboxi-

iado por reflujo en ClE 6 N, cactandose el CO, desprendido como

2

cO.Ba (6,8 mg) (ver peg..105).

3

Le actividad de CO,Ba obtenido se wididé wediante su

3

~ . . . . ’, ’ . . .
transformazcidn en cerbonato ue Hyauine segun el zétowuo y& indi-
cado (ver pag 96 ) obteniéndose un valor de 4,b3 x lO3 dpm/ml .«
Le solucidn é&cids rewanente fué concentrzds & 1/10 de

su volumen y enfriada , precipitendo entonces la 7,8-dimetoxi-
2,4-;uinolindiona (9 ug) gue fué recristalizada de metznol-sgua

5 -

dpm/mM .

Se completd le identificacidn de esta sustancia por

obteniéndose 6 mg de pf 247-248¢ y act esp 5,03 x 10
comparacidén de su espectro IR con el de muestrs suténtica.

IX22aIZNCIA CON ACIDO MEVALONICO-5-14C

1) Inoculacidn del producto radiasctivo y extraccidn de lz skim-

mienina y el B -sitosterol

Un ejemplar dé Fagara coco fué inoculado con écido

mevalénico-5-14c (5,2 mg, sct esp: 2,62 x lOlO dpm/mi) , segin
el método ya descripto (ver pag 100).

Se cosechdé la plenta 12 dias después de la inyeccidn
y se la soumetid a los orocesos y& indicados para la extraccidn
y purificscidn de skimmianina y del B -sitosterol.

El peso del uaterial vegetal secado y molido era de”
500 g y se obtuvieron & partir de él , 110 mg de skimmisnina
( pf: 177-178°, act esp:1,01 x 10° dpm/mi). E1 8 -sitosterol
fué aisledo como #cetato, obteniéndose 4,5 ug (pf:129-1320, act

esps 4,42 X lo6 dpm/mii ) .

108
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2) Rezcciones de degradacidn de la skimmisnina

a) Oxidacidn & acido skimmiénico

Una solucidn de 75 mg del alcaloide en 15 ml de ace—
tona se tratd con 150 mg de MnO4K, segun el método y& menciona-—
do (ver pag 104) pares obtener 14 mg de écido skimwidnico ( pf
249-2500, act esp: 0,95 x lO5 dpu/mM) .

b) Descerboxilacidn del &cido skiwmidnico & 7,b-dimetoxi-2,4-gui-

nolindiona

El é4dciao skiummiénico obtenido (13 mg) fué descarboxi-
lado por reflujo en ClH 6 N, capturéndose el CO, desprendido co-
mo Co3Ba (9,35 mg). La actividad del CO
: lOS dpm/mM (ver pag 56 ).

La solucidn &cide reamenente fué concentrada, precipi-

2

3Ba obtenido fué de 0,83 x

tando la 7.8-dimetoxi-2,4-guinolindiona (9 mg) gue fué recriste-
lizada de metanol-agua obteniéndose 6 mg (pf 248-250°, act esp:

2,40 x 10° dom/m1). '

ZXPERIEZNCIA CON ACIDO MBVALONICO—4-14C

1) Inoculacidn del producto radiactivo y extraccidén de la skim-

mianina y del B-sitosterol

Un ejewpslar de Pagara coco fué inoculzdo con é&cido

mevalénico-4-l4c (50 mg, act esp:; 1,20 x lO8 dom/ml{) segun el
método y& descripto (ver pag 100).



Se cosechd la plantaz 12 dies después de la inyeccidn
y se la souetid g los procesos ya indicedos parz lz extraccidn
y purificzcidn de ls skimaianina y del /Q—Sitosterol.
21l peso del meterial secado y molido fue de 800 g y
se obtuvieron a partir de él 125 mg de skimmianina (pf 177-
178°, act esp: 1,48 x 103 dpm/my ) y 25 mg de acetato de ﬁ-eitos-
terol, (pf 128-133°, act esp: 1,11 x lO5 dpm/m} ).

2) Reacciones de degradacidn de la skimwmienina

Oxidecidn a Acido skimmiénico

Una solucidn de 80 mg de alcaloide en 15 uml de aceto-
4K segin el método ya mencionsado,
par= obtener 15 mg de &cido skimmianico (pf 2486-249°, act esp:

0,28 x lO2 dpm/mp ).

na se tratdé con 160 wmg de Nno

LX2ERIZNCIA CON 4L COEQOL 3,3-DILETILALILICO-1-14C

1) Sintesis de alcoh: ol 3,3-dimetila1i11co-l—l4c

a) Bromoacetato de etilo-l-l4c

Acetato de sodio—l-l4c (350 mg , act esp; 5,3 x 109 dpa/

i ) fue tratado con 3 ml de 4cido fosfdrico saturado con P205,

destilando al vacio el 4cido acético liberado y recegiéndolo en
el mismo recipiente en que iba a tener lugar lz reaccidén de bro-

racién (enfriado con N, ligquido) (F.K8lgl, 1954). Se obtuvieron

2
240 mg de Aacido acético-l-l4c el cual fue diluido con 750 mg de a-

cido acético glacial inactivo.

110
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Zn el recipiente de reaccidn fueron agregados 2 ml
de 3r3P, ¥y luego con sgitacidn 2 wl de Brz (previswente secsado
sobre 9205). Le adicidn se llevd &« cabo lentsamenie, hasta gue

ls mezcla towd color de Br Y luego el reu&nente en un solo &a-

2’
gregedo. Se calentd lu mezcla a ©5-30° durante 1,5 h agregando—
se luego 0,5 ml =zaicionales de Brz.. Las condiciones mencionsadas
se mantuvieron durante 18 h ( Freeman et al, 1963) .

Se dejd enfrier & tewperaturs sumbiente, se agrega—
ron 6 ul de etanol absoluto y se reflujd durante 2 h ( B. Sche-
partz et &l, 1949; W. Sakewi et al, 1947 ).

z1l producto de resccidn se volcd sobre 2 veces su
volumen de agua fria. La capa inferior se decanté, lavé con
SO3HNa acuoso, y luego con &agua. '

Se secd con SO ,kg, filtré y destild ( p e: 57°¢, 15

L
Torr), obteniéndose 1,77g de bromoacetato de etilo—l-l4c.

b) Bromuro de cuarbetoximetil-trifenil-fosfonio radiactivo

E1l bromoacetato de etilo-l-l4c obtenido vreviamen-

te se disolvid en 3 mwl de benceno y se agregd lentamente sobre
una solucidn de 5 g de trifenil fosfina en 10 wl de benceno ,
forméndose un jrecipitado. (Isler et al., 13957).

Luego de una noche & 0° se filtrd el producto séli-
do, se lavdé con uns mezcle de benceno-éter de petrdleo (1l:l) ¥
se sec6 al vacio. Se obtuvieron 3,9 g de pf 152-1530 (ect esp:
3,0 x 10° dpm/mr)

c) Trifenil-carbetoximetilen-fosforano radisctivo
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La szl ae fosfonio anteriormente odtenida se disolvid
en 80 wl de sgua y esta solucidn, enfriads con hielo fué alcali-
nizade medisznte el lento agregedo ae HONa 0,5 N3 dejd una noche
& 09, se filsrd el precizitedo rforuado y secd durunse 24 h. Se
obtuvieron 2,52 g del fosiorano corresyondiente, of; 125-127¢
(Isler et al ,1957) (=zct esp: 2,9 x 108 dow/m} )

d) 3,3-dimetilacrilato de etilo-l-l4c

21 oroducto @nterior (1,25 g) se disolvid en 15 ml de
ecetona (oreviamente secada sobre COBKZ) y le solucidn se colo-
cé en un tubo de vidrio de 2,5 cm de difmetro x 20 cm de largo.
se sumergid el tubo en N, liguido, se _.urz6 conunz corriente

2
de N,. durante S5 win y se cerrd & le llama.

2

£1 tubo cerrzdo se calentd en horno & 100° durante 24
h. Cuando fria, lz mezcla de resccidn se trznsvasd z un baldn
y se elimind el exceso de acetona. E1l residuo formado por JSxido
de trifenil fosfina y el éster buscedo se lavd repetidas veces
con éter de petrdleo separando en cada oportunidad el liquido
de lavado vor. decsntszcidn.

Z1 extracto de éter de petrdleo fué llevado a seque -
dad y el residuo obtenido destilado a presidn reducida (75°, 40
Torr) (Horner et al , 1558).

Se obtuvieron 36 mg de 3,3-dimetilacrilsto de etilo"

l_14

C identificaao por cowparacidn de su essectro IR con el de
una muestrs inactiva, gue & su vez habiz sido identificada por
RIfEN [ 4

Dicha muestrs inactiva habies sido sintetizada gor el
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camino y& descripto pers la sustancia radisctive.

e) alcohol 3,3—dimetilalilico-l-l4c

E1 proaucto anterior (75 ug) se disolvié en 25 rl de
éter etilico anhidro, se enfridé la solucidn & C¢ y se agregaron
luego con agitacidén , en peguenss yorciones 30 mg e AlLiH4.

Una vez terwinado el agregado , se destruydé el exceso
de AlLiH4 con acetato de etilo , y se arliadieron 3,5 wl de solu-
cidén saturada de CO3HNa. Se transvesd la mezcls & une zwsolla y se
extrajo varias veces con éter.

y se evasord.
14

Le- solucidn etérea se secd sobre SO4Na2

Se obtuvieron 50 mg de slcohol 3,3-dimetilelilico-1l-""C (act esp:
3,1 x 108 dpm/mll) (Pleninger et al , 1965), cue fué identificado
pOTr cowpurecidn de su espectro IR con el de sustancie inactiva,

sue @ su vez fué identificeda por RNMN.

2) Inoculecidn del vroducto radisctivo y extraccidn de. la skim-

mianina y del @ -sitosterol

Un ejeupler de Fagsara coco fué inoculado coh alcohol

3,3-dimetilalilico-l-l4c (50 ng, ect esp: 3,1 x 10° dom/mhi), sus-
pendiendo la sustancis en agua destilade mediante el agregzdo de
"Tween 20", y luego inyectando la suspensidn mediante el método
ya descripto (ver pag 100 ). )

Se cosecnd la plente 12 dias después de lz inyeccidn y se
la sometid a los »rocesos ya indicados para la extraccidn y purifi-
cacidn de la skimmisanina y del (@ -sitosterol {ver .=g 102).

£l peso cel umaterisl vegetal secado y wolido ers de
620 g . Se obtﬁvieron & partir de él 60 mg de skimmisnina (pf

177-175°, &ct esp :5,2 x lO4 dom/ul) y 15 g de zcetato de
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5

sitosterol ( pf :128-133°, act esp: 5,5 x 10 dpm/mll ).

3) Resacciones de degrzdacidn de lez skimmienine

a) Oxidacidén a &cido skimmidnico

E1 slcaloide obteniao (60 °mg) fué diluido con 60 wg de
oroducio inactivo, obteniéndose un producto de &ct esd : 2,065 X
lO4 dom/m .

Una solucidn de &0 mg de la skimmisanine ssi obtenida
en 15 ml de acetona , se treté con 175 mg de lin0 K, segin el mé-
todo yaz indicedo (ver pag 104), parsa obtener 15 mg de écido skim-
midnico (pf:24{8-2(8¢, act esp: 2,55 x lO4 dpu/my), (correccidn

4

por dilucidn: 4,88 x 10" dpm/mii).

b) Descerboxilacidn del écido skimmiénico a 7,8-dimetoxi-2,4—qui-

nolindiona

81 écido skimmignico obtenido (16 mg) fué descarboxi-

Jado por reflujo en ClH 6N, capténdose el CO, desprendido como

cojBa (10,35 rg) (ver pag 105). La actividadzdel CO3Ba obtenido
era de 2,26 x 104 dpm/mii (correccidén por dilucidn 4,41 x 104
dpm/mdi) .

La solucidén écide remsnente fué concentrada , precipi-
tendo le 7,8-dimetoxi-2,4-guinolindiona (9 mg), que fué recri;-
talizeda de metanol-agua, obteniéndose 6 mg de pf:247-2480 (act
esp: 2,4 x lo3 dpm/mli) (correccidn por dilucidn: 3,50 x lO3 dpm/

ml)
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- 1
EXPHRIZNCIA CCK ACIDO 3,3-DIKETILACKRILICO-1- 4C

1) sintesis de écido 3,3—dimetilacrilico—l—l4c

3,3-dimetilacrilato de etilo (98 mg), obternido en for-
m: similar & la ya indicade (ver peg 112) fué tratado con 0,5
ml de EONa 5 N, en baqno de agua a 890 con continua agitacidn .

Después de observarse la deseparicidn de la fase inmis-
cible en aguu, se continud la agitscidn dursnte 30 min zdiciona-
les. Se enfrid con hielo y acidificd con ClH 6 N, se filtrd el
precipitado formado, dejéndose una noche en desecador de vacio.

Se obtuvieron 47 ug de &cido 3,3-dimetilacrilico-l—l4c
de pf :68-70° (act esp:;3,l0 x‘lo8 dpm/ml) «

La sustancia fué identificade por comparacidn de su
espectro IR con el de una muestra inactiva, gque habie sido iden-
tificeda mediante su espectro de RMN. Dicha muestrsa inactiva hea-
Bia sido sintetizada por el cemino ya descripto para la sustan-

cia radisctiva.

2) Inoculacidn de-la sustancia radiactiva y extrsccidn de le skim-

mianina y del @ -sitosterol

Un ejemplsr de Fagera coco iué inoculzdo con &cido 3, 3-

dimetilacrilico-l-l4c (47 mg, ect esp: 3,10 x 108 dpm/md,) disuel-
to en bicarbonato de potasio acuoso, segun el método ya descrip-
to (ver pag T00). |

Se cosechd la plenta 12 dias después de la inyeccidn
y se la sometid a los procesos ya indicados pare lz extraccidn

y purificacidén de le skimmisninae y del B'-sitosterol (ver pag 10¢
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=1 peso del material vegetel secsdo y wolido erz de
600 g . apartir de él se ovbtuvieror 150 mg de skimwisenina (»fT
177-1760, sct esp: 1,17 x 10°
sitosterol (pf:133-135°, act esp: 2,40 x 105 dow /L) «

dom/mi) y 16 ug de acetato ceff -

3) Rezcciones de degrszdacidén de la skimwianina

a) Oxidacidén de. skimmienina e écido skimmidnico

Una solucidn de 84 mg de skimwienina en 15 ml de zCe-

tona se tretd con 150 mg de MnO K segun el wétodo ya mencionado

4
(ver pag 104) pers obtener 25 mg de &cido skimwianico ( pf :247-

2489, act esp: 1,16 x lO5 dpm/mM )

b) Descarboxilacidn del &dcido skimmidnico & 7,8-dimetoxi-2,4-

guinolindiona

E1 &dcido skiumiénico obtenido (18 wmg) fué descarboxi-
lado por reflujo en ClH 6 N, capturandose el 002 formado como
CO,Ba (13,7 mg). La actividad adel COJBa fué de 1,40 x 102 4 pia/m

La solucidn écide rewanente fué concentrada , precipi-

3

tando la 7,8-dimetoxi-2,4-quinolindiona (12 mg), cue fué recris-
talizade de metanol-agua obteniéndose 9 mg de pf :246-249¢ (act
esp: 1,12 x lO5 dpm/mM . )
- - - 14
EXPERISNCIA CON FORMIATO DE SODIO-" 'C

1l)Inoculecidn de la sustancia rediactiva y extraccidn de skim-

mianina

Un ejemplar de Fagsare coco fué inoculado con formiato
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de sodio-l-l4c (1,3 wg, act esp: 9,25 x lOlo dpm/ml) segun el
wétodo y& descripto. (ver pag ¥00 ). Se cosechd le plante 12 dias
después de la inyeccidn, y se la sometid a los procesos ya in-
dicsedos pare la extraccidn y purificacidn de skiwwianina (ver

pag 102). E1 peso del material vegetal seco y wolido era de 600 g
se obtuvieron a pertir de él 190 mg de skimmienina (pf: 177-178e,

act esp: 5,93 x 105 dpm/mll) .

2) Rescciones ‘de degrudacidn

a) Oxidacidn a #écido skimmidnico

Una solucidn de 63 ug de alceloide en 13 ml de &cetona

se tratd con 150 mg de 1in0O X, segﬁn el método ya indicado (ver

4
pag 104 ) para obtener 24 wg de écido sximmiénico ( pf :247-248e,

act esp : 5,72 x lO5 dpm/mil) «

b) Descerboxilacidn del écido skimmidnico a 7,8-dimetoxi-2,4-qui-

noliniiona

El dcido skiwmidnico obtenido (20 mg) fué descarboxi-

lado por reflujo en ClH 6 N, cepténdose el CO

CO3 3

widid medisnte su trensformacién en carbonsto de Hysuina, segin

o desprendido como

Be (12 mg) (ver pag 105 ). Le actividad del CO.Be obtenido se
el método ya indicado (ver pag 96 ) obteniéndose el valor de
3,2 x 103 dpm/mjj «

La solucidn écidsa remanente fué concentradas a 1/10 de
su volumen y enfriade, precipitando entonces la T,8-dimetoxi-2, 4-

quinolindiona (12 mg) gque fué recristalizade de metsnol-sgue ob-—
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. . - . , A
teniéniose 9 mg de pf 247-246° (ect esp: 4,00 x 107 upw/md).
Se completd la identificacidn de ests sustancia por

comparacidn de su espectro IR con el de la muestra auténtica.

¢) Reduccidén de skimmianina a 4,7,8-trimetoxi-3-—etil-2-cuinolona

63,5 mg de zlcaloide disueltos =n 10 ul de dcido acé-
tico glacisl, fueron hidrogensdos & presidn atmosférics y tempe-
ratura ambiente, en presencia de 30 mg de Pto2.

Una vez terminsda la absorcidn de nidrdégeno (12 cmj,
2 h), se filtré el catelizador levéndose con &cido ecético , y
el filtrado fué evagor&do.

21 residuo (69 mg) fué recristalizado de etwno. obte-
niéndose 406 mg de sustuancia de 2f 184-185° (act esp: 5,84 x lo5
dpm/my) ( Ohta et =l,1953).

El producto obtenido fué identificado cowo 4,7,8-tri-
metoxi-3-etil-2-guinolona, mediante couparecidén de su pf y espec-
tro IR con los de una muestrs inective, l&é cual habia sido iden-

tificada mediante su espectro RIiN.

d) Oxidecidn de le 4,7,8-trimetoxi-3-etil-2-quinolona seguin el

método de XKunhn-roth

El producto enterior (36 wg) se tretd con 4 g de Cro3

disueltos en 12 wl de SO4H2 30 %, se cezlento la solucidn a ebu-
1llicidn y se destild nssta recoger 70 ml de destiledo mentenien-
do el volumen en el baldn de reeccidn oor s&agregado de agua desti
lada.
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Dars el caso 4zl zcetsto de souio se utilizd ¢l siguien-
te srocediwiento: acetato ue socio ( 10 mg) disuelito en =zgus (5
ml) fué trutzdo con 20 wg de ciornidrsto ae Ll-naftiluawine y 100
mg de cloraicdrato de l-etil-3-(3-dimetileminopropild-cervodiini-
da. Después de agitar unos winutos con un& varille de vidrio el
preciositsado &ceitoso priwerzwente forwaco solidificé, y se fil-
tré después de 10 wmin . E1 producto fué secazo y purificado por
sublimacion ( 140°¢, 0,01 Torr).

Ei sublimado blanco se recristelizd de benceno-éter
de setrdleo, obteniéndose l-zcetawido naftaleno (6 wg pf: 159~

> dpum/ut) .

160°, sct esp: 3,3 x 10
El derivado correspondiente al propsionzto de snsdio fué
obtenido de una renera similar & ls indicad&«. 1 l-propionamido

nafteleno tenia un pf: 124-126° (uct esp: 6,57 x 10° dom/my).

e) Demetilacidén de skizwienina

Se utilizd en esta experiencia el wparato descricto en
la figura de la pag 51.
Se trataron 50 g de sximiianina con 12 rl de IE 50 4

a reflujo durente 2 h .E1l .yoduro de metilo foruado se zrrastrd

con N2, gue previaumente hadbia sido purificado por sassje & tra-
vés de cel sodsda y SO4H2 concentrado.
La corriente gaseoss emergente del bezldn de reaccidn

se hizo pasar sucesivawmente por une solucidn setursda de SO4Cd y

una solucidn saturzda de SzojNEZ' y finelmente por unz soluciodn

de trietilemine 5 % en etenol zbsoluto, enfriads en un baio de

hielo seco-umetilcellosolve.



121

Una vez complietedz ls resccidn se dejd le solucidn eta-
rdlice una noche & tewmperatura wsdlente ¥y lueso se evapord &l
vecio el etanol y el exceso c¢e irietilemina. =1l resicuo ooteni-
do (120 mg) se recristalizd de etanol absoluto-uceTato de eTilo.

Se obtuvieron 60 mg de yoduro de trietil etil 21monio

( act esp 1,85 x lO5

apu/wi) . .
31 espectro IR del yoauro de trietil metvil emonio ob-
tenido resultd ser idéntico al correspondiente & unz muestra au-

téntica.
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RESU.:EN

1) Se describen individualmente los alcaloiues aisli:dos hLasta

el presente de la planta Pagare coco , indicéndose breveuente

en cadz caso el método seguido para efectuar l&és Jdetercinaciores
de estructurs. .

2) Se enumeran las hzﬁtesis existentes y los trabajos realizados
acerca & la biosintesis de los aicaloides furogquinolinicos.

3) Se cescriben las experiencias 1€alizades en este trebasjo de
investige :idn, las cuales consistizron en lo siguiente ;

I) Apiicacién de métodos ya descriptos para el zislamiento de
skimmisnina y B—sitosterol en cada uno de las experiencisase.

II) =nsayo cbn material “,ectivo de lss aegradzciones gue se u-

tilizaron luego con los alcaloides radiactivos. Dichas degreade-
ciones fueron:

a) Oxidacidn de sxiumienina a &cido skimwmidnico y posterior des-

carboxilacidn del wismo, capténdose el didxido de carbono foruma-

do, cuya actividad representaba la del C-3 del alceloide, y ais-

léndose el producto descarboxilado.

b) Aislemiento de los czrbonos correspondientes a 1los grupos

metilos de los metoxilos.

c) Reduccidn de skimmianina a su tetr.hidro derivado, y posterior
oxidascidn de éste, aisléndose 4&cido propidnico, gue representa-

ba la actividad de los C-11 , C-3 y C-2, y écido acético, cuya

actividad representaba la de los C-3 y C-2.
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140 y del écido

C partiendo de acetato ae sodio—l-l4c

III) Sintesis del alcohol 3,3-dimetilalilico-1-
3,3—dimetilacrilico-l-l4
IV) Se describen les experiencias de inoculacién & ejewplares

de Fagara coco L, en ensayos separados con acetato de soaio-l-
14
C

’ formiato de sodio—l4c, dcido mevalénico-4-l4c, écido meva-
lénico—5-14c, alcohol 3,3-dimetil§xlilico-l-l4 C, ¥y 4cido 3,3-di-
metilacrilico-l—l4c.

4) Zn base a los resultados obtenidos con las experiencias men-
cionadas , se propone una teoria sobre ls biosintesis de sxim-
mianina, segun la cual dicho &lczloide se formeria jor conden-—
sacidn del pirofosfato de dimetilalilo con un compuesto del

tipo de la 2,4~-dihidroxiquinolina, con posterior ciclacidn y opér-
dida a: acetona del compuesto resultante. Sepropone un mec«nisumo

4 )
para es.e ultimo paso.
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