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ALCALOIDES PRESBHTES EN FAGARA COCO (GIL .) ENGL.

l) AISLúMIENTO E IDENTIFICACION “E LOS ALCAïOIDES DE F. COCO

Fagara coco es un árbol de la familia de las Rutáceas
que crece en la zona central y norte de la República Argentina.
Los primeros estudios químicos de F. coco fueron realizados por
Stuckert en 1933, Quien informó la presencia de cuatro elcaloides
cristalinos, a los que denominó el, (3 ,‘K y 5-fagarina. La‘com­
panía Merck-Darmstadt llevó a cabo una extracción en gran escala
de F. coco, reportando la presencia de sólo dos alcaloides: faga­
rina I, que resultó ser igual a la oi-fagarina descripta por
Stuckert y fagarina II, que no era conocido. En 1942, Deulofeu
et al aislaron ,tu , 9 y' ‘K-fagarina, demostrando que G-fa­
garina era igual a skimmianina (Honda et al, 1904; Asahina et al,
1930-A), y que K -fagarina era un derivado monometoxilado de la
dictamnina (4-metoxi-2,3-b-furoquinolina). Berinzaghi et al (1945)
determinaron que K-fagarina era ó-metoxidictamnina.

En estudios realizados posteriormente (Redemanet 21,1949)
“se llegó a la conclusión de que fagarina I era idéntica a la cl-allo­
criptopina. En este mismotrabajo se informaba la presencia de fa­
garina III, una base no identificada, pero que presentaba un espectro
U.V. muysimilar al de fa5arina I.

El alcaloide principal de la corteza de Fagara coco es
la base aporfínica cuaternaria N-metil isocoridina (Comínet al, 1954)

Recientemente se informó la presencia de candicina, mag­
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noflorina, palmatina, berberina, queleritrina y nitidina en la
corteza de Fagara coco . (Kuck et al, 1967).

Fagara coco se diferencia de otras especies de Fagara
argentinas, tanto en su morfología y ecología, comoen el tipo
de alcaloides presentes, y en la distribución de los mismosen
la planta. F. coco contiene alcaloides furoquinolínicos , proto­
pínicos y berberínicos, ausentes en las otras especies de Fagara
argentinas.(Kuck et al, 1967).

También es notable el hecho de que se encuentren alca­
loides en apreciable cantidad en hojas y tallos jóvenes de F. co­
co, comoskimmianina, X -fagarina y las bases protopínicas cx -ay
llocriptopina y fagarina II y el alcaloide desconocido fagarina
III. Tanto skimmianina como 'K -fagarina se encuentran sólo en
pequeñas cantidades en la corteza. En las demásFagaras argenti­
nas la cantidad de bases nitrogenadas en hojas es muypequeña,
a tal punto que no ha sido posible aislar e identificar ningu­
na de ellas. (Kuck et al , 1967).

II) DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS DISTINTOS ALCALOIDBS DE

FAGARA COCO­

a) ALCALOIDBS FUROQUINOLINICOS

Í\)
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l) SKimmianina ( R = OCH3)

Este alcaloide fué aislado por primera vez de la plan­
ta Skimmia japonica (Honda, 1904).

La estructura de skimmianina fué determinada mediante

degradación de la misma a ácido sximmiánico y descarboxilación

del mismoa 7,8-dimetoxi-2,4-dihidroxi quinolina (Y. Asahina et
a; ,1930). Por síntesis de este último compuestose determinó la
posición de los metoxilos, con lo que se completó la determinación
de estructura .(Asahina et al, 1930).

2) X-íagarina (R__=1_H).

La determinación de estructura de este alcaloide fué
realizada mediante una degradación similar a la utilizada para
skimmianina. El producto de degradación obtenido, la 2,4-dihidro­
xi-8-metoxi-quinolina fué identificado por comparacióncon sustan­
cia auténtica obtenida a partir del ácido o-nitrobenzoico metoxi­
lado correspondiente. (Berinzaghi et al, 1945)

En un trabajo realizado sobre las fracciones que contie­
nen bases terciarias presentes en la corteza de Fagara coco, si
bien fué detectada skimmianina , no fué posible evidenciar la pre­
sencia de X'-fagarina. (Barilari et al, 1955)

En el mismotrabajo se describe un método para separar
skimmianina y ‘K-fagarina , presentes ambas en hojas de la plan­
ta mencionada, mediante cromatografía en alúmina.
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b) ALCALOIDES PROTOPINICOS

,0
CHAO xCH3

o?

R2

OCH3
R1

l) Fagarina I (H1 = H, R2 = OCH3)

'¿Jué descripta por primera vez en la planta Chelidonium
majus (F. Selle, 1890).

Se conocen dos modificaciones alotrópicas de la allocrip­
topina: <>1y(3 . Fagorina I corresponde a d-allocriptopina.

Se demostró su estructura mediante su conversión en el

clorometilato de dihidro-berberina por tratamiento con ClsP. Ade­
más por reducción de cx-allocriptopina y tratamiento posterior

del dihidro derivado obtenido con ClSP se obtuvo el clorometila­
to de la tetrahidro-anhidroberberina (Gadamer,1919).

La sínteSis de o<-allocriptopina fué realizada por
Haworth et al (1926) partiendo de un isómero de la tetrahidro
berberina.

2) Fagarina II (R = OCH

Redemanet al , (1949) demostraron que fagarina II era
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isomérice con fagarina I.
La determinación de estructura fué completada mediante

transformación de fegarina II en tetrahidro-pseudo-berberina (Co­
min et al, 1959). La estructura así determinada fué confirmada
mediante la síntesis de fagarina II a partir de tetrahidro-pseudo
berberina (Giacopello et al, 1964).

C) ALCALOIDBS BE “ERINICOS

R10 \
l +

R20 / \

l) 3erberina ( R1 + R = GHZ)2

La berberina es conocida con tal nombre desde 1837 (Büch­
ner et al) cuando fué aislada de Berberis vulgaris , Previamente
había sido descripta con el nombre de "xenthopicrit" en Xanthoxi­
llum caribaeum;(chevallier et al, 1626). La fórmula molecular fué
establecida por Perrins en 1862, quien además demostró que ambos
productos eran idénticos.

La estructura de la berberina fué deducida debido prin­
cipalmente a los estudios de Perkin sobre la constitución de los
productos obtenidos al oxidar la berberina con MuoK en distintas

4



condiciones (1669,1910).
Gedamerpostuló que berberine existe en solución como

una mezcla de tres formas tautoméricas en equilibrio : hidróxido
cuaternario, pseudo base (carbinólica) y aldehídica (1905). Actual­
mente está bien establecida la existencia de las dos primeras for­
mas , mientras que las pruebas de la existencia de la tercera
no son definitivas. (D. Beke et al, 1963)

Fué aislada por primera vez de Jatheoriza palmata por
Gadamer(1902). Su estructura fué determinada por Feist et al
(1918) , mediante la oxidación con MnOK, obteniéndose ácido he­4
mipínico y coridaldina,

d) ALCALOIDES d-NAFTAFBNANTRIDINICOS

C
¡“Fo
o CFÏ3

l +

R1

U

R2

l) Queleritrina (Rl = QCH3,R2 = H)

Fué encontrada por primera vez en la planta Chelidonium
majus (Probst, 1839).

Spáth y Kufíner (1931) obtuvieron por oxidación suave
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Iueleritrina la N-metilimida del acido hemipínico. Por oxida­
0.o CD ,0

ción enérgica se obtenía el ácido hidrástico. De esta manera se
conoció la posición de los O-metilos de la queleritrina. Por des­
tilación de una mezcla de sanguinarina y queleritrina con polvo
de Zn se obtuvo CK—naftafenantridina. El mism producto se obte­
nía al someter a ese tratamiento quelidonina y sanguinarina puras.
De esta manera quedó determinada la secuencia de unión de los nú­
cleos.

Queleritrina fué sintetizada partiendo de acido opiéni­
co y 3nsmetilendioxi- acetofenona con lo cual se completó la de­
terminación de estructura (Bayley et al, 1956).

2) Niticina (Rl = H, R2 = OCH3)

Fué detectada por primera vez en Zanthoxillum nitidum

(Gopinatb et al, 1963).
Al ser liberada de sus sales se dismuta en oxinitidina

y dihidronitidina. La oxinitidina fué convertida en el derivado
de fenantridina tetrametoxilado correspondiente cuya estructura
era conocida por haber sido sintetizado previamente. (Arthur gtaí,
1959).

Al oxidar la nitidina se obtenía la N-metil amida del
ácido meta hemipínico, lo cual permitió establecer las posiciones
de los O-metilos (Arthur et al, 1958, 1959).

Se han descripto dos sintesis de dihiaro nitidina (Ar­
thur et al , 1959), (GOpinath et al , 1963)



e) ALCALOIDÉS APOHFINICOS

CH30 +

R10 'WCH35

R20

CH3O

l) Magnoflorina (al: 32: H)

Fué aislada por primera vez de Magnolia Grandiflore,
(T. Nakano, 1954-3).

Su estructura fue demostrada por comparación de las pro­
piedades de su yoduro con las del yodometilato de corituberina,
demostrándose que eran idénticos. (Nakanoet al., 1954-3).

2) N-metil-isocoridina (R = CH3, R2: H).

La estructura de este alcaloide fué determinada median­

te su transformación en isocoridina y en el dimetil-éter de la
corituberina.

Se aplicaron además otras reacciones de degradación ba­
sadas en la acetilación en distintas condiciones y en la oxidación
enérgica (Comin et al. , 1954,1955).
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f) ALCALOIDEQ DBL GRUBO D3 LA B-ÉÉNIL-ETÏLARINA

HO

Candicina

Fué encontrada por primera vez en el cactus Trichocereus
candicans ( L. Beti, 1933).

Se determinó su estructura mediante el análisis de la
constitución de los productos que se obtenían al apliCar la reac­
ción de eliminación de Hoffmann y la oxidación con permanganato
de potasio sobre el O-metil derivado;
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BIOSINTBSIS DE ALC¿LOIDBS FUROeUINOIINICOS

Los primeros estudios acerCa de ia biosíntesis de los
alcaloides furoquinolínicos permitieron establecer la naturale­
za de los precursores de la porción quinolínica de los misros.

El anillo quinoiínico está presente en un gran número
de productos naturales y puede formarse a través de distintas
vías metabólicas.

31 ácido Kinurénico por ejemplo, y compuestos relacio­
nados, que se encuentran en mamíferos, insectos, y algunas espe­
cies de Pseudomonas , resulta de la degradación de triptofano
(l), siendo kinurenina un intermediario ( D. Groger,.1969 ).

O

C02H

H H2
2 H2 02H

(l) H OF! ér/ Kinurenina

02H
Acido kinurénico

Los pigmentos de insectos denominados ommocromosde­

rivan a su vez de 3-hidroxiquinurenina (D. Gróger, 1369).
Triptofano (l) es el precursor del anillo ¿uinolínico

del alcaloide quinina en la planta Cinchona succirubra . Este
, - .1 . . . . - lresuitado Iué obtenido utilizando triptOIano-Z- 4C, el que resul­

tó precursor de la quinina. Mediante métodos degradativos se lo­
gró determinar que el alcaloide se hallaba marcado en el 0-2 del
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anillo quinolínico

guinina

En este proceso metabólico el C-2 del núcleo indólico
del triptofeno se conserva, mientras que en el Caso del ácido
kinurénico dicho carbono se pierde como ácido fórmico ( N. Kowan­
ko et al, 1962).

Triptofano (l) es también precursor del alcaloide ca­
licenthina, que contiene dos núcleos indólicos fusionados . Es
probable que dicho alceloide provenga de un reordenamiento de
un dímero de triptamina, según se demuestra en el siguiente es­
¿uema (Monxovié et al, 1967) ;

CalicanthinaDímero de

triptamina

H2 1/

FQN H CH3

El anillo ¿uinolínico puede provenir también de aceta­
\to, comoen pnomazarina, un metebolito del hongo Phomaterrestris

Se supone que en este caso el átomo oe N proviene de un aminoáci-‘
.oo, ¿ue podría ser glicina.(Birch et el, 1961)
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H

CozH'
Phomazarina

Algunas cepas de Pseudomonas producen 2-alquil-4-hi­
droxi-quinolinas, denominadas pseudanos, que también pueden es­
tar presentes comoN-óxidos . Los distintos miembros de este gru­
po de compuestos difieren en la naturaleza del grugo alquilo.

x

_____¿> Pseudano

NHz r R
(2) " x

Se pudo establecer , mediante estudios con compuestos
marcados con 140 que el anillo bencénico, el C-4 y el N provie­
nen de ácido antranílico (2), y que la cadena lateral R deriva
de acetato. No se pudo establecer sin embargo el origen de los
carbonos 2 y 3 ( Gróger, 1969).

Algunas especies de Penicillum , producen un derivado
de la quinolina, viridicatina;\estudios biosintéticos han esta ­
blecido que el ácido antranílico (2) es su precursor, pero con
;é dida del carboxilo, siendo provisto el resto de la molécula
por fenil alanine (Monkoviéet al , 1967).



Viridicatina

(2)

, // 02H “2
l + --€>

\ akH2 C02H

Las Rutáceas son particularmente ricas en alcaloides

//C)CDJ:

quinolínicos, hallándose bases de distintos tipos estructurales,
comocasimiroíne, eduleína, dictamnina (3), medicosmina, etc .

O Bduleína OCH3

.. . o

CH3 uedicosmina CCH
OCH3 3\\

CHE CH3 Casimiroína
Es característico de este grupo de quinolinas le sus­

ïs titución en posición 4 , por un grupo hidroxilo o elcoxilo. Spáth
postuló que estas ¿uinolinas provendrían de ácido antranílico ,
(Spüth et al , 1929).

Ha sido estudiada la biosíntesis de skimmianine (4)
\. . . l. . I.‘ ¿_ 1..en lemmla Japonlca , a partlr de ¿oleo entranlllco (2) marca­

do con 3K en el anillo bencénico.(Matsuo et el, 1966). Se obser­
vó en este caso que la radiactiviaed de skimmienina y la de su



I .producto de degradación , ¿oido sximuiánico (5) eran prácticamen­
te iguales.

3 3H CH30 3 C o

H \ I 3H \ 02H
CH30 / CH30 o

CH3O (4) CH30 H (5)

También se investi¿ó la incorporación de ácido entrení­
-. . l .. L . . ,ilCO-ChrbOXllO- 4C, en el caso de alegamnine (3) en ia piante

\Dictamnus elbus , obteniéndose une incorgoreción especíiice del
mo orden que en la experiencia anterior. Mediante degrudecións

del alcaloide obtenido quedó establecido que el carboxilo ¿el

7). Los mismos autores llevaron a cabo una
15

(Mon“6vié et al , 19
l

6

. .I r . ‘ ‘ I_. T ‘. .- ‘inocu soion con soido entrenilico— h-ceroox1io- o comproban­
., 15 14 . ­do ¿ue le releCion N/ C era igual en ei precursor y en el el­

ncia demostraba que el ácido entre­celoide aislado. Es e exper
d

t ie
nílico se incorporabe en ictamnina sin degredeciones ni reorde­
namientos previos.

Hen sido anunciadas veries hipótesis para explicar el
origen biogenético de lOs cuatro carbonos furánicos (C-2, C-3 ,
C-lO, y C-ll), de los elceloides furoquinolínicos.

C O

IC o /Ü 2
“acto o
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Wenkert sugirió en 1959 , que dictamnina podría formar­
se biogenéticauente por condensación de acido antranílico (2)
con D- eritrosa .D-eritrosa

02H HOC H —CH0H(2) + H
H2 CHO CH20H

D-eritrosa puede formarse,a su vez , a partir de D­
ribosa yor dos vías metabólicas, siendo una de ellas la fijación
fotosintética del CO Mediante este caminoD-ribosa-B-fosíato­

14 , . 2'. ,. - 14 . .,l- C daria ¿ugar a er1trosa-4-1051ato-4- C, cuya incorporaCion
en dictamnina produciría marcación en la posición 2. El otro ca­
mino de transformación de D-ribosa en eritrosa sería a través
del ciclo de las pentosas, por el cual D-ribosa-l-14C, marcaría
e eritrosa en C-l. La incorporación de ésta marcaría el Gio de

dictamnina (Monkóvié et al, 1967).
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores ,

honkóvié et al (.1967)'inocularon a un ejemplar de Dictamnus
. 14 . . . . ., . _.albus D-ribosa-l- C , Observando que la distribuCion de radxac­

tividad en la dictamnina aislada no correspondía al camino bio­
genético propuesto por Wenkert.

El dialdehido succínico también fué propuesto como
precursor del anillo furánico de los alcaloides furoquinolínicos
(Edit, 1961).

Por ejemplo, para el caso de la dictamnina (3) la bio­
síntesis se realizaría por un caminosemejante al siguiente:
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HO OH

+ I l > z/
NHZ CHO CHO CHO

(3)

Por otra parte, Ghosal (1964) sugirió que los alcaloi—
des furoquinolínicos se formarían por condensación de ácido an­
trenílico (2) con un derivado de le ornitina según se indica a
continuación:

Furoquinolinas

Conociendoque el ácidod-ceto glutárico puede ser
precursor de ornitine EEE ácido glutámico, y que también puede
dar lugar e ácido succínico e través del ciclo de Krebs, Monkóvió
et el (1967) inocularon a un ejemplar de D albus ácidoe<'-ceto
glutérico-5-14C. La incorporación específica en dietamnine (3)
correspondiente a esta experiencia fué de 0,1 x 10-4 fi, resul­
tado gue permitió descartar las hnócesis de Boit y Ghosel simul­
tánesuente.
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Robinson (1955) savirió tres probables CtmiHOSa tra­
orvés ue los cuales se ¿aria el knillo furénico de las iuroqui­

nolinas;
a) a partir de la cadena lateral de triptofano (l)

“ OCH\ K i‘\ 3 ­
l -—>

/// Nkiz 1/N

<1) H

b) por condensación de 2,4-dihidroxiquinolina con un intermedia­
rio apropiado

OH OCH\ a
«OH * ,

c) por degradación del anillo aromático de las acridonas

I
I

o —9 Furoquinolinas

La posibilidad de que triptofano (l)

x

actúe comoprecur­
sor de los alcaloides furoquinolínicos ha sido estudiada para
el caso de skimmianina (4) y de dictamnina (3) por Matsuo et al
(1966) y mónkóviéet al (1967) respectivamente.

La skimmianina (4) aislada de Skimmia japónica , a la
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que se había inyectado triptofano-3-14C era relativamente poco
radiactiva. Sin embargo, por degradación del alcaloide se pudo
determinar que toda la actividad estaba en el C-ll delmismo,
pero dada la baja incorporación obtenida, dicho resultado no per­
mitía decidir sobre la validez de la primera hipótesis de Robin­
son.

Los autores mencionadosrealizaron posteriormente otras
experiencias que permitieron descartarla; así sendos ejempkares
de la mencionada planta fueron inoculados con acetato de sodio ­
l_14

ba marcada solamente en el C-lO mientras que en el segundo lo

l . . . . . . .C y 2- 4C—.En el primer caso la skimmianina aislada esta­

estaba sólo en el C-ll. La incorporación específica correspondien­
te a cada una de dichas experiencias con acetato de sodio radiac­
tivo resultó muchomayor que la previamente obtenida utilizando
triptofano marcado.

En base a los resultados obtenidos, Matsuo et al (1966)
propusieron el siguiente esquemabiogenético:

o
OSCoA

NH2 H NH COSCoA
2+

CH3COSC0A \
OHx(4) F
/ OH



02H

l —-9 H2
V NH2 H
H 02H0 CHOZf N-fo ¿il

quinurenina(4) %— oó
NH2 02H

.Bn este esquemael triptofano l participa en una vía(‘)
metabólica secundaria de formación del anillo quinolínico del al­
caloide, que además es distinta de la propuesta por Robinson (ver
pee 17 )­

Los resultados de Katsuo et al (1966) fueron confirma­
dos en estudios realizados respecto de la biosíntesis de dictamni­

na (3) en D. albus a partir de acetato-l-l4c y 2-140 (Monkóvié33
ii, 1967).

Los investigadores canadienses realizaron una experien­
cia con triptofano-3-14C, siendo la dictamnina (3) aislada en este
caso prácticamente inactiva.

Esta diferencia con los resultados obtenidos para skim­
mianina en S. jagonica, fué explicada por Monxóvic'et al (1967),
con el argumento de que el proceso limitante de la velocidad de
biosíntesis de skimmianina (4) sería la metoxilación , siendo és­
relativamente lenta respecto de la velocidad de degradación de trip­
tofano a N-Íormil-quinurenina.

La segunda'hipótesis de Robinson (ver pagl7 ) según la
cual los alcaloides fur0quinolínicos derivarían de la condensación
de 2,4-dihidroxiquinolina con el intermediario apropiado (X)



fué comprobadacorrecta mediante experiencias realizadas recien­
temente.

[TJn una de ellas se verificó la eficiente incorporación
.... . . . e 14 . . .de 2,4-d1niorox1quinolina-3- C en koxusaginina en la planta R u­

ta graveolens Cobet et al , 1968).

OH\*
// UH,

Kokusaginina

Por otra parte , Collins et al (1969)inocularon 2,4­
. .. . . . l4 .. . . . .dihior0x1quinolina-3- C a SKimmiaJaponica, encontrando alta

incorporación en la sal de platidesminio (6) en dictamnina y
en skimmianina (4)

(6)

El conjunto de las experiencias anteriormente mencio­
nadas permitieron establecer que 2,4-dihidroxiquinolina, forma­
da a partir de ácido antranílico y ácido acético, era precursor
directo de los alcaloides furoquinolínicos. Sin embargo, dichas
experiencias no permitieron
de C42 y C-3

establecer el origen biogenético
(ver pag 14 ) de las furoquinolinas.

20
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Además de las teorías de Robinson , Wenkert , Ghosal

y Bóit , ya mencionadas , habían sido enunciadas algunas hná:e—
sis acerca de la biogénesis de esa porción del anillo furénico.

Una de ellas es la de Geissmann et al, (1952), quienes

postularon que el anillo furánico se formaría a partir de un ceto­
alcohol fosforilado, que se condensaría intramolecularmente con
un hidroxilo adyacente para dar un ceto furano, que por reducción
y deshidratación daría el furano. La secuencia de reacciones se
puede representar mediante el siguiente esquema:

.íl / ¿EPe [H Í —a I OHOH O

\ I I /
Algunas de la restantes hipótesis prOpuestas tienen

en comúnla idea de que en la biogénesis del furano existiría
un intermediario isoprenoide.

Un cierto grupo de productos naturales que son esencial­
mente no terpenoides contienen unidades isoprénicas en su estruc­
tura. Estas sustancias pertenecen a diversos tipos moleculares,
pudiendo ser derivados de benceno, naftaleno , cumarina, quinoli­
na,etc , y son por lo general componentesde plantas superiores
o, menos frecuentemente,metabolitos de hongos.

Ciertos miembros de ese grupo de sustancias pueden
poseer más de una unidad isoprenoide de 0-5, Que pueden estar
unidas a un oxígeno, o a un nitrógeno o a un carbono del.esque­
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Bs frecuente la asociación , en una mismaplanta ae los
compuestos del ti,o mencionadoy cocpuestos furánicos, y tanoién
lo es el hecho de ¿ue el anillo furánico no sustituido y le unidad
isoprénica estén unidos al mismoesqueleto carbonado central (Anejaetal,

Las hipótesis que costulaban un intermeuiario isoprenoide
se han basado en las coincidencias mencionadas.

Ademásdel grupo dimetilalilo, el egóxido o el glicol co­
rresgndiente pueden encontrarse comosustituyentes isoprenoiues, co­
mopor ejesplo en byexangelicol y byakangelicina (Aneja et al, 1958)

ByakangelicinaByakangelicol

‘\\

/Lo

0 HCíFI
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Según Aneja et al (1958), por ciclación de este tipo
de compuestos, podrían formarse estruCturas comola de marmesi­
na (Chatterjee et al , 1949) o balfourodina (Hapoport et al ,
1959,1960). La ciclación oxidativa ha sido realizada in vitro
para amboscasos, utilizando los precursores apropiados (King
et al , 1954,; Bowmanet al, 1967 , é )

(y) ¡40 harmesina

Balfourodina

____¿> l

C H30 ¿“H3 CH30 ÓH3 H
Es también significativo el hecho de que se haya sin­

tetizado y aislado el epóxido correspondiente a la 3-dimetilalil
2,4-dimetoxi-7,8-metilendioxi-quinolina, por tratamiento de és­
ta con ácido peroxicanfórico, y que dicho epóxido haya sido,a

su vez,transformado en el producto natural orixina (Bowman33
_a_i, 1967, a ) I

(X3H3

o OCH3
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OCH3 ‘

—__> HO

o ‘ OCH3 OH
,0 Orixina. \

CH2

Spath postuló en 1937 un origen isoprenoide para el
anillo de 4 C del furano; estos átomos de carbono junto con un
carbono del anillo bencénico central, constituirían una unidad
isoprénica, por ejemplo en el caso de psoraleno (7) ;

a.

Sin embargo, esa suposición no era consistente con su
idea acerca del origen del anillo bencénico en cumarinas simples

I . . l . ..y en las que tenian una unidad isoprenica sustituyente, ya que
en aquellos casos le asignaba un origen a partir de hidratos de
carbono.

_ Haworth propuso en 1937 que el anillo furénico no sus­i
tituído de las furocumarinas comoangelicina (8) y psoraleno (7)
provendría de la ciclación de estructuras c0mola de osthenol

o 7-demetil suberosina (9) (ver pag 28 ) respectivamente, con
posterior pérdida del resto isopropilo. Dicho proceso puede re­
presentarse por el siguiente esquema:
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\
‘\\

H o “O

Osthenol \ Z
O

(8)
‘\\

Continuando con las hzótesis isoprénicas de formación
de anillos furánicos, Birch , en 1958 sugirió que los benzofura­
nos se formarian por una reacción retroaldólica, seguida de re­
ducción y deshidratación: (B)

HOW-rw —>“33
CH3COCH3

El autor mencionado, y simultáneamente Aneja et al ,
(1958) hicieron extensiva la hpótesis del intermediario isopre­
noide a las furoquinolinas.

Las primeras experiencias que revelaron que el ácido
mevalónioo era un precursor cercano de estructuras terpénices

fueron dades a conocer en 1956 ( Wolff et al , y Tavorimina EE
a_1,).

¿neja et al, (1958), enunciaron la hipótesis que invo­
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lucraba al ácido mevalónico (lo) comoprecursor del anillo fu­
ránico de furocumerinas y eventualmente de furoquinolinas. Según
esta hipótesis la pérdida ce la unidad de 3 C sería previa a la
ciclación. El primer peso de este caminobiogenético sería la oxi­
dación a aldehido del grupo alcohólico primario del ácido mevaló­
nico (lO) . El intermeüsrio así formado(ll) sufriríe deshidra ­
tación formándose una doble ligadura Ci, p respecto del carboni­
lo aldehídico. Este sería a su vez el que etecaría la posición ac­
tivada del compuestofenólico:

CF13/
——9 ——>

HOCH2 COZH CHO 02H CHO COZH

(lo) (ll)

Por sustitución en la posición activada del producto fe­
nólico y descarboxilación , se llegaría a un compuesto que podría
considerarse comouna etapa primaria, a partir de la cual podrían
‘ , . . I . .. Iaerivarse compuestosdimetilelilicos, y sus corresponoientes epo­
xidos y glicoles, ya mencionados. También podría dar origen a de­
rivados del ácido senecioico, comola glebra lactone;

CH3

COZH + Ho H0
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\
Glabre
lectona

c H3O

Dimetil alil derivados, epóxidos y
glicoles.

El glicol formado a partir de la mencionada estruc3u—
re primaria, podría sufrir una ruptura oxidativa, dandoun alde­
“ido, que se ciclaría y deshidrataría al anillo furánico:

o l —r
HO Ho H0 HO O

Para formular este escuemabiogenético, los autores
se basaban en la existencia de compuestascomoel ácido micofe­
nólico,que podrían derivarse de una secuencia de reacciones si­
milar a la propuesta, seguida de la oxidación del grupo aldehido
formado;

.\I



Aneja et al (195o), consiguieron preparar psoraleno (7)
in vitro, siguiendo le ruta biosintética yor ellos propuesta:

\ \ O3 \ \m CHOHol/ \
(9)

kf///Acidopolifosfórico
(7)

Actualmente es bien conocida la biosíntesis de ácido me­

velónico (lO) (Bernfeld, 1967) (Ferguson et al, 1959) , que puede
ser representada por el siguiente esquema;

CH3ÉOSC0A “o H3

+ ———>
COZH COSCoA

CH3COCH2COSC0A i

HO H3 íHo H3

* <}_______

COZH CHZOH COZH H0

(lo) __ (11) J



a

Bs evidente, entonces, ¿ue el ácido mevéldico (ll) es
un precursor de ácido mevalónico y no su derivado, comopostula­

1956) (ver pag 26 )./\ron Aneje et al
Asimismo está bien estaolecido que previamente e su

incorporación en terpenos y esteroides el ácido mevaiónioo se
transfo.ma en pirofosfeto de isopentenilo (12) el cual está en
equilibrio con su isómero, el pirofosfeto de limetilalilo (-3)
(Bernïeld, 1967).

Ho r H3 HO CH3 H0 H3

O _9 e
HO-CHZ COZH P-O-CHZ coZH PDO-S H2 COZHii g /

(l ‘ ,0)
CH3

A PP'O H3C

PPC/“HZ . \ H2<_ '
(12) _ ­

PPO Cá‘Hz COZH

H 13

PP-O/g 2 {// CH3 ( )
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Es por lo tanto más razonable suponer que los deriva­
dos isoprenoides de quinolina, cumarina, etc, ya mencionados,
no se biosintetizan a través del intermediario propuesto por A­
neja et al (1956) , sino de pirofosfato de dimetilalilo (13).

Floss et al (1966), estudiaron la biosínteis de la fu­
rocumarina pimpinelina en Pimpinella magna. La piapinelina radiac­
tiva aislada de un ejemplar de dicha planta, al que se había ino­

.. . 14 I , . r . .culado áCldo mevalónico-4- C, fue oegraaaoa por ozonóliSis:

I-gco cmo
CH3O 03 CHgO HO

o HO
CHO

Pimpinelina

El aldehido obtenido contenía el 11%de la radiactivi­
dad del producto de partida, lo cual indica, que la mayor parte
de la radiactividad estaba localizada en el C-CXdel furano. Es­
to era de esperarse, si se suponía que la incorporación de meva­
lónico en la furocumarina tenía lugar a través de pirofosfato
de dimetil alilo.

A pesar de comoya ha sido mencionado acetato es pre­
cursor de ácido mevalónico, Monkñvic'et al (1967) no obtuvieron
incorporación de radiactividad en los C-2 y 0-3 de dictamnina
(3) , ni tampoco lo observaron Matsuo et al , (1966) en skimmia­
nina (4) al efectuar inoculaciones con acetatoí-l4c y 2-140.

Según los primeros autores mencionados esto se debería



a que el acetato es consumido muchomás rápidamente para la oiosín­
tesis de quinolina que para la de ácido mevalónico (lo).

También fueron negativos los resultados de la experien­
cia realizada con mevalónico-4-¿4C por Monkóviéet al (1967).

Otro resultado fallido de incorporación de acido meva­
lónico en furoquinolinas, ha sido comunicadopor Atkinson et al
(ver Collins et al—, 1969).

Collins et al, (1969), demostraron que 3-(3,3-dimetil­
alil-l-l4c)—4-hidroxi-2-quinolona es un precursor eficiente de
dictamnina (3) y de la sal de platidesminio (6). La distribución
de radiactividad encontrada mediante la degradación de la dictam­
nina, puede representarse por medio del siguiente esquema:

(3)

Bs evidente por lo tanto, la existencia de un interme­
diario isoprenoide. Queda por ver de qué manera se forma dicho in­
termediario, y cual es el mecanismode ruptura que conduce al ani­
llo furénico no sustituido. (ver pag 73 ).

Qiment et al, (1969), han conseguido preparar dictam­
nina (3) a partir de platidesmina (14) por tratamiento de este
compuesto con tetraacetato de plomo en presencia de iodo.



L‘

CCH3\\
————>/

H
(14)

m

trabajo es el siguiente;

[WH —-e

w
+

CH3COCH3
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4- mecanismopropuesto yor los autores del :encionado



Para formuiar este mecanismo los autores se han basado

en gue le descomposición de los higohalitos de alquilo sigue un
curso similar. Sin embargo , la descomposición fotoquimica del
hipoclorito correspondiente a platidesmina (14) rindió solamente
trazas de dictamnina (3).

Es interesante al respecto el hecho de que platide mi­
na pudo ser sintetizade in vitro por ciclación oxidati v

3,3-dimetilalil-4-metoxi-2-quinolona) (Bowmanet al, 1966)

\ / LC.
-. .>.erox1- ,z

H 'urico '
(14)

P
la H

Comoya ha sido mencionado anteriormente, éste parece
ser el mecanismopor el cual se forman biogenéticamente los deri­
vados de isopropil dihidrofurano. (ver pag 23).

La conversión de platidesmina (l4) en dictaznina (3)
realizada por Dinent et al , (1969), no tiene necesariamente sig­
nificado biogenético, daáo que las condiciones en que fué reali­
zada neran similares a las fisiológicas. Sin embargoes signifi­
cativo el hecho que platidesmina se encuentre junto a dictamnina
en algunas pla tas comopor ejemplo S. ¿agonica o Zentnorillum
perviflorum (Diment et al , 1967). En estos Casos platidesmina“
podria ser un precursor ae dictamnina a través de un mecanismo
similar al mencionado. (ver pags-325r 23 )
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l) OBJETO DEL TRABAJO REALIZADO

El objeto principal del presente trabajo consistió en
tratar de establecer el origen biogenético ae ios 3-2 y 3-3 cel
alcaloide skimmianina (4) y al mismotiempo tratar oe confirmar
los resultados obtenidos para éste y otros alcaloides similares,
¿ue ya han sido mencionados en capítulos precedentes.

OCH3\\ 3

C1430 \ ,// ,JJZ
CH3

'ias evidencias experimentales conocidas en el momento
en ¿ue fué comenzadoeste trabajo , pueden resumirse de la siguien­
te manera: se conocía el origen biológico de la gorción guinolí­
nica del alcaloiae, dado ¿ue se había comprobadoque dicha frac­
ción provenía de los ácidos antranilico y acético; se desconocía
el origen de los carbonos furénicos , aún cuando se sospechaba
la existencia de algún intermediario isoprénico.

La existencia simultánea en una misma planta de compues­
tos con anillos furénicos y de otros con restos dimetil alílicos,
unidos al mismotigo de es¿ueleto carbonado central , favorecian
la hipíesis del intermediario isoprenoide (ver pag El). Apoya­
ba esta idea el estudio de la biosíntesis de la furocumarina
pimpinelina a partir de ácido meValónico, en el cual se compro­
bó que el C-o( del anillo furénico derivaba de ÉClgOmevalónico

(lO) (ver pag 30). Sin embargo se había encontrado que, a pesar
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de ¿ue acetato es precursor del ácido meValónico (lO), no era
incorporado en el anillo furénico de la sximdianina (4) y la
dictamnina (3). Otro dato contradictorio consistía en la no in­
corporación de ácido mevalóniCO-4-l4c en dictemnina (3) (ver pag
30 ).

Teniendo presente estos conocimientos se ¿royeotó el
estudio de la biosíntesis del alcaloide skimmianinaen la plan­
ta Fagara coco, tratando fundamentalmente de determinar el ori­

ico de los 0-2 y C-3 del compuesto mencionado.
Para llevar a cabo nuestras investigaciones se optó

por el método de inyectar en un vegetal vivo una sustancia radiac­
tiva sospechada de jugar un rol precursor en la formación bioló­
gica del producto natural en estudio. La planta es luego mante­
nida viva y sin variar sus condiciones durante un lapso pruden­
cial cono para considerar que la sustancia inoculada ha entrado
a forzar parte de los procesos biológicos del organismo vivo.
Posteriormente la planta es cosechada, secada y molida procedien­
dose a la extracción y purifiCación del compueSEOen estudio,
el cual , en el oaso de poseer radiactividad, es sometido a reac­
ciones de degradación con el objeto de determinar en ¿ué posicio­
nes se localiza la radiactividad.

En la crimera serie de inyecciones, realizada en diciemp
bre de 1968, se inocularon a sendos ejemplares de E. coco , ace­

. .1 . .' . I . . - r .tato de sodio-l- C, Iormiato oe sodio- C y aCido meVaionico—

Ya fué mencionada la posible causa por la cual acetato
no se incorporaba en el anillo furénico de dictamnina (3) en D.
¿lbus (ver pag 30)



36

'esar de ello, se decidió efectuar una inoculación
de acetato-l- IC, confiando en due el ¿etabolismo de dicha sus­
tancia en F. coco podría ser distinto al encontrado en la glan­
ta D. albus de manera tal ¿ue se grodujese ácido mevalónico
a partir de acetato radiactivo a una velocidad suficientemente
grande comopara que fuera incorporado en skiimianina.

La necesidad de una inoculación con ácido meValónico
14(lo) marcado con C en algunas de las posiciones adecuadas e­

I
ra bien evidente. ElieampuestoFmarCaio en la posición 5 fue sin­
d­ etizado cor nosotros, según la técnica de Conforth (1959 . La
ctividad total disponible era muypeque;a por lo que el éxito(P,

de la experiencia se consideró poco probable desde el comienzo.
Los resultados obtenidos confirmaron esta presunción ya que la
skimmianinacorrespondiente a esta experiencia resultó práctica­
mente inactiva.

33 conocido el hecho de que la cadena lateral de 2'C

en la posición 24 de esteroides vegetales como 63-sitosterol
o stigaasterol, deriva de formiato o metionina (Bernfeld, 1967L
Ia inoculación de formiato de sodio-140, se realizó contemplando
la gosibilidad de ¿ue dicha unidad de l C fuese precursora de
los 3-2 y C-3 de skimmianina (4), sibien se había encontrado que
en el caso de la dictamnina toda la actividad incorporada a gar­
tir de metionina S-metil -l4C, estaba localizada en el grupo me­
toxilo.

En la segunda serie de inyecciones, lleVada a cabo en
diciembre de 1963, se administraron a ejemplares de la planta
mencionada, ácido mevalónico-5-;4C (adquirido a una firma comer­

14ciaD; (¿cdo mevalónico-4- C (proporcionado por la División Mo­
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l_l4
dos últimos COLyueStOSsintetizados 30? nosotros.

.. .. . 1.. -14 ...I. .
C y ÉClQO3,3-dime311 acrilico-l— C, naciendo Sido estos

Dado¿ue existían ciertas dunas sobre la facilicad
con ¿ue el ácido meValónico podía metabolizarse en el sitio de
biosíntesis del alcaloide ya ¿ue no se había encontrado incorpo­
ración del mismo en nuestra experiencia previa con ácido meva ­
lónico marcado, y lo mismo había sucedido en otros casos ya men­
cionados (ver :ag 30 ), y como sepensaba que la no incorporación
del ácido mevalónico godía deberse a la lenta formación de piro­
fosfato de dinetil alilo a partir de dicho compuestoen el sitio
de biosíntesis del alcaloide, se decidió por ello inocular,
ademas ue acido mevalónico-4-l4c y 5-14C, alcohol 3,3-dimetil
alílico-l-14C.

Debido a la existencia de productos naturales deriva­
I . ..dos del acido 3,5-¿12 til acrílico, similares a los ya menciona­

v r
e

dos de dimeril alilo ( pag 21), comopor ejemplo la glabra
lactona ( Aneja et al 1958) :

\\\ ‘\\ '//L:Q?//fi\\ÏÉOZH
Acido 3 3-dimetil

CH3O o ’acrílico

Glabre lactona

y a la existencia de hïótesis biogenéticas según las cuales el
resto isoprénico actuante sería carboxílico (Birch et al, 1958),
(Aneje et al , l958), se realizó la inoculación del ácido 3,3­
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¿imezilacrí¿ico-1-’4c, con el objeto e" lc¿rar información acer­
ca del 00uportaniento de éste aciuo en el ¿receso bioiógico de
formación Cel alcaloide en estuaio.

1s bien conociuo e; Lecno ¿ue el ¿cia nevalónico esu

grecursor ae esteroides (Clayton, 1965), y dado
se ha descripto la presencia ¿e ggtsitosterol, se consideró in­
teresante, en el caso que ei anillo furánico tuviera un origen
isogrenoide , couparar las incorgoraciones específicas de las
Sustancias uarcadas utilizadas, en el esterol y el alcaloine,
para tener una idea de las velocidades relativas de biosíntesis
de ambos comguestos. Bor otra parte el hecho ce gue B-sitosteol
resultara radiactivo indiCa ía ¿ue los grouuctos inoculados ha­
bían entrado al metabolismo general de la planta.

Por las razones mencionadas, se procedió en cada ca­
so al aislamiento y gurificación y medición de la radiactiviáad
del Q-sitosterol .

2) IKOCULnCION DE LnS SUSTANCIAS RADIACTÏVAS

Para realizar las inoculaciones se aebió trasladar los
productos radiactivos a la lOCalidad de La Calera (pcia de Cór­
doba) donde abunda la planta Eagara cogg en estado salVaje.

Fueron elegidos para ser inyectados ejenplares jóvenes
de Eegara coco ae aproximadamente 2 mts ae altura , que tuvieran
abundante follaje,dado ¿ue la sximmianina se encuentra en mayor

\cbncentración en las “ojas.
según ya fué mencionado se realizaron dos series de

experiencias con productos radiactivos y en cada una de ellas
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se e;;leó un método distinto de inoculación.
l¿n la primera serie, el aétoio consistia en realizar

con una a¿uja de coser comúnun estrecho orificio ¿ua atravesa­
ra el tallo de la planta , a través del cual se hizo QaSarun
Lilo de algodón cuyos extremos eran lue¿o sumergidos en la so­
lución de la sustan ia radiactiVa. jste métodopresentaba el in­
conveniente gue parte de la sustancia radiaCtiva podía no ser
absorbida jor la planta al ¿uedar depositada sobre el hilo por
evaporación del lí¿uido que circulaba a través del mis:o.?ara

sninuir este riesgo se efectuaron varios lavados con agua des­
tilada, después que la totalidad de la_solución había sido absor­
bida . (ver pag-42 3/ 100)

En la segunda serie de inoculaciones se utilizó un dis­
positivo que permitía introaucir la sustancia en la planta direc­
tamente desde el reservorio, a través de un tubo de vidrio (ver
pag 42).

Este método ¿resentaba la ventaja adicional que la
entrada del liguido en la planta era algo mas rapida que en el
método anterior, lo que disminuía la probabilidad que parte de
la solución se derramase debido a los movimientos que por acción
del viento llegara a realizar la planta.

3) AISLAMIEJTO Y PURIFICACICN DE SKIMRIANINA (4). hBTODO GENERAL

Después de transcurridos doce días a partir del momen­
to de la inoculación, las plantas fueron cosechadas y translada­
das a nuestros laboratorios, donde se procedió a su secado y mo­
lienda. El polvo así obtenido fué humeuecido con carbonato de



sodio acuoso y luego extraíco con éter ue petróleo en un aparato
de extracción continua. La solución fuá luego concentrada a pre­
sión reducida y extraída con áciáo clorhídrico 6 N.

Los extractos acidos unidos fueron lavados con cloro­
formo y luego alcalinizados y extraídos con ese mismosolvente
hasta reacción negativa de alcaloide en el último extracto clo­
rofórmico. La solución clorofórmica fué evaporada al vacío, ¿ue­
dando un residuo aceitoso oscuro. Este residuo se trató con me­
tanol, formándosecristales amarillentos, que fueron separados
por filtración luego de una noche a 0°. El precipitado obteni­
do fué recristalizado del mismosolvente hasta constancia de ra­
diactividad. El producto fué identificado comoskimmianina por
ocuparación de su pf y espectro IR con los de muestra inactiva
auténtica previamente identificada mediante RMN.Espectro RMN

de skimmianina en C13CD(ver pag 52 ) : 4,01 (3 protones, singu­
lete, OCH3en 0-7 ó 0-8); 4,12 (3 protones, singulete, OCH, en
C-7 ó C-8); 4,37 (3 protones, singulete, OCH3en C-4); 6,98 (l
protón , doblete, J 2,5 c/s, H-3); 7,21 (1 protón, doblete, J
9,0 c/s, 5-6); 7,54 (1 protón doblete, J 2,5 c/s , H-2), 7,97
(l protón, doblete, J 9,0 c/s, H-5) (Robertson, 1963).

4) AISLAMIENTO Y PURIFICACION BEL <3-SITOSTERCL. METODO GENERAL

La solución etérea remanente de la extracción con áci­
clorhídrico fué lavada con bicarbonato de sodio acuoso, seca­pl O

p. m con sulfato de magnesio y luego evaporada al vacío hasta se­
quedad. El residuo correspondiente fué sometido al proceso de
extracción de su‘tancias insaponificables (ver pale3 El mate­
rial así obtenido fué purificado por cromatografía en columna

40
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de eiúiine, eluyendo sucesivGLente con eter ue petróleo y bence­
no. Las fracciones bencénices ¿ue contenían -sitosterol fueron
unidua y eVHpornuns. ¿l producto rosultunte fué trhtnoo con me­
tenol foruándose un greczútado amarillento pastoso, ¿ue fué se­
parado -or filtración.

e

En los primeros enSuyos, realizados con uaterie
tivo, se ooservó ¿ue dick precipitado no ere purificable por
'3 (D 0 r)‘istalizaciones sucesivas, obteniéndose después de cede una
de ellas un producto blanco, 9ero de bajo of, con valores que
oscileban entre ¿o y 100°.

Se procedió yor lo tento e rotar el groducto i ,uro
con ennidrido acético y piridine, sugoniendo ¿ue el acetato de
6 - sitosterol sería más fáciiiente segeruble de las sustancias

que lo inpurifiCaben.
31 producto resultante de la eoetileción Iué souetido

e reoristelizeciones ue etanol, con un resultedo análogo el en­
terior, es decir el of del producto germaneció'en el intervalo
70-1000. flor cromatocrefía en Cage delgada de alumina se obser­
vó le presencia de dos manchesprincigeles, de les cuales sólo
le de menor RÍ debe reacción de esteroides.

Le se ¿ración del acetato de É;—sitosterol de les sus­
.'(i

tincias que lo imgurifiCeben se llevó acabo m diente crOmatogre­
fía.preperative en placa de ¿lúdine (ver pag 104).

Por elución de le franja de menor Rf y evaporación del
solvente se obtuvo un producto ¿ue luego de recristalizedo en
etanol, fué identificado comoacetato de Gi-sitosterol, go cou­r
pareción de su of y espeCtro IR con el de una muestre auténtica .
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a) OKIDiCIONA ACIDCszïiizixïco (5). ¿secs Grazaii

Una solución ue skimmianina (4) en acetona a bullición(L‘

fué tratada con germanganato de potasio sólido en peguenas porcio­
nes. El residuo de dióxido de manganeso formado se separó por fil­
tración y se lo extrajo con carbonato de sodio acuoso, solubili­
zándose de esta manera la sal sódiCa del ácido skimmiénico (5)
(ver esquemaen pag 49); el mismofué precipitado al acidificar­
se la solución . El producto se filtró y secó al vacío y luego
se recristalizó de acido acético glacial hasta actividad cons­
tante. La identificación del producto obtenido se hizo mediante
comparación del 9.5. y espectro IR (banda fuerte 1700 cm-l) con
el de muestra inactiva , que a su vez se había identificado por
RMN.Espectro RMNdel ácido skimmiénico (solvente; acido trifluor­

acético): 4,25 ( 6 protones, singulete, CCH3en 8-7 y c-8 ) ; 4,60
(3 protones, singulete, CCH3en 3-4 ); 7,58 (l protón , doblete
J lO c/s, H-ó), 8,3 (l protón, doblete , J lOc/s, H-5).(Ver pag. 52).

12,diferencia entre la actividad específica milimolar
de la skimmianina y la del ácido skimmiénico (5) sirve para cal­
cular la radiactividad localizada en el C-2 de skimmianina(ver

mag 4g )..gesquema en

b) DESCáREOXÏLACION DEL ACIDO SKIMLIANICO A 7,8-DIXBTCXI-2,4-QUI—

NOLINDIOHA (15) r

Para realizar la descarboxilación del ácido skimmiánico
(5), se calentó a reflujo una suspensión del mismoen ácido clor­

\hídrico 6 N, durante 3 h. (ver esquema en-pag 50 ;. El anhídrido
carbónico formado fué arrastrado mediante corriente de nitrógeno



:ue burbujeaba a través de la mezcla reaccionante. Breviamente
. _ r . .I H, .... 1 \. ¿_

e su entrada en ei balon de reacc10n el a2 se guflIlCO mediante
pasaje por distintos frascos lavadoras. Primeramente se lo hizo

ar por un tubo en U conteniendo cal sodada con el objeto des

retener cualquier impureza gaseosa acídica q e pudiera contener

2en particular anhidrido carbónico, que dilui ía el CO radiacti­
vo iormado en la reacción, lo que introduciría un error en los
correspondientes cálculos de la actividad específica del mismo.
Luegose lo hacía pasar a través de éci'o S"lfúrico concentr
y posteriormente por una solución saturada de hidróxido de bario
con el objeto de controlar la ausencia de anhídrido carbónico en
el gas que a continuación pasaría a_través de la mezcla reaccio
nante.

31 balón donde se realizó esta reacción estaba acopLa­
do a un sistema que permitía capturar comoCOBa el anhidrido car­

3
bónico formado,a medida que se iba produciendo, por burbujeo en
¿na solución saturada de hidróxido de bario (ver pag. 50‘.

Una tez finalizada la reacci'n , el carbonato de bario
formado se filtró , se secó y midió su radiactividad mediante su
transformación en carbonato de Eyamina (ver pag 96). La radiac­
tividad del carbonato de bario corresponde a la del C-3 de skin­

49).mianina (ver pag
Las condiciones que estaban descriptas en el trabajo
r

ácido clorhídrico concentrado. Es de hacer n tar que en el tra­
bajo mencionado no se requería colectar el anhidrido carbóniCO
que se desprendía , sino que sólo se procuraba obtener el deriva ­
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w­ne solución ¿e ¿ciao clorhilrico o h (c = lo fl) además
de cumglir las coneiciones entes mencioneias, produjo una fácil
iescarboxilación del ácido sniumiánico, lográcoose el resultado

Une ve: ¿Lneli"eie la reacción ¿o ceseerboxilsció“,
l o aciie remanente en el.balón fue concentrada y enfria­
da , ¿recigitendo entonces un producto blanco, cuyo o: coincioía
con el descrigto ¿or ¿s nine et al (1030) para eH ’L '15o p S”­ (J d O ‘J fl)

.¡deseerboxilación ¿el ácido skimmiénico, ¿ue segun dichos autores
era la 7,e-diuetoxi-Z,4-dihiuroxi¿uinoline. Sin embarvoel espectro
IR del ¿reducto obtenido no presentaba le absorción caracterís­
tica del grugo niuroxilo, apurecienuo , en onzbio, la correspon­
diente al Carbonilo (loñO, 1635 cm (i) ) y el KE de caida (3200
cm-l (m) ) (ver fis en 95554 ). Estos datos indiCen cue dicha
sustancia sería más correCtamente descripta coso 7,0-oimetoxi —
2,4-¿uinolindiona (15) (ver es¿nema en gag 49 ). ¿l esgeCtro
.¿R obtenido para dicho grooucto en ácido trifluore'U

siguiente : 4,20 (3¿protones, singulete, OC}:3en
4,28 (3 protones, sin¿ulete , CCH3en C- ó 0-8) ; (
tón , doblete, J 2'c/s, H-3); 7,51 (l protón , doblete, J lo c/s
5-6); 8,25 (l protón, dob et

La actividad de este {roducto representa le correspon­
diente e le skimmianina menos los dos carbonos sel anillo furé­
nico y por lo tanto serviría para confirmar los resultados obte­
nidos individualmente para éstos.

c) REDUCCIONDE SKIMEIANINAA_4,7,B-TRILETOKI-j-STIl-Z-¿UINOIONA (16)



hidrogenaCo en aresencia ue Hth, utemgeratura ambiente , a le
presión nc l atmósfera. 3; groducto obtenido (lo) fué identiii­

o medierze la COLDfiTuCiónde su pi y espectro IR (3100 cm
Y”. r . 1.,_ "l ,¿\ao mn a lthO, -090 Cm \l¡ corresoon­

zuso carbonílo) (ver Íig en geg 53 ), con los de mues­
I . . . I .. . .‘. . .tre autentLCa inactiva, ¿ue nabia 31:0 identiiicaca preVienente

uoor RLN. ¿spectro ELNdel grod ct‘ o reducico (33313); 1,24 (3 pro­
ones, triplete, J o c/s, "" ‘; 2,72 (2 protones, cuadruplete,v: j

3

8 c/s, GHZ); 3,98 (9 protones, singulete, OCR 4, 7 y 8); 6,90,

d

3?
1 orotón doblete J 9 c s, H-ó,‘ 7 52 ’l protón doblete J- a 1 1 v k 1 1

k0AC... C/s, H-B}; 9,30 (l protón , sinualete, H-l).
Tanto la obtención de 4,7,8-trimetoxi-3-etil-2-quinolo­

na como su oosterior oxidación por el método de ¿unn-Roth, fueron
realizados únicamente en el caso uel alcaloide proveniente de la

. . A . .. 14experienCia con :ormiato 38 SOQlO- C­

d) OXIDACICX DE 4,7,8-ÏRIMET XI-B-ETIL-Z-¿ÜINOLONA MÉDIANTEEL

3; groducto anterior fué tratado con una solución de
trióxido de cromo en ácido sulfúrico diluíoq a la empereture
de ebullición ver pan 119 . En esas condiciones se orodu'eronD 4.

éCido acético y ácido grooiónico, ¿ue fueron arrastrados jor des­

tilación con vapor de agua. La mezcla de los ácidos acético y
propiónico fué segareda mediante cromatografía en columna ce á­
cido silícico. Unavez separados, los ácidos fueron convertidos
en sus correspondientes l-naftilamidas, que fueron purificadas
por sublimacióny recristalización y utilizadas para las medi­



Clones ce PhüluCÉlVlQad.
" ' ' ' '- '\‘ ., ',. . ,,<-' _, - —. , .‘ ,. .. ,­ga TüQlCCÍlVlQBQ Gel 69140 uCGolCO uJÏÏGSJUJJS u la

‘e loe C-2 y C-j del elcaloide y la ¿el JTOgióniCOa la de los

3-1;, 3-2 y 3-3. (ver esouema en p:¿ 49 )

e ) DEE/¿SÍILACÏCK .‘KILL; 5.3.7315. COÏ‘.‘¿ACIDO YC‘JÏÏIDÏLZCO

¿sta segregación fué epiiczoa únicamente en el ceso
alcaloide ¿roveniente ue la exgeriencia con formiaïo ¿u 50;-0

El ulceloide fué ueiezilado gor tTuÏELiento con ácido
yodhíárico a reflujo. El yoduro de metilo :oraado fué a r¿szr¿—
do con una corrieute de N purifiicado que burbujehoa en la :ez­
ola de reacción. La corri nte faseosa emergente del balón de re­
acción , se hizo 9883? yor una solución de sulfato de c daio ,
cuyo objeto era captar el yocuro de hidrógeno que gudiera ser
arrastruuo por dicha corriente, y luego por una solución de tio­
sulfato de sodio, cuya misión ere eliminar el yodo ¿ue Juáiera

tO O fi fl FJ. (D :3haber sido arrastrado. Luego la e
una solución de trietilamina en etanol absoluto donde el yoéuro
de metilo se combinaba con aquélla para dar yoduro de metil trie­
il amonio. Después ue aislar y yurificar este último productod

se midió su radiaczivioad, ¿ue regresentaba el Promedio de le
radiactivioad de los tres uetoxilos gresentes en la molécula de
skimmianina.(Verlfig. en pag. 51).
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n _ -..,-_.,.¡... - . ,'. .;. .'- _ ¿n _.',‘.',‘. -__¡ :‘A.':0? u:=t=¿¿cnuo 003 cC;dO ¿OS¿OT;vO afl;¿u30 un l¿OcCO

- ' - . '.-._- ‘ 14,1 . :...’ , -¿7 - ..1 .’ . _- .. -AeL hClüO CC8u¿CO-L- V, ¿ue ¿ud u33u¿¿uuo u¿VhC;O Q€3¿hnuc un
- . 4 _' ' - l.“SlSÉeLü ¿ue 35?;¿t;0 TCCO

lugar las sucesiVas reacciones x“
lá

cezato ue etilo-l- ‘3. Dichas reacciones consisgieron , en ¿ri­
Ler lu¿¿: , sn u tr<t=_1enzo con arzozomuro “e -ó foro y OTOLO,

31 brozoészer fué oisuelto en benceno y
bre una soLución de triienil fosfina en ese uis;o solvente.

..‘1A; broma? de Curbetoximetil-trifenil-ïosfonio rháiac­

i . - .. . .' ' ‘ .. . ._ » . - . r- ,»..' . v. —-,'- 4 ‘CIE-G.0JO? C “¡ICAÏ'GCLOÏI Qe Sd. ¿J .L con dl de una: Láucatrf- ¿1uuer¿t¿0k

A; ¡reducto antÏlOC se aisovao cn c349 y esta ¿Olu­
I . - I _ _Clon dn;?-suu J 0° c ¿Lcn¿;n1¿o ¿0‘ ¿enzo a-rc¿coo ¿e nloróxl­
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cerba:oxi—¿etilen trifenil iosjorsno ( 20 ) ¿or comparación de
su , j con el ae una ;uestre ineCtiVe auténtica.

¿ste jroducto fué uividido en dos l.orciones iguales
y Cada una ue ellas fué sometida a reacción con ecetonh en tubo
cerrado , a 100°, gara dar 3,5-diaetilacrileto ee stilo-l- C
(21}, identifiCedo en Cada ceso por comgaración de su espectro
IR con el ee muestre auténtiCa . 51 groducto inactivo greviamen­
te greperado fué además identificado por su esgectro RMN.Espec­
tro 53Kdel 3,3-dimetilecrileto de etilo ; 1,24 ( 2 grotones,

triglete, J e c/sÏ, CH};1,85 (j protones, doblete, J 2 C/s, 3H3
trans); 2,11 (5 prOtones, doblete, J 2 c/s, 335 cis) ; 4,10 (2
protones, cuadruplete, J o c/s , CH) ; 5,62 ( l protón, multi­
slete, E-Z). (Ver pag. 59).

La reacción de ¿mbás gorciones del Iosforano con ecc­
tona no fué realizada si ulténeenente, sino inmediatezcnte entes
de utilizar el 3,3-diletilecrilato de etilo.

El producto de une oe las reacciones fué tratado con
nidruro de alueinio y litio obteniéndose alcohol 3,3-diletil e­
líiico-l-l4c (17), identificado yor comparaciónde su espectro
13 con el de nuestra auténtica inactiva e la que se habia iden­
tificado yor su esgeCïrO RMN.¿speCtro RMNdel alcohol 5,3-dime­
til elílico; 1,26 (3 protones, doblete, J 1 c/s, CH rans) ;

3

1,70 (3 protones, doblete, J lc/s , CH3cis ); 5,00 (l protón,
singulete, OH) ; 4,20 ( 2 protones, doblete, J 7,5 c/s, CH2)',
5,5 (l proton., multiglete, 5-2). Comosolvente fué utilizado

ClBCD. (Ver pág. 60).
La otra porción del ester fué tratada con hidróxiuo de

.. 1‘ _. .A . (k ¿.I l . _ .I- g .. _¡ .80310 acuoso, rinlienao la sei SOQlCh131 ¿oido seneciOic -l- C
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p.pm/mm,lo que represente el 100 fl de le aotividaï
de de partida.

w­ph actividad del Carbonato de bario proveniente de la

t descarboxileción del ¿cid skiemiánico (ver pag 43 ) era de 4,83 x
lO3 age/LM,mientras que la 7,o-¿imetoxi-Z,4-quinolinüiona tenía

;. e A 5 . D A” , ‘ . . . .. .na act esp ae 3,03 x lO ng/L¿ (ya p ae la ect esp ¿e s¿1mmle­s:

nina).
La actividad del acetato de 5 —sito¿terol obtenido en
. . . ,, W 5 2 Heste exgerlenc1a era ue 7,00 x ¿O aga mmlo que regresente una

incorporeciór esaecíïiee de 0,04 fi.p

2) EXPERIEKCIA CON FCRLIATO DE SODIO-l- C

1 lhga en este Caso tenlu una eczivi­

dad específica ¿e 5,93 x lO dgmm1 siendo la incorporación ee­
pecífiCa correspondiente de 0,64 x lO­

otenido ¿or degradación de la
mi me ( ver gas 43) tenía una actividad específica de 5,72 x5“ U- . A . ..
lO opa/m¿, ¿o ue corresgonae el 36 p oe la ect;y;daa de SKlE­¡LJ



La actividad del carbonato de bario grovenienïe se la
aescarboxilación del ácido skiumiánico (ver ya; 43 ) ora ¿e 3,2
x 103

la 7,B-dimetoxi-Z,4-¿uinolindiona tenía una ec: esc ¿e 4,00 x
105

dem/mm(0,5 fi ú la act esp ¿e skimmianina), sienzres ¿ue

¿gm/EM( 67 fi de la ac: esp de skiumianina).
Por otra parte la reducción del ¿leeloide dió 4,7,0­

trimetoxi-j-etil-Z-quinolona (ver pag 46 ) cuya act esp era ¿e
5,04 x lOD cam/MM(lOO fl de le correspondiente e Siiinanina).
La degrada ión de dicho couguesto yor el netoao oe {uhn- Rothc

(ver geg 47 ) dió ácido acético (3,9 x lO ¿9m:1, l fl de la ac­
tividad de skiuzianina)y ácido grqtónico , (6,57 x lOJ apm/mï,
l ñ .

Por demetilación de sximmianina (ver peg 48 ) se ob­
tuvo yoduro de trietil metil amonio, cuya actividad esaecífica
era de 1,8 x lO9 ¿pm/mm(31 fl de skimmlanlna).

4C
1

3) EXPERIENCIA CON ¿OIDO MEVALONICO-4­

La skimmisnina aislada en este CLSO(ver pag 39 ) tenía
una act es; ae 1,46 x lO3 dgm/mfi, siendo la inc esp correspondien­
te 0,0012 e.

El ácido Sáiumiénico obtenido gor degraaación del a;­
caloide tenía una act esp de 2o ugm/mm, lo que renresenïa el
,\¿ fi de la acriviaad de skinmienina.

La activiuad del acetato de G-—sitosterol obtenido en
4.,. A 4 , ' n-fi w. ,7 o .n ‘ ‘l ". 5 ‘- ‘ .- wc“? '| .eSua ex,er¿en01a (ve. ,eó 4 ) era oe l,¿¿ x lO agb/um ¿o que

representa una incorporación e53ecífice de 0,09 fl.



14
4) ¿XFBHLJHCIA CON ACIDO ¿SanOHÏCO-5- C

La skimmianina obtenida en esta caso (ver pag 39 ) te­
, . . p.- - — 5 - .. . — .nia una actiVidad especízica ae ¿,0 x lO cpm/mmSienco ia incl

esp correspondiente de 0,36 x lO- fi.
El ácido skimmiánico obtenido gor degradación de la

misma (ver pag 43 ) tenía una actividad específica de 0,95 x lO5
¿pm/mmlo que reyresenta el 94 fl de la actividad de skimaiani­
na.

La activiead del COBa proveniente de ia descarboxila­
3 a

ción del ácido skimmiánico (ver pag 43 ) era de 0,83 x 109 dpm/mï
(82 fl de la act esp oe skimmianina) mientras que la 7,8-dimeto­

xi-2,4-quinolindiona (ver pag 46) tenía una act esp se 2,4 x
lO3 dpm/mm(2 fi de la act esp de skimmianinag

La actividad del acetato de B-—sitosterol obtenido
. . ó q .er esta experienCia era ae 4,42 x lO cpm/mm,io que correspon­o

de a una inc esp de 0,02 %.

14“5) S’PEHIENCIA CON ALCOHOL3,3-DIM3TIL ALILICO-l­

La skimmianina obtenida en este Caso (ver pag 39) te­
. 4 . I , . . .nía una acz esp de 9,2 x lO opm/mmSienco la inc esp correspon­

diente de 0,017 fi .
El ácido Sáimuiánico obtenido gor degradación cel al­

4 ,dpm/mm,lo que represen­caloide tenia una act esp de 4,50 x lo
ta el 94 fi de la act esp de skimmianina,

La actividad del carbonato de bario proveniente ue la
descarboxilación del ácico skimmiénico (ver pag 43) era de O,b3

5 ‘ 'r '- ».' x ' '- - - ­x lO cpm/mk (83 fi oe act es; de sxiumianina) , mentras que ¿e
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7,8-dimstoxi-2,4-quinolindiona (ver pag 46 ) tenía úna act esp
de 3,9 x lO3 dpm/mM(7 % de act eSp de skimmianina ).

La act esp del acetato de B-sitosterol obtenido en
esta experiencia era de 5;5 x 105 dpm/mMlo que corresponde a
una incorporación específica de 0,18 fi.

' 1
6) EXPERIENCIA CON ACIDO 3,3-DIM3TIL ACRILICO-l- 4C

La skimmianina obtenida en este cbso (ver pag 39 )
tenía una act esp de 1,17 x 105 dpm/mmsiendo 1a inc esp corres —

pendiente de 0,039 fl.
El ácido skimmiénico obtenido por degradación de esw

-- - — balcalOide tenía una act esp de 1,16 x 10 dpm/mMrepresentando
el 99 z de la actividad de la skimmianina.

La actividad del carbonato de bario proveniente de la

x 102 dpm/mM( 0,1 p de la act esp de skimmianina ) , mientras
descarboxiiecion del ácido skimmiénico (ver pag 43) era de 1.4

o"

que la 7,8-dimetoxi-2,A-quinolindiona (ver pag 46 ) tenía una
act esp de 1,12 x 105 dpm/mm(95 fl de actividad de la skimmiani­
na).

La act esp del acetato de €3-sitosterol obtenido en
esta experiencia era de 2,4 x 105 dpm/mMlo que corresponde a
una incorporación específica de 0,06 fi.

Los datos de actividades e incorporaciones específicas
para el alcaloide snimwianina obtenido en las diferentes expe­
riencias llevadas a cebo, así comolos correspondientes ¿.105



:roípctos de degradución obteniuos e Cs¿a caso se hallan resumi­
dos en la Tabla l (pag 66 )

La Tabla 2 pag 67 ) contiene los valores ¿e actividad e
incorporación específica del acetato de (a-sitosterol osteniúo en
cada una de las experiencias llevaoes a cabo.
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DISCUSION 33 LOS RESCETnDOS OBTENIÉOS

A

-_ . ..\.. 1 _ _4 t ., , . c .. wBABEnLBhCIA CCN EORnlnTO DE bODiC- C

Ya ha sido mencionado que la skimmianina correspondien­
la. . . r . t . .. .L ,. rte a la experienCia realizada con formiato de sodio- C :ue some­

d ida a una serie de reacciones degradativas que condujeron a la
obtención de los ácidos acético y propiónico (ver pag 47 ).

La actividad presente en los carbonos l y 2 del ácido
acético corresponde, según el esquemade degradación, a la acti­
<1 idad de los C-3 y C-2 de la skimmianina respectivamente (ver
pag 49 ). El valor experimental de la actividad obtenido para el

ido acético representaba un 0,65 fi de la actividad total preser­
te en la skimmianina. (ver Tabla en pag. 66 ).

Por otra parte, la actividad de los carbonos l, 2 y
3 del ácido propiónico corresponde a la presente en C-ll , C-3
y C-2 de la skimmianina (ver esquema en pag 49 ) respectivamente.
¿n este caso el ácido propiónico tenía un valor de actividad que
representaba el l fl de la que poseía la skimmianina original (ver
Tabla en pag 66 ).

ambien ha sido descripta la serie de degradaciones de
skimmianina zue conducen al aislamiento del C-3 del alcaloide co­

mo C0333 (ver pag 43 ). En este ensayo, la actividad de dicho pro­
ducto representaba el 0,5 fl de la actividad de la skimmianina (Ver
Tabla en pag 66 ).

s datos obtenidos en esta experiencia permiten calcu­o

lar la actividad individual de los C-ll , C-2 , y C-3 del alcaloi­



ox \.0

de con respecto a la actividad original del mismo;
ll C-2 0-3 = 1 fl

C-2 C-3 = 0,65 fl

Por lo tanto 0-2 = 0,15 í , C-ll = 0,35 fi. ¿stos valo­
res son extremadamente bajos , y permiten establecer que el for ­

miato no es importante comoprecursor de dichos carbonos. La se —
mejanza entre ellos indica que la actividad presente en los 3-2 ,
3-3 y C-ll de skimmianina fué incorporada a través de caminos me­
tabólicos no especificos, que condujeron a una dispersión aleato­
.ria de la actividad.

El valor de actividad especifica del yoduro ¿e metil­
trietilamonio, proveniente de la demetilación del alcaloide (ver
pag 48 ) representaba el 31 fl oe la actividad de la skimmianina.
(ver Tabla en pag 66 ). Dado que este dato corresponde a la acti­
vidad promedio de cada uno de los tres grupos metoxilos presentes
en el alcaloide, el porcentaje de la actividad original de la ski”­
mianina que corresponde a los tres grupos metoxilos es de 93 %.
¿uedó por lo tanto establecido mediante este dato que formiato es
un excelente precursor de los O-metilos de la skismianina.

-I’Jnl valor de la actividad de la 7,8-diuetoxi-2,4-quino­

f
lindiona resultante de la descarboxilación del acido skimmiánico

r pags 43 y 06 ), representaba el 67 fl de la actividad de la(ve
skimmianina. Si se compara la estructura de esta sustancia con

la de skimnianina, se observa que en aquélla no están presentes
los C-2 y C-3 y tampoco el O-metilo de la posición 4 de la slim­4

mianina. Dado que la adición- le las actividades porcentuales
de C-2 y C-3 es de_sólo 0,65 fi el valor de actividad perdida a­



sociada con la e'iginación del metilo del grupo Letoxilo íel C-4
I w . - n l y, t, ¿.- -*_« 1, 1 ‘x ­sera de aprOXimadamente34 p de ia actiVidac cel alcaiOide, o sea

práctiCamente igual al promedio de la actividad por centual de los
metoxilos (31 fi) encontrado por el método de demetilación. Este
hecho permite sugoner que la velocidad de metilación del hidroxi­

a los metoxilOS en 7 y 8.

Por otra parte, si se tiene en cuenta que la actividad
promedio de los grugos metoxilos es de 31 fl, la actividad presen­
te en la 7,B-dimetoxi-Z,4-quinolindiona estaría distribuida
1a siguiente forza;ó2 fi para los dos'grupos metoxilos y 5 4 para
los restantes átomos de carbono. De éstos se sabe que a C-ll le
corresponde un 0,35 %de la actividad original del alcaloide por
lo que podría suponerse que ca‘a uno de los restantes a átomos de
carbono debe poseer un valor de actividad del mismoorden que C-ll
para completar el 5 fl encontrado para el núcleo de la quinolina.

Comoconclusión de esta exgeriencia puede expresarse
que formiato de sodio es un excelente precursor de los grupos me­
toxilos presentes en el alcaloide, que la velocidad de metilación
biológica debe ser semejante para los tres metoxilos, y que en los
restantes carbonos del alcaloide el formiato es incorporado pro­
bablemente en forma aleatoria.
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14. . _ . ..- - . . - i 14
EXBÉRIBNCIAS CCR LOS AClDOS RSVñLOhiCO-4— C, LthLORICC-D- C,

l .
CON 3L ALCOHOL3,3-DILEiILAL LICO-l- 4C Y ACETÁTO33 SODIO-l-14C.

La degradación del alcaloide proveniente de la experien­
cia realizada con ácido mevalónico-S-l4C permitió determinar que
el 94 fi de la radiactividad del alcaloide estaba localizada en
el C-3 del mismo (ver Tabla en pag 66 y’esquema en pag 49 ).

En el caso de ácido mevalónico-4-l4C se verificó que
el 98 fi de la radiactividad estaba en el C-2 de la skimmianina
(ver pag 66 ).

14 r . .,C proouJo marcaCionEl alcohol 3,3-dimetilalilico-l­
práctiCamente exclusiva en el 0-3 (94 fl de la actividad del al­
caloide), y su incorporación específica (0,017 fl) fué considera­
blemente mayor que la obtenida con ácido mevalónico-4-14C (0,0012
fi ), como con ácido mevalónico-5-14C (0,00038 % .

Estos resultados permiten establecer sin lugar a dudas
que los C-2 y 3-3 de la skimmianina provienen respectivamente de
los 0-4 y C-S del ácido mevalónico (lO) (Colonna et al, 1970).

Dada la mayor incorporación obtenida con alcohol 3,3­
dimetilalílico-l-l4c, es también posible afirmar que éste es un
precursor de skimmianina más cercano que el ácido mevalónico.
En el caso de la biosíntesis de los esteroides, éste era un he­
cho conocido, pero respecto del alcaloide skimmianina, se trata­
ba de una suposición basada en experiencias conocidas realiza­
das en el campo de los compuestos isoprenoides.

La sustitución nucleofílica sobre la posición 3 de la
2,4-dihidroxi-quinolina, por parte del dimetilalilo activado,
probablemente comopirofosfato, originaria un derivado similar
al QueCollins et al (1969) demostraron era precursor de la sal
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de platidesminio y aictamnina.
El proceso podría representarse mediante el siguiente

esquema (ver además pag 29 ):

HO CH3 * CH3. '29 ./ "H3
H C HOCH CO H H3 2 2

OF! x * Cn

fi;57\\\ ‘\\
3 <_ y

N H \ \ / OH
OCH3

| \\\ .\\ I*

CH30CI-b/ / o o

Ya han sido mencionadas las distintas experiencias que
"J.poyan la Ifipótesis de que los derivados de isopropil dihidro Iu­
ranoquinolinas se forman a través del epóxido correspondiente a
le 3-dimetilalil-4-hidroxi-2-quinolona (ver pag 23 ).

También se ha descripto la experiencia realizada por
Diment et al (1967), quienes trasformaron un derivado de isopro­
pil dihidro furo¿uinolina, platidesmina, en dictamnina (3) (ver
pag 31 ).

Sin embargo, el epóxido tamoién podría originar el
glicol que según Aneja et al (1958) daría lugar por ruptura
oxidativa a un aldehido, el cual por ciclación y deshidratación
produciría el furano no sustituido (ver pag 27 ).
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La: ¿resenczia Sluultanea ce cerramos ¿C- ".SC¡'JÏ‘3P]..LC11­

hiiro rusoquinolinas y Eurocuinolinas en i; Libmugianta (ver
. l_ ._ ... r , ¡f ¿'HA ¿ h W..‘ ., 4V,“ H ‘a.¿ag 21 ) no Si¿n111Cu ÜBCGnGTLchnue Hue GQCUS.cri\:u le Las
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el a mencionado egóxido. '9:

sin embargo, si bien el ácido
diante un proceso similar al costulado por ¿ne­e

1958), (ver pag 27 ), es signiiicativo el hecho de que
l

nolinas.
A continuación se representen esquecézicamente los dis­

tintos caminos biogenéticos mencionados que godrían conducir a la
forzación de las furoquinoiines;
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Respecto del mecanismo de ruptura , ya ha si¿o mencio­

naao el yropueéto gor Diment,et al. (ver pag: 32). Otra gosibi­
lidad respecto del mecanismo, es gropuesta ahora, y sería la ce­

.r ‘ _. -. \ n . . . 1-.Slon ce un leruro cesae el U-3 que es ce tlpo oenc141co, a un
aceptor comoel nicotinamin-adenin-dinucleótido (NAD)o su anáy
logo fosforilado (HADP).Esta cesióp estaría concertada con la
ruptura de la unión C-C, con pérdida de acetona.
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‘. + I \ l

.+/,
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CONHZ

+
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2) RUPTURA PREVIA A LA CICLACION
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Los estudios realizados con trezadores radiactivos no
permiten establecer si alguno de los caminos propuestos es el
correcto.

De haber seguido el camino biológico establecido para
el ceso de iSOgrenoides , acetato-l-l4c deberia haber producido
mevaloneto marcado en el C-S (ademée del C-l y C-3) y éste , por
lo demostrado en este trabajo, deberia haber producido marcación
en el C-3 de skimmianina; esquemáticemente se puede representar:
(ver además pag 28 )

fl
CH3COSC0A C3‘43 x H

CH ESCH Eosc A0

3 2 HOZS SHZOH

Sin embargoen el ensayo con acetato-l-l4c, la marce­
ción en el C-3 fué prácticamente nula, ya que el 9, fi de la ra­
diectividad del elcaloide estaba en el anillo quinolínico (ver‘
Tabla en pag 66 )

Monxñvic' et al. (1967), hen tratado de explicar la
14 14no incorporación de ecetato-l- C y-2- C en los C-2 y C-3 de

dictamnina respectivamente, argumentando que la velociced de
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biosintesis de ácido mevalónicoa partir de acetato seria rela­
tivamente menor que la velocidad de biosíntesis del anillo qui­
nolinico a partir de acetato y ácido antranílico.

Sería por lo tanto interesante obtener información a­
cerca de la velocidad de biosíntesis de áCiCOmevalónico a par­
tir de acetato. Dicha velocidad puede estimarse en forma apro­
ximada a partir del dato de incorporación específica de acetato
en P -sitosterol.

Es un hecho conocido el que la molécula de G-sitoste­
'rol se biosintetiza a partir de seis unidades de ácido mevaló­
nico, el cual a su vez se biosintetiza a partir de tres unidades
de acetato, según esta indicado en el esquemaanterior. La mar­
cación que se obtendría en el B-sitosterol formadoa partir de

1 I . . qacetato-l-‘4C seria la Siguiente: (Clayton,1965)

g a»

Por lo tanto para poder efectuar comparaciones entre
valores de incorporaciones específicas sería necesario transfor­
mar el dato de incorporación específica total en otro valor que
represente la incorporación de un solo carbono marcado, es decir
que en el caso de Q—sitosterol proveniente de acetato el dato
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de incorporación específica deberá ser dividido por 12 para ob­
tener el valor buscado.

Para los casos de B«-sitosterol obtenido en los ensayos
con ácido mevalónico o con alcohol dimetilalílico la incorpora­
ción e :ecífica deberá dividirse por 6. Estos nuevos valores a­
parecen eu1la Tabla de la pag 67 como incorporaciones específi-_

cas para un 14C. .
Dado que la incorporación especifica corregida de ace­

tato en e-sitosterol es 0,0033 7€(VerTabla en pag 67 ) y cono­
ciendo que ácido mevalónico es un intermediario obligado de dicha
transformación biológica podemossuponer que la incorporación
de acetato en ácido mevalónico deberá ser por lo cenas de ese or­
den. Por otra parte, la incorporación de acetato en la porción qui­
nolínica de skimmianina es de 0,04 fl , o sea aproximadamente 12
veces mayor. De los datos tabulados, (ver pag 66 ) y comparando
la incorporación de acetato en la porción quinolínica del alcaloié
de (0,04 %) con la hallada para el C-3 del mismo, (aproximadamen­
te 0,0002 %), que tiene su origen en ácido mevalónico , resulta
que en este último átomo de carbono la actividad es 200 veces me­
nor que la hallada para la porción quinolínica y no 12 veces co­
mo sería de esperar si el ácido mevalónico se incorporara en el
alcaloide a la mismavelocidad con que lo hace en el asteroide.

Honkñvióet al. habían interpretado el resultado de ;a
experiencia con acetato radiaétivo asumiendoque dicha sustancïa
se consumíacasi totalmente para formar el anillo quinolínico (su­
ponían que éste se biosintetizaba a muchamayor velocidad que el
ácido mevalónico), por lo que quedaba poca disponibilidad de aquél
para sintetizar mevalonato.
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sin embargo, nuestros resultados parecen indicar que
la explicación no seria la mencionada, dado que por los gatos
anteriores se ha podido demostrar que el ácido mevalónico se
forma a partir de acetato a una velocidad tal que hace dificil ¿us­
tificar la no incorporación de éste en el 0-3 del alcaloide según
la hnfkesis de Monkñvié et al. . '

En la siguiente discusión se tratará de explicar el re­
sultado hallado con acetato. Para ello, y basándose en lo anterior­
mente explicado, puede asegurarse que el ácido nevalónico se bio­
sintetiza en cantidades tales que sería factible su incorporación
en la porción isoprenoide del alcaloide, pero que ésta no se pro­
duce pues el mevalonato sigue preferentemente el camino hacia los
esteroides.

si se define la relación R comoel cociente entre la
incorporacidn específica corregida para Q-sitosterol y la in­
corporación especifica para la skimmianina, o sea :

_ Inc. esp. corregida en .9 -sitosterol
Inc. esp. en skimmianina

puede observarse que R es igual a lO para mevalónico-5-14C y meva­
lónico-4-l4c y R es aproximadamente igual a 2 para el caso del al-'
cohol dimetilalilico-l-14C.

De los valores de R se deduce que todos los precursores
utilizados sommejor incorporados en los esteroides que en la por­
ción isoprenoide del alcaloide. i

Es posible entonces que el ácido mevalónico radiactivo
biosintetizado por la planta a partir de acetato-l-14C se consu­
miera tan rápidamente en la biosínteáis de esteroides, que la can­
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tidad del producto disponible para la biosintesis de la sKimmiani­
na fuera muypequena, haciendo que la incorporación del ácido me­
valónico biosintético en el alcaloide resultara prácticamente nu­
la. Sin embargo , cuando a la planta se le proporciona ácido meva­
lónico, deberá producirse una acumulación del intermediario de tal
magnitud que aunque la mayor parte del producto radiactivo siga
el camino hacia los esteroides, una determinada cantidad pueda in­
corporarse al alcaloide.

Por lo anterior , resulta claro el hecho que los valores
de incorporación especifica de ácido mevalónico-4-14Cen B-sitos­
terql y skimmianina , sean mayores que los correspondientes a me­
valónico-S-l4c; dado que la cantidad de producto inoculado-en el

4C fué bastante mayor que la cantidadcaso de ácido mevalónico-4-l

de producto marcado en 5. Puede argumentarse además que la mayor
cantidad de producto presente en la planta puede haber ocasionado
en el caso de mevalónico-4-l4c una mayor velocidad de biosintesis
de skimmianinay' e-sitosterol. Existen ejemplos en los cuales se
demuestra que la cantidad inyectada de una sustancia que se supo­
ne precursora influye notablemente en la velocidad de biosíntesis
de un dado producto (Monkñvié et al, 1967). El mevalónico radiac­
tivo sería consumido más rapidamente , con lo que la dilución del
mismocon el mevalónico biosintetizado por la planta sería menor
que en el caso de mevalónico-5-14C.

Los datos de incorporaciones específicas encontrados‘
4C y 5_l4

, : .. . l . . .y alconol dimetilalílico-l- 4Cpueden resumirse en el Siguiente

. . . lexperimentalmente en los casos de ácido mevalónico-4­

esquema; (ver además Tabla en pag 67 )



0,0033?

0,01575 (0,003373) ï

acetato \\ mevalónico -4í:4C ———————————e>-sitosterol

\\ (mevalénico-B- C) 0,0Íï/fi
0,04% 0,000Z%"\ o OOlzd. alcohol

\\ ’ ” a dimetilalílico
Q (0,00038/9) 0,01756

alcaloide alcaloide
(porción quinolínica) (porción isoprénica)

El valor de R correspondiente a la experiencia de alco­
hol 3,3-dimetilalílico-l-14C no es coherente con el calculado pa­
ra los ácidos mevalónico-4-14C y 5-140. Dado que el alcohol dime­
tilalílico-l-14C debe transformarse en su pirofosfato para su in­
corporación en el esteroide y probablemente también en el alcaloi­
de, es probable que la razón de esta aparente anomalía resida en
la diferente velocidad de fosforilación en los distintos sitios
de biosíntesis de ambassustancias.



I?

81

3X?33Ï3N”IA CONACIDO 3,3-DIMETILACRILICO-l-l40 (18)

. .I . I. . . I .La incorporaCion oe ac1do 3,3-dimetilacrilico-l- 4C en el
c-3 de'la skimmianina fué prácticamente nula. Sin embargo se incor­
poró en el anillo quinolínico del alcaloide y en el 5-4uxosterol
con una eficiencia prácticamente iguaí a la de acetato-l-14 C (Ver

Tablas en pagsóó .y 67 ).
Birch et al (l9SC%Qencontraronque el ácido 3,3-dimetil

, l . . . . . , . . ,.acrílico-l- 4C se incorporaoa en micelianamida y ac1do micofenolico
a través de su degradación a acetato-lkñ , en experiencias realiza­
das con Penicillun griseofulvum y P. brevicompactum, respectivamen­
te.

Según dichos autores , el ácido 3,3-dimetilacrílico se
transformaría en ácido B-hidroxi-B -metil glutárico. Éste produc­
to se forma también a través de la condensación de acetil CoA con

acetoacetil CCAy es un precursor de ácido mevalónico.(1o)
Según Birch et al , la condensación mediante la cual se

forma el ácido Q-hidroxi-Q finetil glutárico sería reversible y el
equilibrio se alcauaría más rápidamente que la formación de ácido
mevalónico, por lo cual el ácido @-hidroxi- (5- metil gluta'rico ,
produciría acetil COAy ácido acetil acético, según se indica a
continuación:

HO 'H3 HO H3­
x

CoA\ 02 —> k —9 e
(la) HOZC COSCOA HQZC CHZOH

1L “m



_, CH3COCHZCOSCoA +

y el acetato seguiría el

CH3ÏOSC0A

camino metabólico ya ciscutido.
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Los puntos de fusión fueron deteruinados sobre placa ca­
lefactora con un aparato Fisher-Johns y no estén corregidos.

Los espectros infrarrojos (IR) fueron determinados con
lun espectrofotómetro Perxin-leer l37-B Infracord en emulsiones de
Nujol , en el caso de sólidos o en película cuanuo se trataba de
líQuiÓOS . _

Los espectros de resonacia magnética nuclear (ELN)se de­
terminaron con un espectrofotómetro Varian A-bo; los solventes uti­
lizados fueron deuterocloroformo (Cl CD)o ácido trifluoracético

3
(TEA). Los resultados se expresan en 'S (ppm) referidos a la señal
del tetrametilsilano (TMS),que se utilizó comopatrón interno. To­
dos los solventes utilizados en este trabajo fueron previamente pu­
rificados (Fieser, 1957).

La eVaporación de los solventes se llevó a cabo a presión
reducida a temperatura inferior a 50°, salvo en los casos expresamen­
te indicados. Los extractos de solventes orgánicos fueron previamen­
te sacados sobre sulfato de magnesio anhidro.

Las cromatografías en capa del gada se llevaron a cabo con
óxido de aluminio G, Merck. Las cromatografías en placas pregaratnas

se realizaron con óxido de aluminiO'PF254 , tipo E, Merck. h
El reactivo de Draggendorf se preparó de la siguiente ma­

nera; solución madre; se disolvieron 203 de yoduro de potasio en 20
ml de agua , se agregaron 40 ml de ácido acético glacial y luego 6,8
g de subnitrato de bismuto en pequeñas porciones , se filtró y dilu­
yó con agua a 120 ml . Solución reveladora; a 40 mi de la solución
madre se agregaron 360 ml de ácido acético 30 % y se llevó a 500 ml
con agua.



r‘I

‘ .r . fl I . . .. ,. _eolco mev240n1co-D— C :ue auqulrlao a Sewarz Bloïeserch
fi , , ., . 14 , -. - “4 fi¿nc. N.Y.; ¿el mev¿¿on1co—4- C y el acetato ce SOGlO-¿- C :ue­
ren suministrados por la División koléculas karcadas de la Comisión
- . ñ r ,+' . . a .N x . 14A - I ‘ . ..keelonal de ¿nergla ¿gomlca; el ¿ormlato ue soalo- :ue auqulrlao
e The Radioch Llcal Center, AmersLam,Inglaterra.

Las mediciones de radiactividad se realizaron en un espec­
trómetro de centelleó ¿áuido Packard, Tri-Carb, modelo 3305 semiaué
tomético de 3 canales.
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MEDICIONBS DE RADIOACTIVIDAD

EL CONTADOR DE CENTELLEO LIQUIDO . SU FUNCIONAM BETO

Es un hecho conocido el que una molécula rgánica exci­
tada electrónicadente vuelva a su estado fundamental mediante

fluorescencia , perdiendo parte de su energía de excitación en D43
or­

ma de luz, y el resto comoenergía vibracional.
Esta propiedad es apliCada a la medición de radiactivi­

dad utilizando el método del contador de centelleo líduiQO. La
energía necesaria para la excitación de la molécula fluorescente
o centelladora es provista en este caso por la radiación produci­
da durante la degradación de un núcleo radioactivo, tal comoel

carbono-14 : lác -—> láN +5­
e ha comprobado, sin embaráo, que la excitación direc­

ta de la molécula de soluto centellador por la radiaciónf? , es
sólo una parte de la excitación total.

La mayor parte de la energía es transferida a la molécu­
la de soluto centellador por moléculas de solvente, que han sido
previamente excitadas por la radiación.

La energía liberada en forma de radiación durante una
degradación radiactiva puede producir radicales libres, doléculas
ionizadas, electrones libres y moléculas excitadas electrónicamen­
te y por vibraciones atómicas; cualquiera de estos procesos pueder
conducir a la excitación del soluto o del solvente, habiéndose
comprobadoque la excitación electrónica es la principal respon­
sable de la transferencia de energía.

Un mecanismoprobable de trasferencia de energía desde
una molécula de solvente a la molécula de soluto centellador
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euand ambas se encuentran alejadas entre sí, oarece ser la ui­
gración de la:ener¿ía a través de las moléculas de solvente
ta llegar a una de ellas lo suficientemente cerCa de la molécula
e soluto centellador comopara poder transferirle su energía.f1.

Los destellos.9roducidos por la molécula excitada de

soluto centellador en su retorno al estado fundamental son cap­
tados por un sistema de dos fotomultiplicadores, que los con­
vierten en impulsos eléctricos. '

Los impulsos que salen del fotomultiplicador son am­
plificados electrónicamente, de maneraque resulten suficiente­
mente intensos comopara ser registrados.

Las radiacionesB producidas en la degradación ¡del
carbono-14 son de baja energía, por lo que los impulsos eléctri­
cos que producen son de muy pe¿uena amplitud, de manera que re­
sulta muydifícil distinguirlos de los impulsos del ruido térmi­
co propios de los fotomultiplicadores.

Para reducir esta interferencia se dispone en general
de dos recursos. Unode ellos consiste en refrig rar todo el e­
quipo detector de manera que la cámara con los fototubos esté a
una temperatura intermedia entre O y 5°. El segundo recurso con­
siste en conectar los dos fotomultiplicadores al sistema regis­
trador a través de un circuito de coincidencia, que acepta única­
mente los impulsos provenientes de ambos fototubos simultáneamen­
te , y dado que los impulsos de ruido térmico son fortuitos es muy
difícil gue se produzcan simultáneamente en ambosfotomultiplica­
dores, por lo cue no son registrados. (C. Bell et al , 1958) .
Los uodernos equipos gara medir radiactividad por el método del
centelleo líquido estan e¿uipados con circuitos en coincidencia
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Iy ia camara de detección se halla refrigerada.

CARACTERISTICAS DE SOLUTOS CENTELLaDOHCS Y SOLVÉNTBS

La misión del soluto centellador es emitir una cierta

cantidad de fotones yor cada degradación radiactiva que descarga
energía sobre la solución. El solvente debe absorber dicha ener­
gía y transferirla al soluto fluorescente.

Un soluto centellador debe cumplir los siguientes requi­
sitos; l) ser accesible en el comercio y no muy costoso; 2) debe
ser un eficiente emisor de luz; 3) debe producir un espectro de
fotones ¿ue en un detector convencional sea eficientemente trans­
formadoen energia eléctrica por el fotomultiplicador, y transmi­
tido y reflejado por el sistema óptico; 4) debe ser compatible con
las restricciones de solubilidad impuestas por la composición de
la solución centelladora y las condiciones de temperatura.

Los mejores emisores de luz tienen longitud de onda de­
masiado corta gara satisfacer el criterio 3, por lo que es usual
la utilización de una combinación de dos solutos, uno primario pa­
ra asegurar un número apreciable de fotones emitidos y uno secun­
dario ¿ue absorbe dicha radiación y emite a su vez luz de longitud
de onda más adecuada a la sensibilidad del fotomultiplicador.

En el presente trabajo se utilizó comosoluto grimario
2,5-difeniloxazol (PPO)y comosoluto secundario l,4-bis-2-(4-me­
til-S-Íeniloxazolil)-benceno (dimetil POPOP).

En cuanto al solvente de centelleo líquido, no sólo de­
oe tener buenas Caracteristicas de transferencia de energía, si­
no ¿ue debe tener un bajo coeficiente de absorción respecto de la



luz ¿ue emite el soluto centellador.
Los solventes ¿ue mejor cunglen estos reguisitos son los

del tipo ulquilbenCeno, comoel tolueno (Newtonanes, 1963).
Hay solventes gue no transfieren eficientemente su ener­

gía de excitación, comoel dioxano. Esto se debe a ¿ue las aolécu­
las de solvente excitadas tienen, en este caso, una vida media
muycorta, yor lo que la grobabilidad de transferencia de energía
es yeguena para las concentraciones usuales de soluto centellador.

Es posible adicionar a soluciones de dichos solventes
una sustancia en tales concentraciones ¿ue pueda extraer energía
de excitación de las doléculas de solvente activadas. Esto requie­
re ¿ue dicha sustancia tenga una alta solubilidad en el solvente
emgleado, y que su estado excitado tenga una vida media suficien­
temente larga comopara transferir su energía de excitación al so­
luto fluorescente.

El na taleno, que no guede ser utilizado comosolvente
en las condiciones de trabajo, es una sustancia que reúne las men­
cionadas cualidades, por lo ¿ue se lo adiciona a las soluciones
de soluto centellador en dioxano (C. Bell, 1958).

CARACTERISTICAS DEL RECIPIÉKTB

El vidrio del recipiente ¿ue se utiliza para introducir
la muestra en la cámara de contaje debe contener una baja

40
oropor­

ción de K, ya que este isótopo radioactivo, abundante en el vi­
drio común, contribuye apreciablemente a la radiación de fondo.

Se ha intentado utilizar viales de polietileno que ade­
más de no poseer radiactividad natural tienen la ventaja adicional
de ser más transparentes que el vidrio a las radiaciones a las
cuales el fotomultiplicador es más sensible.
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sin embargo, no pueden ser utilizados cuando la mues­
tra radiactiva debe ser conservada después de la medición, ya
que el polietileno es permeable a los solventes orgánicos, en
particular al tolueno, de gran uso en este tipo de mediciones
de radiactividad, en cuyo caso el recipiente puede perder hasta
lOO mg de solvente diarios ( Rapkin et al, 1965)

EFICIENCIA DE LAS MBDICIONES DE RADIACTIVIDAD

Se define comoeficiencia de una determinación de radio­
actividad a'el porcentaje de descomposicionesnucleares produci­
das que son detectadas y registradas.

Algunas de las radiaciones producidas no llegan a ser
detectadas, debido a fenómenos de autoextinción o "quenching".

Existen fundamentalmente dos mecanismos de autoextin ­

ción. Uno de ellos, denominadoautoextinción química, consiste
en la transferencia de la energía de una molécula excitada a la
molécula interferente, que la elimina mediante procesos sin emi­
sión luminosa (Bell, 1958).

El segundo mecanismo, llamado autoextinción de color ,
consiste en la absorción por el solvente de la luz emitida por
el centellador, siendo posible también la absorción por el mismo
centellador, o por la sustancia radiactiva.

CORRECCION DE LA AUTOABSORCION

Existen varios métodos para conocer el número real de
desintegraciones de la muestra radiactiva a pesar de que , debido
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al proceso de autoextinción, el númerode desintegraciones re­
gistradas sea menor que el realmente producido.

Los métodos más importantes son; el del standard in­
terno, el del standard externo y el de la relación de Canales.
Este último es el mas práctico y accesible y es el ¿ue fue usa­
do en el presente trabajo.

Para poder aplicarlo es necesario disponer ue un equié
po que posea, por lo menos, dos canales de registro; uno de ellos
(llamado canal de contaje) se acondiciona de tal manera que cubra
casi totalmente el esgectro de impulsos mientras que el segundo,
(llamado canal de monitoreo), tiene el mismolímite inferior que
el primer canal, pero su límite superior puede ser cambiado según
convenga.

El erecto de la autoextinción es deSplazar y comgrimir
el espectro hacia alturas de pulso mas bajas , de manera que la

relación de cuentas entre los dos canales, para una muestra dada,
puede Variar conforme a diferentes grados de interferencia.

El método se aplica de la siguiente manera; Se conStru­
ye una curva graficando la eficiencia de contaje en función de la
relación de Cuentas-entre los dos canales. Esto se hace contando
Varias muestras conteniendo la mismacantidad conocida de radicac­
tividad, habiéndose agregado en cada una de ellas cantidades dife­
rentes de una sustancia productora de a‘toextinción.

Cuando se efectúa una medición con una sustancia descono­

cida, se cuenta en los dos canales elegidos, y calculando su rela­
ción guede conocerse la eficiencia gor referencia a la curva pre­
viamente confeccionada. (Herberg,1965).

Curvas de eficiencia comola descripta deben prepararse
ara cada mezcla centelladora utilizada.'o
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ALIERACION !3L CONT¿DOR DE CEHTELLEO LIiUIÉOL)

Debido9 las diferentes caracteristiCas de solubilidad
de las sustanciasgoon las que se trabajó, se hicieron mediciones
de radiactividad utilizando comosolventes tolueno o dioxano,
por lo ¿ue fué necesario preparar curvas de calibración para
ambos sistemas. .

En los dos casos los voltajes utilizados fueron;
Canal l; 50-1000 voltios
Canal 2: 50-100 voltios

PREPARACION DE LAS SO'UCIONES CENTELLADORAS

a) Solución centelladore de dioxano
Se disolvieron 7 g. de PPO , 0,3 8. de dimetil POPOP

y 100g de naftaleno en l lt de dioxano. La solución se almacena
en lugar fresco a resguardo de la luz. No puede guardarse en he­
ladera porque el solvente solidifica.

b) Solución centelladora de tdueno
Se disolvieron 5 g de PPO y 0,3 g de dimetil FOPOPen

l lt de tolueno. La solución se guardó en heladera a resguardo
de la luz.

CURVAS DE EFICIENCIA

a) Correspondiente a la solución centelladora de dio­

Se realizó siguiendo el grooediuiento general ya des­
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cripto (ver pag 89 ). Comosustancia radiactiva gatrón se utili­
1 F

zó tolueno-¿4C (actividad específica; 4,37 x lOdem/ml) y como
sustancia interferente se usó acetona. El tiempo de contaje fué
de cinco minutos. El volumen total en Cada vial fué de lO ml ,
resultante del agregado de 0,5 ml de agua, 0,1 ml de tolueno-14C

más cantidades variables de solucióp de dioxano y acetona según
se detalla a continuación;

Ffasco Solución Acetona
N0 centelladora

ml. ml.

l 9,5 ­
2 9,3 0,2
3 9,0 0,5
4 8,6 0,9
5 8,0 1,5

6 7,6 1,9

Las medidas de actividad obtenida fueron las siguientes;

Frasco Actividad Canal l Canal 2 B R
NC teórica cpm cpm fl

dpm

l 43.700 34.668 6.833 79,3 0,197

2 43,700 52.332 6.497 73,9 0,263_
3 43.700 28.531 10.572 65,2 0,370
4 43.700 25.252 11.934 57,7 0,472
5 43.700 21.116 12.420 48,3 0,588

43.700 18.722 12.172 42,8 0,650
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R = N0 de cpm ¿1 e
N° de cp e

De acuerdo con la definición LGeficiencia dana, ésta
se calcula por medio de la sigui¿nte fóruula;

B = N0 de cpm en el Canal l x lOO
Activiaad teóïíca

La chVa standard se obtiene graficando 3 Versus R.

b) Correspondiente a la solución centelladora de tolue­
¿e

Frasco Solución Acetona
N0 centelladora

ml ml

1 lO ­

2 9,8 0,2
3 9,5 0,5
4 971 079

5 8,5 1,5
6 5,1 1,9

Los valores obtenidos fueron los siguientes:( T = 5 min)

Frasco Actividad Canal l Canal 2 3 R
N0 teórica l

dpm cpm cpm fi

l 43.700 37.245 4.140 85,2 0,11
2 43.700 32.281 8.162 73,8 0,25



3 43.700 29.704 9.880 67,2 0,33
4 43.700 27.265 lO.BlO b2,3 0,39
5 43.700 25.536 11.696 55,4 0,46
6 43.700 23.011 11.887 52,6 0,52

CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA MILILCLAR 33 UNA SUSTANCIA

Se define comoactividad esgecifica miliuolar de una
sustancia al número de desconposiciones por minuto que tienen
lugar en un milimol de la misma, y se representa en este caso
por am.

Si se define comoactividad especifica ¿e al número
de descomposiciones por minuto, por miligramo de sustancia,se
puede calcular ¿m en función de Aa, mediante la fórmula;

AHCde/mïl'ï) = Ae (dan/mg) x III (ma/mii)

donde M es el peso molecular de la sustancia expresado en mili­
gramos.

Para calcular Ae se procede de la siguiente manera:
Se determina la actividad de la muestra en los canales l y 2
durante un tiempo T. El tiempo T debe ser suficientemente gran­
de comopara que el número de cuentas en el canal l (C), sea
superior a l0.000. Esto es debido a gue cuando C es de ese orden
el error estadístico es inferior a l %.

Después de medir la radioactividad de la muestra es ‘
necesario medir la radiación de fondo F, en el canal l. Para
ello se introduce en la camara de contaje un recipiente con so­
lución centelladora pero sin sustancia radiactiva. El tiempo de
contaje es en este caso igual a T.
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radiactivo aislado no es suficiente para efectuar sobre él las
reacciones necesarias para estudiar la distribución de la radio­
actividad.

En ese caso puede usarse el détOdo de dilución, que
consiste en agregar a; producto radiactivo cierta Cantidad del
mismo groducto inactivo, cuidando que la actividad ”e la mezcb
resultante sea lo suficientemente alta comopara efectuar medi­
ciones dentro del error aceptado.

Siendo Ma el peso de producto activo, ¿a su actividd
específica molar , y Mi el peso de producto inactivo a diciona­
do, se puede calcular la actividad específica mdar Ad del pro­
ducto diluido mediante la siguiente fórmula;

Ad = AE X Lía
Ma + Mi

LETOTO UTILIZADO PARA LA MEDICIOh DE RADIACTIVIJAD DBL

CARBCNATO D3 BARIO

Dado due el COJBaes insoluble en los solventes utili­
zados para las determinaciones de radicactividad por el método
del centelleo líquido, es neceSario transformarlo en un produc­
to soluble en las soluciones centelladoras habituales.

Para realizar esta medición se utiliza la propiedad
del hidróxido de p-di-isobutil-cresoxietil-dimetilbencilamonio,

de reaccionar con el CO2para dar un carbonato soluble en tolue­
nO-(Ver pag. 96 )(Rapkin, 1962‘.

Bs gosible obtener en el comercio una solución l molar
compuesto en metanol, con el nombre de hidróxido de Hya­e

mina lO-X (Rohmand Haas, Filadelfia , U.S.A.).
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La transformación del carbonato de bario en carcona -.
to de Hyamina se realizó de la siguiente manera;

El carbonato de bario (pueden ser 5-10 mg) se cesó en
un pegueno recipiente ¿ue se coloca en la rama mayor del tubo A
(ver es¿uema,en pag. 99 )

En la rama menor del tubo A se colocan l ml de ácido

sulfúrico concentrado mediante una pipeta con la punta curvada.
Seguidamente se adapta el tubo A al resto del aparato

con las uniones perfectamente siliconadas.
En el balón B se coloca 0,1 ml de hidróxido de Hyami­

na lO-X y se agregan 0,5 ml de tolueno.Con las llaves C, D y 3
abiertas se coloca el aparato a la línea de alto vacío (lO-2
Torr).

Cuando el tolueno comienza aburbujear, la llave B se
cierra, y el balón B se sumerge en nitrógeno líquido, conteni­
do en un termo.

cuando el contenido de B está congelado se abre la lla­

ve E y se continúa ia evacuación por aproximadamente 20 minutos,
al cabo de los cuales todas las llaves se cierran y se desconec­
ta el sistema de la línea de vacío.

El tubo A es rotado lentamente, de manera que el áci­
do sulfúrico pase a la rama mayor y reacciona con el COBa; se

3
agita cuidadosamente para que toda la sustancia entre en contac­
to con el ácido. ­

Manteniendo el recipiente B sumergido en el N2 líqui­
do, se abren las llaves C y E y el CO liberado en el tubo A se2
condensa en B.

Después de l h , la llave E se Cierra y se retira el



recipiente del N2 líquido. El balón B se agita suavemente duran­
te 30 nin ¿ere asegurar la total absorción del CO2por el hidro­
xido de Hyamina.

Luego, todas las llaVes se abren y el contenido del
re ipiente B se transVasa e un vial de medición, lEthdO con 2

De esta Lanera el 00335 se ha transformado en un car­
bonato soluble en uiueno.

Si se realizan mediciones con Cantidades.mayores de
COBa deben utilizarse 0,1 ml de hidróxido se hyamina por cada
lO mg de COBa adicionales.

3
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DEL CAREONATO BARÏO EN CARBONATO TE EYAIWINA

HIDROXIDC DE HYA..INA

C\H3 +;H3 —

[( c H3 )3C-CHz/C— -OCH2CH2-ÉE‘H2 ]Ho
CH3 3

H3
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METODO DE ADNINISTRACION DE LOS PRODUCTOS MADIACTIVOS

La administración de las sustancias radiaccivas se re­
alizó sobre ejemplares jóvenes e intactos de Fagara coco, que cre­
cían en la localidad de La Calera (pcia de Córdoba). Las glantas
fueron inoculadas "in situ". Se inyectaron a sendos ejemplares,
acetato de sodio-l-14C, formiato de sodio-l4C, ácido mevalónico­
4-l4c, acido mevalónico-S-l4c, alcohol 3,3-dimetil alilico-l-l4c,
y ácido 3,3-dimetil.acrílico-l-l4C.Las dos primeras sustancias
mencionadas fueron inoculadas en diciembre de 1968 y las tres úl­
timas en diciembre de 1969.

En la primera experiencia, se utilizó el siguiente mé­
todo (Comar, 1955): Mediante una aguja fina se pasó un hilo de
algodón,de regular grosor, a través del tallo de la planta y lue­
go ambos extremos del hilo se introdujeron en un frasco de 5 ml
de capacidad, de cuello ancho (ver figura en pag 42 ), donde se
anadió la solución acuosa de la sustancia radiactiva. Esta solu­
ción pasó a la planta por acción capilar, empleando unas 20 h

en absorberse totalmente. Cuandoel recipiente estuvo seco se a­
gregaron 2 ó 3 ml de agua destilada, repitiéndose esta operación
otras dos veces para asegurar que todo el compuesto radiactivo
fuese absorbido por la planta.

En la segunda experiencia se introdujeron algunas modi­
ficaciones. Se utilizó en esa oportunidad un dispositivo resultan­
te de soldar un tubo de vidrio de 2 mmde diametro x 70 mmde

largo al fondo de un tubo de ensayos de lO mmde diametro x 70

mmde largo (ver eSquema en la pag 42 ).
Para realizar ln administración se perforó en el tallo,

con un taladro, un orificio de aproximadamente lO mmde profun­
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dided y se introdujo en el mismoelvástago del aisgositivo des­
cripto. Para evitar gérdidas se selló con vaselina la zona exter­
he oe contacto entre el vidrio y la corteza del tallo. Se agre­
gó la solución por la parte superior del tubo, tapándose luego
la boca del mismo con papel de aluminio. La absorción se comple­
t ó en unas 12 h , efectuéndose luego 3 lavados con agua destila­
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE SKIMMIANINA . METODO GENERAL

Una vez'cosechadaa, las plantas inoouladas fueron trans­
portadas a nuestros laboratorios, donde se procedió a su secado
en estufa a 45°, con circulación de aire, durante 72 h, y poste­
riormente a su molienda. ,

El material asi obtenido (500 g) fue humedecido con

aproximadamente 100 ml de COBNa2lo % y extraído en un extrac­
'tor tipo Schxlet con éter de petróleo durante 96 h (Asahina Et_
El, 1930.:A)°

La solución etérea se concentró hasta 200 ml y se ex­
trajo con ClH 6 N (3 x 100 ml). Los extractos clorofórmicos uni­
dos fueron evaporados a presión reducida, obteniéndose un acei­
te oscuro, que cristalizó por agregado de la mínima cantidad ne­
cesaria de metanol. Después de una noche a 0° el producto cris­
talino se separó por filtración obteniéndose 120 mg de una sus­
tancia de pf 145-1600; luego de una recristalización en el mis-­
mo solvente, se obtuvieron 100 mg de producto, de pf 176-1782

Este producto fué identificado como skimmianina mediane
te co-cromatografía en placa delgada y por comparación de su es­
pectro IR con el de una muestra auténtica. En los primeros en­
sayos realizados se completó la identificación mediante compa­
ración de su espectro RMN,con el obtenido con una muestra autén­
tica. ‘

En las experiencias en que se inoculó la planta consns­
tancias radiactivas, el producto aislado fué recristalizado has­
ta actividad constante. En la mayoria de los casos esta purifi­
cación implicó una recristalización adicional respecto de las
ya descriptas.
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL B-SITOSTEROL . METODO GENERAL

La solución de éter de petróleo remanente de la extrac­
ción del alcaloide con ClH 6 N (ver pag 102) se levó con solución
saturada de C0 HNa (2 x 50 ml), con agua (100 ml) y se llevó a

3
sequedad. .

El residuo fué disuelto en 50 ml de etanol y mezclado
con una solución de 40 g de HOKen 300 ml de etanol.

La solución resultante fué calentada areflujo durante
3 h al cabo de las cuales se dejó enfriar y se diluyó con 2
veces su volumen de agua. La solución acuoso-alcohólica fué ex­
traída con éter etílico (5 x 200ml).

Los extractos etéreos se lavaron con agua hasta neutra­
lidad y luego se secaron sobre SOMg. Por evaporación del solven­4

te se obtuvo un residuo aceitoso oscuro. En la experiencia rea- .
lizada con 5003 de planta seca se obtuvieron 2,5g de este produc­
to.

El residuo se disolvió en cloroformo (5 ml) y se empes­
tó con alúmina (lO g) secando luego la mezcla completamente.
La mezcla seca se colocó sobre una columna de alúmina (Woelm,
Neutra, Grado l) (50 g) y se comenzó a eluir con éter de petró­
leo recogiéndose cuatro fracciones_de 75 ml ; se cambió luego
de solvente de elución por benceno recogiéndose hasta fracción
25 (Comín, 1953). ‘

Las fracciones recogidas fueron controladas mediante
cromatografía en capa delgada (Alumina Merck G, solvente; cloro­

formo, revelador Cl3Sb) observándose presencia de e-sitosterol
en las fracciones 5-22. /
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Las fracciones que contenían {3-sitosterol se unieron
y llevaron a se¿uedad, obteniéndose un residuo aceitoso rojizo .
Por tratamiento con metanol este residuo se transformó en un pre­
cipitado amarillento pastoso que fué separado por filtración.
Este precipitado fué tratado con anhidrido acético y piridina
y el producto así obtenido fué recristalizado de etanol absolu­
to rindiendo una sustancia de pf 65-900 (120 mg).

El producto anterior, disuelto en cloroformo se sembró
sobre una placa preparativa de alúmina (Merck PF 254, Tipo B)
de 1mmde espesor . La placa se desarrolló con éter de petróleo­
benceno (9:1). La posición de las bandas fué detectada revelan­
do con iodo en tres líneas transversales: dos laterales y una
.central.

Mediante elución de la banda de menor Rf con clorofor­
moy posterior evaporación del solvente se obtuvo un producto
que , recristalizado de etanol absoluto rindió 30 mgde sustan­
cia de pf 134-1350 ¿ue no mostraba depresión de su pf al ser mezr
clada 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 SKIkAIANINA

a) Oxidación a ácido skimmiánico

Una solución de skimmianina (60 mg) en acetona (15 ml)
agitada mediante agitador magnético y calentada a ebullición,

fué tratada con 150 mg de MnO4Ksólido, agregado en pequeñas por­
ciones durante aproximadamente 30 min .



105

Unavez terminado el agregado, se filtró el precipita­

do de Mno2 por Filtercel y el mismo se extrajo cón COBNa2lO fi
(3 x l ml) mediante agitación y posterior centrifugación en ca—­
da oportunidad.

La solución alcalina se enfrió a OO-yse neutralizó
con ClH (conc) apareciendo un precipitado que fué separado por
filtración. El producto seco (25 mg) fué recristalizado de áci­
do acético, obteniéndose '15 mg de sustancia de pf 235-2400. Me­
diante una nueva recristalización del mismosolvente se obtuvie­

ron lo mg de ácido skimmiánico pf 247-2480 (Asahina Ét_al, 193qfi9
El producto fué identificado por su pf y por compara­

ción de sus espectros IR y de RMNcon los de ácido skimmiénico
auténtico.

En los ensayos radiactivos se recristalizó hasta acti­
vidad constante (por lo general fué suficiente con una recrista­
lización adicional respecto de las ya mencionadas ).

b) Descarboxilación del ácido skimmiánico a 7,8-dimetoxi-2,4-qui—
nolindiona

Para realizar la descarboxilación del ácido skimmiáni­
co se utilizó un aparato comoel descripto en la figura de la p.50

Acido skimmiánico (37 mg) fué suspendido en 22 ml de

ClH 6 N, calentándose luego a ebullición la mezcla heterogénea
durante 3 h .

Se observó que el ácido skimmiánico insoluble iba de­
sapareciendo durante el transcurso de la reacción, quedandoal
final de ésta una solución limpida.

El CO producido en la reacción se arrastró mediante
2
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una corriente de N2 (previamente purificado por pasaje a través
de cal sodada, SO H2 conc, y (OH)2Ba(solución saturada))y se4

colectó comoC0338 mediante burbujeo en una solución saturada
de (0H)2Ba. Al cabo de las 3 h el COBa formado se filtró rápi­3
demente lavándose el precipitado sobre el filtro con metanol
y éter etílico. Una vez seco, el producto-obtenido pesaba 21 mg .

La radiactividad del CO3Base midió mediante su transformación
en carbonato de Hyamina, por el método ya descripto ( ver pag 96 )

La solución ácida remanente en el balón de reacción
se concentró hasta 2 ml . Al enfriar precipitó un producto blan­
co, que se recristalizó de metanol-agua, obteniéndose 12 mg de
sustancia de pf 249-2500.

El producto obtenido se identificó como7,6-dimetoxi­
2,4-quinolindiona, mediante la realización de espectros BKNe
IR.
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14
EXPERIBÏCIA'CON ACBTATODE SODIO-l- C

l) Inoculación oe la sustancia radiactiva y extracción de sKimr
mianina y (3-sito sterol

Un ejemplar de Fagara coco fué inoculado con acetato
de sodio-l-l4C (246 mg, act esp; 2,22 x lO9 dpm/mm) según el mé­

todo ya descripto (ver.pag 100).
Se cosechó la planta 12 días después de la inyección

y se_la sometió a los procesos ya indiCados para le extracción

y purificación del alcaloide (ver pag 102) y del (3-sitosterol
El peso del material vegetal secado y molido era de

750 g . Se obtuvieron a partir de él 180 mg de skimmianina ( pf
177-1780, act esp ; 9,10 x lO5 dom/mm).

En. e-sitosterol fué aislado comoacetato, obteniéndo­
se 4 mg ( pf 130-1310, act esp : 7,66 x lO5 dpm/mM)

2) Reacciones de degradación de la skimmienina
a) Oxidación a ácido skimmiánico

Una solución de 39 mg de alcaloide en 7 ml de acetona

se trató con 75.mg de MnoK, según el método ya mencionado (ver4

pag 104) para obtener 13 mg de ácido sKimuiánico (pf 246-2490,
ect esp; 9,10 x lOS'dpm/mm).

b) Descarboxilación del ácido skimmiánico a 7,6-dimetoxi-2,4 qui­
nolindiona
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'31 ácido skimmiénico obtenido (12 ug) fué descarboxi­

lado por reflujo en 01H 6 N, captándose el 302 desprendido como

COBBa(6,8 mg) (ver pangOS).
La actividad de COBa obtenido se midió mediante su

3
transformación en carbonato de Hyamina según el método ya indi­

cado (ver pag 96 ) obteniéndose un,valor de 4,63 x lO3 dpm/mm.
La solución ácida remanente fué concentrada a 1/10 de

su volumeny enfriada , precigitando entonces la 7,8-dimetoxi­
2,4-¿uinolindiona (9 mg) que fué recristalizada de metanol-agua
obteniéndose 6 mg de pf 247-2480 y act esp 9,03 x lO5 dpm/mM .

Se completó la identificación de esta sustancia por
comparación de su espectro IR con el de muestra auténtica.

EXPERIENCIA CON ACIDO M3VhLONICO-5-I4C

l) Inoculación del producto radiactivo y extracción de la skim­
mianina y el @-—sitosterol

Un ejemplar de Fagara coco fué inoculado con ácido
mevalónico-S-l4c (5,2 mg, act esp: 2,62 x 101° dpm/mM) , según
el método ya descripto (ver pag 100).

se cosechó la planta l2 días después de la inyección
y se la sometió a los procesos ya indicados para la extracción

y purificación de skimmianinay del ¡6 -sitosterol.
El peso del material vegetal secado y molido era de‘

500 g y se obtuvieron a partir de él , 110 mg de skimmianina

( pf: 177-1780, act. esp:l,Ol x 105 dpm/mM).El B-sitosterol
fué aislado comoacetato, obteniéndose 4,5 mg (pf:l29-l32°, act
esp: 4,42 x lo6 dpm/mm).
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2) Reacciones de degradación de la skimmiunina
a) Oxidación a ácido skimmiánico

Una solución de 75 mg del alcaloide en 15 ml de ace­
tona se trató con 150 mg de Mno K, según el método ya menciona­

4

do (ver pag 104) para obtener 14 mg de ácido skimmiánico ( pf
249-2500, act esp: 0,95 x 105 dpm/mM).

b) Descerboxilación del ácido skimmiánicoa 7,6-dimetoxi-2,4-qui­
nolindiona

El ácido skimmiánico obtenido (13 mg) fué desearboxi­
lado por reflujo en clH ó N, capturándose el CO desprendido co­

mo CO3Ba(9,35 mg). La actividad del CO3Baobteíido fué de 0,83 x
- lO5 dpm/mM(ver pag 96 ).

La solución ácida remanente fué concentrada, precipi­
tando la 7.8-dimetoxi-2,4-quinolindiona (9 mg) que fué recrista­
lizada de metanol-agua obteniéndose 6 mg (pf 248-2500, act esp:
2,40 x lO3 dpm/mM).

EXPERIENCIA CON ACIDO MBVALONICO-4-14C

l) Inoculación del producto radiactivo y extracción de la skimp
mianinay del B-sitosterol

Un ejemplar de Fagara coco fué inoculedo con ácido

mevalónico-4-l40 (50 mg, act esp; 1,20 x 108 dpm/mM)según el
método ya descripto (ver pag 100).



llO

Se cosechó la planta 12 días después de la inyección
y se la sometió g los procesos ya indicados para la extracción

y purificación de la sKimmianinay del [g-sitosterol.
El peso del material secado y molido fue de 600 g y

se obtuvieron a partir de él 125 mg de skimmianina (pf 177­

1780, act esp: 1,48 x lO3 dpm/mM) x 25 mg de acetato de fi-sitos­
terol, (pf 128-1330, act esp: 1,11 x lO5 dpm/mM).

2) Reacciones de degradación de la skimmianina
Oxidación a ácido skimmiánico

Una solución de 80 mg de alcaloide en 15 ml de aceto­

na se trató con 160 mg de Mno4Ksegún el método ya mencionado,
para obtener 15 mg de ácido skimmiánico (pf 248-2490, act esp:

0,28 x 102 dpm/mM ).

EXPERIENCIA CON HLCOHOL3,3-DILETILALILICO-l-l4c

1) Síntesis de alcohzol 3,3-dimetilalílico-l-l4c
a) Bromoacetato de etilo-l-l4C

Acetato de sodio-l-l4C (350 mg , act esp: 5,3 x 109 dpm/

mm) fue tratado con 3 ml de ácido fosfórico saturado con P205,
destilando al vacío el ácido acético liberado y recegiéndolo en
el mismorecipiente en que iba a tener lugar la reacción de bro­

líquido) (F.K61gl, 1954). Se obtuvieron
14

mación (enfriado con N2
240 mg de ácido acético-l- C el cual fue diluido con 750 mg de á­
cido acético glacial inactivo.
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En el recipiente de reacción fueron agregados 2 ml

de 3r3P, y luego con agitación 2 ml de Br2 (previamente secado
sobre P205). La adición se llevó a cabo lentamente, hasta que
la mezcla tomó color de Br y luego el remanente en un solo a­y

gregado. Se calentó la mezÏla a 65-900 durante 1,5 h agregando­

se luego 0,5 ml adicionales de Br2 . Las condiciones mencionadas
se mantuvieron durante lo h ( Freeman et alI 1963) .

Se dejó enfriar a temperatura ambiente, se agrega­
ron 6 ml de etanol absoluto y se reflujo durante 2 h ( B. Sche­
partz et al, 1949; w. Sakami et al, 1947 ).

El producto de reacción se volcó sobre 2 veces su
volumen de agua fría. La capa inferior se decantó, lavó con

SO3HNaacuosa, y luego con agua. '
Se secó con SOMg, filtró y destiló ( p e; 57°, 15

4
Torr), obteniéndose l,77g de bromoacetato de etilo-l-l4c.

b) Bromurode carbetoximetil-trifenil-fosfonio radiactivo

El bromoacetato de etilo-l-l4C obtenido previamen­
te se disolvió en 3 ml de benceno y se agregó lentamente sobre
una solución de 5 g de trifenil fosfina en lO ml de benceno ,
formándoseun precipitado. (Isler et al., 1957).

Luego de una noche a 0° se filtró el producto sóli­
do, se lavó con una mezcla de benceno-éter de petróleo (1:1) y
se secó al vacío. Se obtuvieron 3,9 g de pf 152-1530 (act esp:
3,0 x lo8 ¿Pm/mm)

c) Trifenil-carbetoximetilen-fosforano radiactivo
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La sal de fosfonio anteriormente obtenida se disolvió
en 80 ml de agua y esta solución, enfriada con hielo fué alcali­
nizada mediante el lento agregado de HONa0,5 N3 dejóuna noche
a 0°, se filtró el precigitado formado y secó durante 24 h. Se
obtuvieron 2,52 g del fosforano correspondiente, of; 125-1270
(Isler et al ,1957) (act esp: 2,9 n 108 dpm/mm)

d) 3,3-dimetilacrilato de etilo-l-14C

El producto anterior (1,25 g) se disolvió en 15 ml de

ecetone (previamente secada sobre CO3K2)y la solución se colo­
có en un tubo de vidrio de 2,5 cm de diámetro x 20 cm de largo.

I
se sumergió el tubo en N2 liquido, se ,ur5ó conune corriente
de N2 durante 5 min y se cerró e le llama.

El tubo cerrado se calentó en horno e 100° durante 24
h. Cuando fria, le mezcla de reacción se transvasó a un balón
y se eliminó el exceso de acetona. El residuo formado por óxido
de trifenil fosfina y el éster buscado se levó repetidas veces
con éter de petróleo separando en ceda oportunidad el líquido
de lavado por.decenteción.

El extracto de éter de petróleo fué llevado a seque ­
dad y el residuo obtenido destilado a presión reducida (75°, 40­
Torr) (Horner et al , 1958).

Se obtuvieron 98 mg de 3,3-dimetilacrilato de etilo‘
14 .. . . 77 ., fiC identificado por comparaCion de su espectro IR con el de1­

una muestre inactiva, que a su vez había sido identificada por
1!‘
f1 o

Dicha muestra inactiva habia sido sintetizada por el
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caminoya descripto para la sustancia radiactiva.

e) Alcohol3,3-dimetilalílico-l-l4c

El producto anterior (75 mg) se disolvió en 25 ml de
éter etílico anhidro, se enfrió la solución a 0° y se agregaron

luego con agitación , en pequenas porciones 30 mg de AlLiH4.
Una vez terminado el agregado , se destruyó el exceso

de AlLiH4 con acetato de etilo , y se añadieron 3,5 ml de solu­
ción saturada de CO3HNa.Se transvasó la mezcla a una ampolla y se
extrajo varias veces con éter.

y se evaporó.214
Se obtuvieron 50 mgde alcohol 3,3-dimetilalílico-l­

La solución etérea se secó sobre SO4Na
c (act esp:

3,1 x 108 dpm/mm)(Pleninger et al , 1965), que fué identificado
por comparación de su espectro IR con el de sustancia inactiva,
que a su vez fué identificada por RMN;

2) inoculación del produCto radiactivo y extracción de_la skim­
mianina y del (5-sitosterol

Un ejemplar de Fagara coco fué inoculado coh alcohol
3,3-dimetilalílico-l-l4c (50 mg, act esp: 3,1 x lOÓdpm/mM),sus­
pendiendo la sustancia en agua destilada mediante el agregado de
"Tween 20", y luego inyectando la suspensión mediante el método
ya descripto (ver pag 100 ). ‘

Se cosechó la planta l2 días después de la inyección y se
la sometió a los procesos ya indicados para la extracción y purifi­
cación de la skimmianina y del Q -sitosterol (ver pag 102).

El peso del material vegetal secado y molido era de
620 g . Se obtuvieron a partir de él 60 mg de skimmianina (pf

177-1760, act esp :5,2 x lO4 dpm/mM)y 15 g de acetato de
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5sitosterol ( pf :128-1330, act esp: 5,5 x lo dpm/mm).

3) Reacciones de degradación de la skimmienine

a) Oxidación a ácido skimmiánico

El alcaloide obtenido (bO'mg) fué diluido con 60 mg de

producco inactivo, obteniéndose un producto de ect esp ; 2,65 x
104 ¿pm/mm.

Una solución de co mg de la skimmianina así obtenida

en 15 ml de acetona , se trató con 175 mg de MnO4K, según el mé­
todo ya indicado (ver pag 104), para obtener 19 mg de ácido skim­
miánico (pfz248-2490, act esp: 2,55 x lO4 dpm/mm),(corrección

4por dilución: 4,88 x lo dpm/mm).

b) Descarboxilación del ácido skimmiánicoa 7,8-dimetoxi-2,4-qui­
nolindiona

El ácido skimmiánico obtenido (18 mg) fué desearboxi­
lado por reflujo en ClH 6N, captándose el CO desprendido como

COJBa(10,35 mg) (ver pag 105). La actividadzdel C03Ba obtenido
era de 2,26 x lo4 dpm/mm(corrección por dilución 4,41 x lo4
dpm/mM).

La solución ácida remanente fué concentrada , precipi­
tendo le 7,8-dimetoxi-2,4-quinolindiona (9 mg), que fué reorie­
talizada de metanol-agua, obteniéndose 6 mg de pf:247-248° (act
esp: 2,4 x lo3 dpm/mm)(corrección por dilución: 3,90 x lO3 dpm/
mM)
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_ l
EXPERIENCIA CON ACIDO 3,3-31M3TILACRLLICO-l- 4C

l) Síntesis de acido 3,3-dimetilacrílico-l-14C

3,3-dimetilacrilato de etilo (98 mg), obtenido en for­
ma similar a la ya indicada (ver pag 112) fué tratado con 0,5
ml de HONa5 N, en baño de agua a 89° con continua agitación .

Después de observarse la desaparición de la fase inmis­
cible en agua, se continuó la agitación durante 30 min adiciona­
les. Se enfrió con hielo y acidificó con ClH 6 N, se filtró el
precipitado formado, dejándose una noche en desecador de vacío.

Se obtuvieron 47 mgde ácido 3,3-dimetilacriiico-l-l4c
de pf :68-700 (act esp;3,lo x 108 dpm/mM).'

La sustancia fué identificada por comparación de su
espectro IR con el de una muestra inactiva, que había sido iden­

tificada mediante su espectro de RMN.Dicha muestra inactiva ha­
bía sido sintetizada por el caminoya descripto para la sustan­
cia radiactiva.

2) Inoculación de la sustancia radiactiva y extracción de la skim­
mianina y del B-sitosterol

Un ejemplar de Fagara coco fué inoculado con ácido 3;}­
l4C (47 mg, act esp: 3,10 x lO8 dpm/mM)disuel­dimetilacrílico-l­

to en bicarbonato de potasio acuoso, según el método ya descrip­
to (ver pag EÜÉ).

Se cosechó la planta 12 días después de la inyección
y se la sometió a los procesos ya indicados para la extracción
y purificación de la skimmianinay del B -sitosterol (ver pag lo;
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31 peso del material vegetal secado y molido era de
600 g . ¿partir de él se obtuvieron 190 mg de skimmianina (pf

177-1780, act esp: 1,17 x 105 dpm/mm)y lo mg de acetato del? ­
sitosterol (pf:133—135°, act esp; 2,40 x lO5 dpm/mM).

3) Reacciones de degradación de la skimmianina
a) Oxidación de,skimmianina a ácido skimmiánico

Una solución de 84 mg de skimmianina en 15 ml de ace­

tona se trató con 150 mg de MnO4Ksegún el método ya mencionado
(ver pag 104) para obtener 25 mg de ácido skimmiánico ( pf :247­
248°, act esp; 1,16 x 105 dpm/mM)

b) Descarboxilación del ácido skimmiánico a 7,8-dimetoxi-2,4­
quinolindiona

El ácido skimmiénico obtenido (18 mg) fué descarboxi­

lado por reflujo en ClH 6 N, capturándose el C02 formado como

C033a (13,7 mg). La actividad del COBa fué de 1,40 x lO2 dpm/mM
La solución ácida remanent: fué concentrada , precipi­

tando la 7,8-dimetoxi-2,4-quinolindiona (12 mg), que fué recris­
talizada de metanol-agua obteniéndose 9 mg de pf :248-2490 (act
esp: 1,12 x lO5 dpm/mM.)

EXPERIENCIA CON FORMIATO DE SODIO-140

1)Inocu1eción de la sustancia radiactiva y extracción de skim­
mianina

Un ejemplar de Fagara coco fué inoculado con formiato
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de sodio-l-l4C (1,3 mg, act esp: 9,25 x 101° dpm/mM)según el
método ya descripto. (ver pagÉUXD).Se cosechó la planta 12 días
después de la inyección, y se la sometió a los procesos ya in­
dicados para la extracción y purificación de skimmianina(ver
pag 102). El peso del material vegetal seco y molido era de 600 g
se obtuvieron a partir de él 190 mg de skimmianina (pf; 177-1780,
act esp: 5,93 x 105 de/mm)v

2) Reacciones'de degradación
a) Oxidación a ácido skimmiánico

Una solución de 63 mg de alcaloide en 13 ml de acetona
se trató con 150 mg de MnOK, según el método ya indicado (ver4

pag.104) para obtener 24 mg de ácido skimmiánico ( pf :247-2480,
act esp : 5,72 x lO5 dpm/mM).

b) pescarboxilación del ácido skimmiánicoa 7,8-dimetoxi-2,4-qui­
nohndiona

El ácido skimmiáñico obtenido (20 mg) fué descarboxi­
lado por reflujo en ClH 6 N, capténdose el C0 desprendido como

2

CO3Ba(12 mg) (ver paglOS). La actividad del COBa obtenido se
midió mediante su transformación en carbonato de3Hyemina, según
el método ya indicado (ver pag 96 ) obteniéndose el valor de.
3,2 x 1.0's dpm/mM. v

La solución ácida remanente fué concentrada a l/lo de
su volumeny enfriada, precipitando entonces la 7,8vdimetoxi-2,4­
quinolindiona (12 mg) que fué recristalizada de metanol-ague ob­
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, W . - ‘ , - 5 . ,teniendose 9 mg de pl 247-2450 (act esp; 4,00 x lo cpm/mm).
Se completó la identificación de esta sustancia por

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

c) Reducción de skimmianinaa 4,7,ó-trimetoxi-3-etil-2-quinolona

63,5 mg de alcaloide disueltos en lO ml de ácido acé­
tico glacial, fueron hidrogenados a presión atmosférica y tempe­

ratura ambiente, en presencia de 30 mg de Pto2.
Una vez terminada la absorción de hidrógeno (12 cm),

2 h), se filtró el catalizador lavándose con ácido acético , y
el filtrado fué evaporado.

El residuo (69 mg) fué recristalizado de etanol obte­
niéndose 46 mg de sustancia de pf 164-1850 (act esp: 5,84 x lo5
dpm/mm)( Ohta et al,l953).

El producto obtenido fué identificado como4,7,8-tri­
metoxi-j-etil-2-quinolona, mediante comparación de su pf y espec­
tro IR con los de una muestra inactiva, la cual había sido iden­
tificada mediante su espectro RMN.

d) Oxidación de la 4,7,B-trimetoxi-3-etil-2-quinolona según el
método de Kuhn-Roth

El producto anterior (36 mg) se trató con 4 g de Cro3

disueltos en 12 ml de SO4H230 %, se calento la solución a ebu­
llición y se destiló hasta recoger 70 ml de destilado mantenien­
do el volumen en el balón de reacción por agregado de agua desti
lada.
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Para el Caso del acetato de souio se utilizó el siguien­
te procedimiento: acetato de socio ( lO mg) disuelto en agua (5
ml) fué tratado con 20 mg de clorhidrato de l-naftilanina y lOO
mgde clorhidrato de l-etil-3-(3-dimetilaminopropill-carbodiimi­
da. Después de agitar unos minutos con una varilla de vidrio el
precipitado aceitoso primeramente_formadosolidificó, y se fil­
tró después de lO min . El producto fué secado y purificado por
sublimación ( 140°, 0,01 Torr).

El sublimado blanco se recristalizó de benceno-éter
de petróleo, obteniéndose l-acetamido naftaleno (6 mgpf; 159­
1600, act esp: 3,9 x lO3 dpm/mM).

l El derivado correspondiente al propionato de sodio fué
obtenido de una manera similar a la indicada. El l-propionamido
naftaleno tenía un pf: 124-1260 (act esp: 6,97 x lOJ dpm/mm).

e) Demetilación de skimmianina

Se utilizó en esta experiencia el aparato descripto en
la figura de la pag 51.

Se trataron 50 mg de skimmianina con 12 ml de IE SO fi

a reflujo durante 2 h .Bl vyoduro de metilo formado se arrastró
con N que previamente había sido purificado por pasaje a tra­2,
vés de cal sodada y SO concentrado.4H2

La corriente gaseosa emergente del balón de reacción

se hizo pasar sucesivamente por una solución Saturada de 804Cd ,
una solución saturada de 3203N82, y finalmente por una solución
de trietilamina 5 fi en etanol absoluto, enfriada en un bano de
hielo seco-metilcellosolve.
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Una vez completada la reacción se dejó la solución eta­
nólica una noche a temperatura emblente y luego se ¿Veporó el
vacío el etanol y el exceso de trietiLemina. ¿l resiuuo obteni­
do (120 mg) se recristalizó de etanol absoluto-acetato de etilo.

Se obtuvieron 60 mg de yoduro de trietil netil amonio
( act esp ; 1,85 x lO5 dpm/mm). .

El espectro IR del yoauro de trietil metil amonioob­
tenido resultó ser idéntico al correspondiente a una muestra au­
téntica.
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RESUQEN

l) Se describen individualmente los alcaloides aislados hasta
el presente de la planta Pagara coco , indicándose brevemente
en cada caso el método seguido para efectuar las deterninaciones
de estructura. .

2) Se enumeranlas hzñtesis existentes y los trabajos realizados
acerca d» la biosíntesis de los alcaloides furoquinolínicos.
3) Se describen las experiencias leaizadas en este trabajo de
investigación, las cuales consistieron en lo siguiente g
I) Aplicación de métodos ya descriptos para el aislamiento de

skimmianina y' B-sitosterol en Cada uno de las experiencias.
II) Ensayo con material ïÍBCtiVO de las degradaciones que se u­
tilizaron luego con los alcaloides radiactivos. Dichas degrada­
ciones fueron;
a) Oxidación de skimmianina a ácido skimmiánico y posterior des­
carboxilación del mismo, captándose el dióxido de carbono forma­
do, cuya actividad representaba la del C-3 del alcaloide, y ais­
lándose el producto descarboxilado.
b) Aislamiento de los carbonos correspondientes a los grupos
metilos de los metoxilos.
c) Reducción de skimmianina a su tetrahidro derivado, y posterior
oxidación de éste, aislándose ácido propiónico, que representa­

ba la actividad de los C-ll , 0-3 y C-2, y ácido acético, caia
actividad representaba la de los C-3 y C-2.



140 y del ácido
3,3-dimetilacrilico-l-l4c partiendo de acetato de sodio-l-l4c
III) Síntesis del alcohol 3,3-dimetilalilico-l­

IV) Se describen las experiencias de inoculación a ejemplares
de Fagara coco ‘, en ensayos separados con acetato de sodio-l­
14C formiato de sodio-l4C, ácido mevalónico-4-l4c, ácido meva­
lónico-5-14C, alcohol 3,3-dimetilalílico-l-14 C, y áCin 3,3-di­
metilacrílico-l-l4c.
4) En base a los resultados obtenidos con las experiencias men­
cionadas , se propone una teoría sobre la biosíntesis de skin­
mianina, según la cual dicho alcaloide se formaría por conden­
sación del pirofosfato de dimetilalilo con un compuestodel
tipo de la 2,4-dihidroxiquinolina, con posterior ciclación y pér­
dida da acetona del compuesto resultante. Sepropone un meCanismo
para es:e último paso.
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