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ALCALOIDES DE LAS APOCINACEAS. ESTUDIO DE LAS BASES

AISLADAS DE L4 RAIZ DE URECHITES KARWINSKI ( IOROCO )

Lo =INTRODUCCION

Un estudio preliminar sobre los alcaloides de la Ha-
melia Patens, familia Rubidcea de 4dlvares y Borges (1), es -
un intento de ahondar en el estudio del aislamiento Yy compo-
sicidén gquimica de productos natureles de la flora Centroame-
ricana en general y la de EI1 Salvador, en particular. Que-
riendo continuar en la misma lf{nea de investigacidn el pre-
sente trabajo se ha dirigido al campo de las Apocindceas =
(5), conocidas como portadoras de alcaloides, de cuya fami-
Iia se encuentran en nuestro pats varias especies, entre e-
llas la URECHITES KARWINSKI (7), denominada vulgarmente Lo
roco, y cuya flor es muy apreciada por su uso, que padria-

mos llamar tipico, en la cocina criolla.

De un estudio bibliogrdfico exhaustivo (el cual in-

eluye una revisién completa del Chemical 4bstracts Vol. 1 al



B

Vol. 66, The Alkaloids por Bentley Vol.l ( 1957 ) y II -
( 1965 ) editado por WFiley y The Alkaloids de Manske, A-

cademic Press) se llegd a la conclusidn de que esta plan—
ta no ha sido previamente estudiada, y sbélo hay descritos
en la literatura dos trabajos referentes a las especies -
Urechites lutea (11) y Urechites suberecta (10) relativos
a los glucdcidos presentes en ellas, pero no se ha encon-—

trado nada publicado sobre estudio de alcaloides en estas

especies.

II.-DISCUSION TEORICA

En reacciones preliminares pudimos determinar que
ni tallos, ni hojas, ni flores contenfan alcaloides al ob-
tener reaccidén negativa con los reactivos especificos ta-
les comoe: Dragendorff (4) Mayer (6), etc. .. Sin embargo
la rafz, gue el pueblo le asigna propiedades venenosas, -
nos did reaccidn fuertemente positiva con los reactivos =
anteriores. No se ha comprobado su aectividad mortifera,
pero sf{ alteradora de algunas funciones como veremos mds

adelante en la descripcidén de pruebas farmacoldgicas.

Siendo pues la rafz, la Unica parte que contenfa -
sustancias bdsicas nos dedicamos al estudio de sdélo es-

ta parte de la planta. El conseguir cantidad suficiente pa-

rc su investigacidn fue cause de diftcultades: lo. por la re-
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resultado positivo con cste reactivo en las fracciones
de la No. 116 a 1la 135 elufdas con los solventes: Eter
etilico 100%, €ter etilico-metanol en cuya mezcla se va-

rié la proporcidén de metanol de 16 a 80%.

_Las fracciones de la No. 30 a la 60 con reaccidn -
positiva a Dragendorff, se reunieron en una sola y se -
les hizo cromatografia de papel utilizando diferentes -
solventes. En el sistema Butanol-dcido acético-agua -
(100:10:saturacidn) (4), desarrollado en unas 15 horas,
tiempo en que el solvente recorrid 29.5 cm., se¢ obtuvo
una mancha, que al ser revelada con Dragendorff, corrfa
casi con el frente, bastante alargada y con diferentes
matices, parecicndo que habia mds de un alcaloide.Rf=0.84

(grdfica I).

4 la fraccidn No. 125 también se le hizo cromatogra-
Sfia de papel en las mismas condiciones que la anterior -
observdndose la presencia de dos manchas,una gque corrid
poco Rf=0.09 y otra con poca resolucidn cerca del frente.

Rf=0.94.

Tratando de lograr le separacién completa de lo que
parecia ser mds de un alcaloide se hizo una nueva croma-
tografia de columna con las fracciones de la No. 120 a -
la 130 de la columna anterior (que habian sido eluidas

con €ter etilico-metanol variando la proporcién del —-
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CROMATOGRAFIL EN PAPEL

Fraccidn

No.

30=-60

Grdfica T

saturacidn

Eluyente: Butancl-dcido aético-
agua 100:10:
Tiempo: 15 horas
Bf = 0.84

Escala £
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segundo del 32 al 64%), utilizaendo siempre Sflica gel
de 100 ®Mesh” y cambiando el gradiente de elucién, al
principio en forma rdpida, variando las proporciones -
de solvente en un 50% cada vea, pero 5 fracciones antcs
de llegar a la proporcidn de solvente en el cual habian
aparecido las bases en la columna anterior, se redujo =
la variaecidn a un 5% con el objeto de lograr un cambio
mds graduel en el gradiente de elucidn y obtener mejor

separacidén de las susStancias.

Las fracciones No. 19 y 37 que habian sido obteni-
das con eluyentes de polaridad comprendida entre: bence-
no-éter de petrdleo (80:20) y acetato de etilo-clorofor-
mo, en cuya mezcle varid la proporcibén del 2o0. de un 10
a 100% daban reaccidén de alcaloides. A4s{ mismo daban -
reaccidén positivae las fracciones No. 90 a 118 que habian
sido eluidas a partir de: éter et{lico-metanol cuya pro-

porcidén de metanol varid del 50 al 75%.

4 las fracciones que resultaron positivas a Dragen-—
dorff se les hizo cromatografia de papel utilizando di-
Sferentes solventes como eluyentes, sin embargo seguimos
obteniendo manchas sin resolucidn, lo que se debidé a la
SJaltae de cdmaras con tempcratura regulada (8) producien=—
do, por lo tanto, durante el tiempo de corrimiento, que
normanlmente era entre las 5 p. me de un dia a las 8 a.

me del dia siguiente, grandes cambios en el grado de sa-
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turacibén del tanque cromatogrdfico.

La introduccidn de la cromatografia en capa fina
nos permitid, en este momento, confirmar la impresidn
gue se tenfa acerca de la cantidad de alcaloides pre-
sentes en las fracciones anteriores, ya que la croma-
tografia en capa fina, por desarrollarse en mds corto
tiempo, estd menos expuesta a los cambios de tempera-—
tura, proporcionando, por otra parte, mayor resolucidén
de las manchas debido a un mayor poder de adsorcidn,
4si fue posible obtener en varios de los casos tres —-
manchas bien definidas (grdfica II 4) cuando en papel
se obtenta una mancha si;. resolucidn. (comparar con -

grdfica I).

Utilizando la fraccidén No 110 y probando una se-
rie de eluyentes entre ellos los propuestos por Faldi
(14) 1o mismo que los reactivos reveladores de una va—
riacidn del Dragendorff (3) y Yodo platinato (3). Se -
obtuvieron para el llamado solvente III por Waldi (ci-
clohexano=-clorocformo-diectilamina 50:40:10) tres manchkas,
una cerca del frente (4), otra en ¢l medio (B), y oira
cerca del punto de referencia (C), cuyos Rf son 4A=0.23;
B=0.43 y C=0.93. (grdfica II B).

Con objeto de obtener una cantidad de producto su-

ficiente para hacer una investigacidn mds profunda se -
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Cromatografia II-A

Eluyente: Jcetato

de Etilo-Benceno

fos 2
R fs

4 = 0.12
= 0. 23

= 0. 82
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Cromatografia II-B

Fraccidén No.110
Eluyente: Ciclohexa
no-Cloroformo-dietil

amina 50:40: 10

CROMATOGRAFIL EN CAPA FINA
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Grdfica IT

Lk

4 =023
B = 0.43
C = 0.93
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obtuvo un nuevo extracto de sustancias bdsicas, por tra-
temiento del producto original que habia sido extrafdo -
con alcohol, acidificado con HCl y alcalini&ado con NH#OH;
con acetato de etilo en caliente. Por este mdtodo sdlo
exirajimos las bases que eran solubles en este disolvente,

guedando en el residuo las bases solubles en otros.

Una nueva cromatografta en columna de los extractos
anteriores, utilizando en esta ocasidén Silica gel de 0.08
mm. (Merck), did fracciones con reeccidn débilmente posi-
tiva a Dragendorff a partir de la numero 7.elufda con 1os
solventes desde dter de petrdleco-benceno 56%. Practicdn-
doles la cromatografia de capa fina con Silica gel G, a -
las fracciones No. 26 y No. 27 eluidas a partir de bence-
no-acetato de etilo en cuya mezcla la proporcién del se-
gundo varighba de 80%-100% y utilisando como eluyentes: a-
cetato de etilo-benceno 70:30, se evidenciaban 3 manchas
que como las obtenidea ocucndo s¢é usd el ‘solvente.llcrnido
IIIl por Waldi, denominamos compuestos 4, B y C con valo-

res de Rf 4=0.40, B=0.70 y (0=0.90.

Se tratd ademds en estas mismas fracciones de iden—
tificar los alcaloides por el método propuesto por Haldi
(14), utilizando como patrones Rodamina y los alcaloides
dtropina y Quinina, corriéndolos en diferentes eluyentes
propuestos por €1, para poder comparar con los Rf dados

en sus tablas para los diferentes alcaloides. Si se u-
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tiliza el revelador de Yodo platinato se puede ademds iden-
tificar por coloracién de la mancha. Debido a diferentes -
condiciones experimentales en la preparacidn de los platos,
obtuvimos diferencias entre los Rf dados y los encontrados

por nosotros.

El intento de obtener: picrato, acetato, benzoato,
perclorato y nitroso derivados de las fracciones Nos. 26 Yy

27 no did resultados positivos.

Las muestras Nos. 26, 27 y 28 se trataron de puri-
Sficar en capa gruesa en un intento de separacidén de los -
productos 4, B,y C que las componen, pero debido a que las
cantidades que fueron aplicadas en el plato eran mayores de
80 mgr. por 25 gms. de S{i{lica, tampoco logramos la separa-
cidn por este método. Los extractos de capa gruesa fueron
reunidos en uno s6lo y nuevamente cromatografiados en colum=
na, utilizando S{lica gel de 0,08 mm. (Merck) y cambiando pa=-
ra algunos de los solventes el orden en que se habian usado
los eluyentes en las columnas anteriores. Usamos ciclohezxane
entre. . €ter de petréleo y benceno; y acetato de etilo des-—

pués de cloroformo y éter etflico.

Dieron reaccidén positiva a Dragendorff las fraccio=-
nes de la No. 22 a la No. 30 (éter de petrdleo-ciclohezano
15:85, ciclohexano benceno del 10 al 30%) y de la No. 70 a la
Fo. 86.(benceﬂo-cloroformo-d§1:70 al 100%, cloroformo-éter del



20 al 60%). En capa fina pudo verse que de la frac-—:

cidn No. 73 a la No. 83 se obtenian manchas mds inten-—

sas y siempre habia mds de una en cada cromatograma.

En vista de la impoéibilidad de sépararJIOS"compo-
néntes del problema con los métodos anteriores se proce=—
did a cambiar la Silica gel usada para las columnas an—=
teriores por Llumina neutra de grado de actividad 11-111
Yy se usaron, cambiando la proporcidn en volumen en un =
10% cada vez, los solventes: dter de petrdleo, tetraclo-
ruro de carbono, benceno, cloroformo, acetato de etilo ,
como eluyentes. 41 efectuar reacciones de Dragendorff
en las diferentes fracciones se obtuvo reaccidén positiva
a partir de la fraccidn No 65 eluida con benceno-cloro-
Jormo (90:10) . En cromatografia en capa fina daba -
mancha cercana al frente en las fracciones No. 65 a la
¥o. 78 eluidas con la mezcla Benceno-cloroformo en 1la
que se varid la proporcidn del segundo de iC a 40%. L
partir de la No. 79 (benceno-cloroformo al 40%) apare-
ce un alcaloide en la parte media del plato, Rf=0.42 -
en solvente III (Waldi, loc. cit.) en algunas de las =
Jracciones se ve ademds una mancha que corre poco del
punto de aplicacidn, Rf=0.11. Los valores de Rf. pa-
ra algunas de las fracciones en solvente III pueden ver-

se en la tabla I.



Fraccidn Nc. Bf.
86 0.93
96 0.29
108 0.11 0.42
110 0.14 0.43

Valores de Rf. de diferentes fracciones
en solvente III (ciclohexano-dietilamina-
cloroformo 50:10:40).

En todas las fracciones que daban reaccidén positiva a
Dragendorff quedaba una sustancia resinosa de color café ro-—
Ji20 cuando se evaporaba el solvente con el gue habfa sido -
extrafdo de la columna, pero al cabo de algunos dias encon—
tramos que en las fracciones No. 98 a la No. 105 eluidas con
benceno-cloroformo cuya proporcién del segundo variaba del -
70 al 100%, se habfan formado unos cristales escamosos de co—
lor blanco, aunque coloreados por restos de sustancia resino-
SQ. Se ensayarvn varios solventes para tratar de recrista-
lizar la sustancia, siendo el ciclohexano el mejor solvente

de cristalizacidn.

La sustancia que c¢ristalisd corresponde a la que de-
signamos B en cromatografia de capa fina y en vista de que

se encontraba en mayor proporcién en el extracto y -
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que cristalizaba, mnds fdcilmente, lo que nos permitiria reali-
zar un estudio mds profundo de la misma, concentramos nuestro -~

estudio en este producto.

Haciendo cromatngrafia en cape fine a la sustancia re-—
cristalizada obtuvimos una mancha con Rf=0.42 en solvente III -

(Waldi).

El punto de fusidn de este eompuesto cristalizaodo de ci-
clohezano nos dié 77-76°. Sin embargo tomdndole nuevo punto -
de fusidn a una muestra que suponfamos de la misma sustancia Yy
que cristalizamos en el mismo solvente nos encontiramos CoOn que
éste era diferente ddndonos un valor de 90—9100. Esto nos hi=-
20 sospechar gque la sustancia habfa sufrido alguna alteracidén o

que habfa algo que la impurificaba.

Los resultados de los andlisis espectrogrdficos nos die-
ron un motivo mds parae pensar que la sustancia llamada B, gue én
capa fina parecfa ser una sola, estaba constituida por una mez—
cla de dos compuestos, X y Z, muy semejantes en su constitucidn

guimica como veremos seguidamente.

III,~ ESTUDIQ ZSEECTROGRAFICO DE LAS SUSTANCIAS X y & .

Diferentes medios espectogrdficos se utiliszaron con el -~
ebjeto de determinar la estructura de estas sustancias. J4si se
utilizd Resonancia Magnética Nuclear (X y Z), Infrarrojo (X y %),
Ultravioleta (Z) y Espectrometria de Masa (X). EHstudiando con -

detalle el andlisis espectrogrdfico de cada uno de c¢llos
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COMPUESTO X

Estudio del espectro de Resonancia Magnética
Kuclear (RMN) graf. III. - Se observan las siguien-
tes absorciones: un pico pequefio paraC=2.75 ppmy -~
correspondiente a cloroformo y el cual no volveremos a
comentar por no tener influencia ninguna en la estruc-
tura del compuesto. Después nos aparecen dos duple-
tes para 1. =3.03 y 3.67’ppm; con un peso de un pro-
tén para cada uno siendo en ambos la constante de aco-
plamiento J=1.8 c/seg. lo que nos acusa la presencia -
de un -CH=CH- . Ya que al tener los dos dupletes la -
mism@ constante de acoplamiento nos demuestra que Son
dos protones vecinos que se interfieren entre si (13)
Yy por su posicidn en el espectro acusa la presencia -
probable de un doble enlace. Nos encontramos después
un duplete para® =5.25 y tres tripletes para 7=5.57,
6.28, 6.91 . Por comparacién de este espectro con -
el del compuesto Z (grdfica IV) hemos deducido gque el

duplete a 5.25 se interfiere con el triplete a 6,28 -

puesto que en el compuesto Z no‘estdn desdoblados pre-—
sentdndose en forma de singletes. Esta deduccidén que
se ha hecho en base a la similitud que presentan las
sustancias no sélo en estos aspectos sino también en
su comportamiento cromatogrdfico, es la mds adecuada
para este conjunto de picos que presentan todags ellos
la misma constante de acoplamiento de 6 cic/seg.. En-

tonces del acoplamiento del duplete a 525 con el =
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triplete a 6.28 con peso de 1 y 2 protones reépéc—
tivamente se deduce la existencia de un E—CH—GHéFB:
siendo probablemente uno de 1os R un grupo carbonilb.
En cuanto a los tripletes a 5.57 y 6.91 con peso de 2
protones c¢/u que por comparacidn similar al del espec-
tro Z vienen en ambos compuestos desdoblados hemos de

deducir la presencia de un grupo -CH2 - CHé -

ESPECTRO INFRARROJO.- FEste presenta similares caracte-
ri{sticas al del compuesto Z que comentamos ampliamente
mds adelante. Presentando solamente diferencias en -
la”huella digital® evidenciando asti sus constituciones
distintas y mayor intensidad en una serie de picos co-

munes con aquel (1560 cm_ﬂ 1490 en ! ete. ).

s

ESPECTROMETRIA DE MASA.- Dadas las condiciones en que
se verificd, se pudo solamente estudiar el peso molecu-

lar que fue de 151.

COMPUESTQ Z

Estudio del espectro de Resonancia Yagnética Nu-
clear (RMN) (grdfica IV y V). Para Tj=2.97 y 3.56 se
observa l1a presencia de dos picos con tendencia a des-—
doblarse con constante de acoplamiento J=1.8 ciclos/seg.
con un peso de un protdén cada uno lo que nos indica la

posible presencia de un grupo R-CH = CH - R similar al
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compuestn ¥ pudicndc ser R igual a“CO—NH—'B sitmilar. ZI que

J sea igual para los dos dupletes nos demues tra de forma de-—

Sfinitive que esos dos protoi es estdn en wpwosiciones vV2CINGS

.e interfieren uno al otro ¢n la foria quc habfamnos prinera-

mente interpretado .ara ¢l compuesto X. Un tercer pico nara
ff,:5.25 con peso de protoncs igual a Cos de acucrdo con la

intecral, no presentan desdoblamiento lo gue adscribinos a un

CH2 aislaco o a un =CH2 .

Para ‘7{ =5.64 ncs aparece un triplcte con constante

de acoplaimiento J=6 cic/seg. y un peso de <Cos protones nos in-
dica gque sstd desdoblado por un CH2 vecino, esto viene confir-—
mado por el triglete a 6.89 peso tambidn de dos protones Yy cons-—
tante de acoplamiento J, también de 6 sic/scg.,. que nos confir-
ne de forma definitiva la precsenciac de un grupo B—CHQ—CHQ-R’ .
Por ¥ltimo un pico a 6.48 que desaparece por tratamicnto d¢ la
solucidn de deuterio-cloroformo con D.0 acusdndonos la presen-—

2
cia de un grupo OH o NH ( grdfica IV ).

INFRsR20J0 DEL CC.rUESL0 Z. (Grdfica VI). Tabla II. Zn
¢l estacdo sdlido el espectro entre 4000 — 1400 cm—l se obser-—

varcn 1los siguientes picos no resueltos para bandas dc 3370 y

3260 cm—l indicdndonos 1la presencia de grupos OH - &6 NH «en
la moldécula. Observamos también un pico a 3100 cm*l que

desajarece ¢n solucidn ( grafica VIII ) por 1o cuel s¢ de-
duce gue ¢s debido a alguna interaccidn intermolecular,-

Despuds observa.os un pico grande Y ancho -
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TABL4 Il

TABLA DE ABSQRCION EN ESPECTROMETRIA INFRARROJA

" ESTADO A48 I GNAK¥ IENTO REFERENCI4A (12)

861ido Ligquido
Cm—l cm'l
3370 3600  Entre 3500 - 3300 cm™t 1ibre

3400 0 asociado: IVH2 s NH C=NH Tabla 7-1, 7-2
3360 Entre 3400 - 3200 cn™t of -

polimérico o en puente de H Tabla 5 y 6

3100 ¢ =C=4H
1650 1680 1690 a 1640 cm™t c=# - 6 c=

1604 NH grupos CO - Tabla 7 y 9
1560 1565 Entre 1640 - 1560 R-NH2 Tabla 7
1380 1399
1330 1315

1338
1305 1305
1255
1217
1175
1183
1070 1078

1047
990 Puede ser un alifdtico NO
955
828 C = C’H2
780

SECOTESK CENTRAL

iy A -
clere »e i ® i '

Lo i
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a 2900 cm-l no resuelto que es cldsico para los espectros he-
chos en Nujol siendo el mismo adscrito a este ultimo compues-
to. OSe observa despuds una serie de picos en la regidén com-
prendida entre 1700 y 1400 en ™4 que pueden ser vistos en for-
ma mds amplia en la grdfice siguiente. (grdfica VII ). Es-
ta, comprende la regidén del infrarrojo entre las bandas de -
2000 a 600 cm—l en ella observamos un pico con tendencia a -

1

desdoblarse a 1650 cm que adscribimos a un grupo -C0-=(C=C-.

0 un grupo lactama. Se observa después un pico a 1560 cm"'Z
debido probablemente a un overtono. Nos aparece inmediata-—
mente la regidén llamada de la ”huella digital” comprendida
de 1500 - 1100 cm L Es esta regidn, muy dificil de interpre-
tar, incluso para expertos, ya que depende enteramente de 1a
estructura de la molécula siendo la misma una comprobacidén -
de la estructura final. Enitre las longitudes de onda de =
1000 y 600 cm*l observamos un pico a 990 cm—l que nos detec—

ta la posible presencia de grupos =C=C- o la de grupos B-NH?

al igual que los otros picos a 850 y 790 et .

Comentaremos ahora el espectro en solucidn en cloro-
Jormo de la misma sustancia. Observamos (grdfica VIII y IX)
que el pico que en estado sbélido nos daba a 3370 cm_l Y
3260 cm—l ahora nos aparece en forma de un solo pico ancho
a 3400 y un pico pequefio a 3600 cm—l indicdndonos asi la
presencia de un H en forma de OH o NH, [formando puente
de hidrégeno con tendencia a liberarlo como nos indica

este Ultimo pico que comentdbamos de 3600 en™! -
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dparecen despuds de 3120 em ™2 y a 2400 en~L unos picos
que estdn dibujados por trczos discontinuos gque son de-

bidos a H0013 Yy que por lo tanto no comentaremos.

En le grdfica del espectro hecho en solucidn para
las bandas comprendidcs entre 2000 y 600 em™? (grdfica IX). -
Observamos un pico a 1680 cm-l ancho y de gran intensidad
que adscribimos con el que aparecia en el espectro hecho
en Nujol de 1650 cm-l a la presencia de los grupos (C0-C=C
6 lactama. La anchurns del pico nos permite sospechar la
presencia de ambos grupos en lg molécula. E1 desplazamien-
to de 1650 a 1680 en™ en 1a absorcidn es una varicecidn -
18gica que se observa al pascr la molécula del estado sé-
lido ¢ un estaedo de solucidn donde la molécula més libre

permite tener vibraciones de longitud de ondc mdés corta.

El resto es la regidn de ”huella digitel” entre 1400
a 1000 cm-l y desde esté al final tcmpoco podemos obtener'
ninguna informacidn debido a las absorciones correspbndienf
tes al cloroformo.

4 partir de estos datos podemos concluir que esta -
sustanpia presenta un anillo hexagonal, pdpéridinico, ya
que si fuera del tipo pirrol o inddlico apafecerfa e 3400
em * una absorcidn Juerte y aguda que no es nuestro caso,

por otra parte el pico a 1670 cm—l que hemos yc comentado

estd de acuerdo totalmente con la absorcidén de una lacta-
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ma hexagonalcil,, /3 insaturada (2) y lc presencic de un
grupo NH, detectado en el espectro de Resonancia Hagnética
Nuclear, viene aquf confirmada por las absorciones ¢ 1580~

1490'cm_z .

Ultravioleta hecho en etanol Zmax.289 My (é =2250)

(gréfica X)

De los anteriores estudios espectrogrdficos podemos .
deducir lo siguiente: |

lo.—Que‘el compuesto X, que tiene un PH-151, revela
en su molécula, la presenciac de los grupos ~CH=CH- y un -
CHxCHg5 y un CH-CHp, mds un N. déndonos los grupos detec—
tables un peso de 95. Lec diferencia 56 corresponde a 1os8
pesos de dos grupos C,0, 1o que estd de acuerdo con el va-
lor de 151 encontrado, y ¢ wartir de estos hechos,dé acuer—
do con datos experimentales espectrogrificos, proponemos -
para el compuesto X la siguiente férmula empirica Céﬂbqgﬂ >
Io gue se demostrd por los andlisis. Pendientes de un es-
tudio por R.i{.N. en 250'81 gue podamos determinar su estruc=—

ture final.

20.=Que~el compuesto Z tiene gren similitud con la sustan-—
cia X como se ha visto por su estudio. Lz dnica diferencic
Jundamnental observable es en un no desdoblumiento de l1os =

grupos correspondientes a las absorciones U =5.23 y 6.48 a-
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cusdndonos la presencia de un Oﬁ2 aislado o un =0E2 aislado

Y posible NH u OH.

De todo esto podemos deducir la similitud de los com-
puestos X y Z, pero también su indiscutible diferencia. Se
comprueba la presencia en ambas sustancias de una lactamae c{-
clica con un anillo de no menos de seis miembros (16) la pre-
sencia de dobles enlaces detectados por infrarrojo y resonan-
cia magnética nuclear y la presencia en ambas moléculas de -

los grupos R-OHQ—GHZ—R’ .

En el caso del compuesto X la presencia de nueve Hidrd-
genos detectada por el espectro de Resonancia Hagnética Muclear
es confirmada por su andlisis que concuerda con una férmula -
08H902N . Por lo que los grupos presentes en esta molécula
son los siguientes: un grupo lactama oc,/5 conjugada, ¢l grupo -
R—OHQ-OHErR ya mencionados; un grupo R-CH=CH- Yy el grupo —
E—OH—CH?—R’. Teniendo en cuenta lo anterior y no habiéndose en-
contrado en la literatura ningin producto similar al descrito -
proponemos para este compuesto X el nombre de LOROQUINA necesi-—
tando solamente una investigacidn por espectrometria de masa
y Re . N. en deuterio cloroformo para proponer definitivamen-

te su férmuln estrvrtural.

En el caso del compuesto Z que presenta los grupos ante-

2
riores con la diferencia de que el ultimo es un R~-NH-CHy— R » -

r'_ —




e p

P eai
tampoco ha sido descrito por lo que lo denominamos|=LOROCINA

\
proponiéndole la fdérmula 1 como fdrmula estructure].

CH, “——‘*052

co

NH

I

FORuULA 1

Necesitando €sta una posterior confirmacidn por

degradacidén y sintesis.



IV.~FRUEBAS FARM4ACOLOGICLS

Las pruebas farmacoldgicas consistieron cn probar
accién sobre la presidén arterial, primero con cxtracto o-
riginal y lucgo con la sustcncia purificada y cristaeliza—

dec para ver si prescntahan €l mismo c¢fecto.

Cuando se¢ trabajd con gatqs anestesiados con Nem—
butal'(40 mg./Kg de peso) y se¢ les hizo registros dc pre-
sidn arterial (carétida primitiva) cn un quimbgrafo, in-—
yectdndole por la yugular externa solucién acuosc del ex—
tracto bdsico original, el rcsultado obtenido fuc: catda
de la presidn arterial, que desaparecia al inycectar. 4tro-
pine. Este comportamicsnto de produccidén de hipotcnsidén -
blogqucada por Atropina nos hizo sospechar la prcsencia de
una sustaencia quc actuaba imitando la accidn del parasim-
pdtico, per lo que podrfamos considerarla parasimpatico=-
mimética, ya quc la Atropine bloquea las acciones muscari-

nicas del parasimpdtico (9)

Cuando s¢ tratd un gato en las mismas condiciones

que las anteriores, pero inyeetdndole la sustzncic purifi-
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cada Yy cristaligada en vez del extracto original, no s¢

observaron cambios ¢n la presidn arteriel.

Tratando de conseguir mds datos para obtencr conclu-—
siones, se hicieron prucbas con intestinos aislado de co-
nejo, porcidén de duodeno, colocado c¢n un reservorio de so-
lucidén de Looé“a FE 7.4, 37°C. y haciéndolc pasar aire, el
intestino fue concctado a un traductor y &éste ¢ un poligra-
fo para registrar los movimicntos peristdlticos. Sc hiso
un registro control y cuando sc afiedicron ¢l mcGio cn que
se cncontraba ¢l intestino diferentcs fracciones con reac-—
cién positiva dc alcaloides procedentes de 1lc Ultima ero-—
matograffa de columna, sc obscrvd una marcade rclajacidn y
al mismo tiempo disminucidn de las ondas peristdlticas. FPor
el contrario cuando la sustacncia agregada fuc la quc habfa-
mos aislado y logrado cristclizar, no hubo cambios pcrcep-

tibles.

Estos resultados no ncs permiten sccar ninguna con-
clusién de tipo farmacollgico. Demostrdndonos uUnicamente Qque
‘na son los compuestos X y Z aislados 10s que prescentan —

las propiedades alteradoras.




- 3% -

*@olucidn de Lookes

NaCl 25% #gCl5 2.5%
KC1I 10% NaHCC3 5%

Glucosa 5%
CaCl, . 24,0 5%

Voe-PARTE EXFERIMANTLL

Los puntos dc fusidén cstdn sin corregir. Los es-
pectros de Resonancia Magnética Nuclear fucron hechos cn
un Perkin Elmer 4-60- en solucién de Deuterio-Cloroformo
utilizando tetrametilsilanc como standard interno. Los
gspectros infrarrojos fucrcn hechos c¢cn un Perkin Elmer -
mod. 237. Los andlisis fucron rcalizados por ¢l Sr. J.
Camerdn del Dcpto. de Quimica de la Universidced dc Glasgow

a quien le dcmos las gracics.

Extraccidn de sustancias bdsicas. 15.4 Kgs. de rcfla se-

ca y fraegmentada fueron somctidos a mcceracidn con alcohol,
por 15 dfes, al cabo de este ticmpo los extractos alcohd-
licos fueron concentrados a vacio, el residuo trctedo con
HCl1 I N y las sustancias mo solubles filtradas. La solucidn
deida fue ligeramente alcalinizada con NHy OF I N. Ddndonos

un volumcn totael de 2 1ts.

Las primeras extracciones dc¢ la base se hicieron, utili-
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2ando 200 ml. de 1la solucidn alcalina antdrior, con diferen-
tes solventes en frios: benceno, cloroformo, aceteto de etilo,
dter etflico. Encontrdndose que cloroformo y acetato de eti-
lo extraian en mayor proporcidn las bases, mientras gque el -
benceno y éter lo hacfan en cantidades insignificantes. Se

emplearon en cada ocaesidén 25 ml. de la solucidén alcalina y -

25 ml., de uno de 1los solventes mencionados hasta que Ia sSo-
Iucidn era agotada para este determinado solvente, lo que =
se comprobaba con el reactivo de Dragendorff. Cuando la
extraccién de las bases fue completa se reunieron todes los
solventes que hicieron un volumen de 750 ml., y se evaporaron
al vacio, obteniéndose una sustancia parda, de aspecto siru-

pPOso cuyo peso era de 2.5 gms.

CROMATOGRAF T4

Cromatografia en columna de los extractos originales.
2 gramos de este extracto fueron cromatografiados en eolum-—
na, empleando 20 gr. de Stlica gel (#allinckrodt), de 100 -
?Mesh”. La columna fue preparada con éter de petrdleco (60—800),
la elucidn se comenzd con 250 ml. de Ster de petrdéleo y lue-
go variando la proporcidén en volumen un 16% cada vexz. Se
usaron los solventes: éter de petréleo, benceno, acetato de

etilo, cloroformo, &ter etflico y metanol.

Las fracciones de la No. 30 a la No. 60 de esta colum-

na, elufdas con benceno-acetato de etilo .variando la -
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proporcidn del vltimo desde un 16 o un 100%, dicron recgidn
positivc a Dragendorff. 4si mismo se obtuvo recceidén posi-
tive ¢ este reactivo en lcs fracciones No. 116 ¢ No, 135 e~
lufdes con ¢ éter ctfilico 100% y 1u mezclz ter etf{lico-me=
tcnol del 16 al 80%. Lcs frocgiones No, 30 ¢ 1a No. 60 fuew

ron reunidas en una solc y evaporadis, obteniéndose 0,2 gr.

¢ sustoncic,

Cromctograffa en paocl. 4 las buscs resultentes se
les hizo eromctografic en pupcl aseendente, utilizaendo ¢n =
todos lIcs ccsos papel Fhatman No 1 en tiras de 35 X 4 emy Y
como reuclador reactivo de Dragenderff desarrolldndolas du-
rcnte 15 horas con tempercturas que oscilceban de 26°C a 240&.
Los eluyentes utilizados fueron form:dos por combincciongs =

difercntes de butcnol, dcido ccético y aguc,

Cromctogr.fic 4.- Solventc: butcnol~acético-aguc
4e8l1¢b5. Se obtiene uni manche clargecdce cun diferentcs mati-

¢es con un Rf=0.82.

Cromctogreffa B.- En idénticcs condiciones que la cn-
tericr usindo n—putanol-ccético~aguc (10:4:scturccidn). Kan-

cha poco definide Rf=0.75.

Cromatografic C.—- En cstac cromatografia sc varid el

tamafio del papel, 40 cm. de lcrgo por 10 de cncho y la pro-

LN A A
JITeCA
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porcidén del solvente butanol-acético—-agua (100:10:satura-

cibén) Rf=0.84.

Para la fraccidn No; 125 se usd eluyente butanol-a-
cético-agua (100:10:saturacidn), haciendo el recorrido en
15 hs. Las dimensiones del papel empleado fueron de 40 cn.
de largo por 10 cm. de ancho. &Se obtienen dos manchas, u-

na se.va con el frente y la otra con Rf=0.09.

Nuevo Fraccionamiento Cromatogrdfico.-Las fracciones
de la No. 120 a la 130 de la columna anterior que habfan si-
do elufdas con la mezcla éter etilico-metanol variando la -
proporcidn del segundo de 32 al 64%, fueron reunidas y eva-
poradas, dieron un peso de 0.6 gr., se les hizo nueva cro-
matograffa de columna con 30 gr. de Sf{lica gel (Mallinckrodt)
de 100 *Hesh”. La columna se pregsard con €ter de petrdleo -
(600-800) usando éomo eluyente 200 ml. de los siguientes sol-
ventes y combinaciones entre ellos: éter de petrdéleo, bence-
no, acetato de etilo, cloroformo, éter etilico, metanol, en
proporciones de 50 ml. c/u y variando la proporcidn en vo-
lumen en un 50%, de éter de petrdleo o cloroformo y a partir

de €ter eti{lico se vaerid la proporcidén en un 5% en volumen.

41 hacer pruebas de Dragendorff a las diferentes frac-
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ciones s¢ encontraron positivas de la No. 19 a la No. 37,
elufdas a partir de benceno-éter de petrdleo (80:20) y a
cetato de etilo-cloroformo en ¢l que la proporcidn del 20.
varié de un 10 a 100% y de¢ la No. 90 @ la No. 118 elufdas
con éter etf{lico-metanol en el que la proporcién de meta-

rnol varidé de 50 a 75%.

Cromatografia en papel.- 4 la fraccidén No. 90 se le -
hizo cromatograffa de papel en Fhatman No. 1 de 35 cm. de
largo por 4 cm. de ancho, el e¢luyente fue butanol-acdii-
co~agua (100:4:saturacidn), el revelador Dragendorff, ticm-
po de recorrido de 15 horas, resultando una mancha alarga-—

da sin resolucidn.

Cromatograffa en capa fina.-Cromatografia de capa fir~
se hizo con la fraccién No. 110 de la columna anterior, u-—
tilizando platos de vidrio de 20 cm. de largo por 5 cm. de
ancho que se prepararon con Sflica gel G. (Merck) 30 gr. -
para 60 gr. de agua, pare cada 20 platos, ddndoles un espe-

sor 0.25 mm. y secdndolas a la temperatura ambiente.

Se hicieron varias cromatograftas y para todas se usd
Dragendorff maodificado como revelador. Se emplearon varios

eluyentes encontrdndose que con acetato de etilo-benceno -
75:25 aparecian tres manchas a diferentes niveles 4, B y C

cuyos Rf eran: 4=0.12; B=0.35 y C=0.82. En otra cromatogra-
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Ffa en la que se usé como eluyente el solvente III de Waldi
(Ciclohezxano-dietilamina-cloroformo 50:10:40), se revelaron

con Dragendorff tres manchas de Rf 4=0.23, B=0.43 y C=0.93 .

Nueva extraccidn de compuestos bdsicos.-De los res-
tantes 1800 ml. de solucidn alcalina original se 1levé a ca-
bo, en un extractor liquido-ligquido de 200 ml. de capacidad
con acetato de etilo en caliente, una nueva extraccién hasta
que las sustancias bdsicas fueron agotadas. Se obtuvo un vo-
lumen de 600 ml. de acetato de etilo que fueron evaporados al
vactfo hasta un volumen de 100 ml. y luego con ldmpara de ra-
yos infrarrojos hasta tener una masa oscura de aspecto resi-

noso que dié un peso de 48.5 gr.

Cromatografia en columna de nueva extraccidn.- 5 gra-
mos de este extracto fueron cromatografiados en columna con
130 gr. de Sflica gel (Merck)de 0.08 mm. Esta columna al igual
que las anteriores se prepard con dter de petrdleo (60-80°%) u-
sdndose 2 fracciones de 200 ml. c/u de los solventes: éter de
petrdleo, benceno, acetato de etilo, cloroformo, éter etilico,

metanol, cambiando las proporciones en wvolumen en un 10% c/vez

4 partir de la fraccidén No. 7 eluida con €ter de petré-
leo-benceno al 55% se comienza . a obtener reaccion débilmente
positiva a Dragendorff,siendo mds intensa a partir de la No.22

a la ¥o., 31,eluidas con mezcla de benceno-acetato de etilo, cu-
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ya proporcidn de acetato variaba de 30 a 100% y con acetato

de etilo-cloroformo (90:10) .

Las fracciones No. 26 y No.27 que habfan sido eluidas
con benceno-acetato de etilo al 80% y que pesaron al ser eva-
poradas respectivamente, 0.480 gr. y 0.421 gr. fueron reuni-

das en una sola.

Cromatografia en Capa Fina de la mezcla de fracciones
Nos. 26 y 27. Parte de la mezcla de fracciones Nos. 26 y 27
Jue cromatografiada en capa fina usando como eluyente acetato
de etilo-benceno (70:30). 41 ser revelada con Dragendorff -
did 3 manchas con los siguientes Rf:4=0.40, B=0.70 y C=0.90.
Estas mismas fracciones en cromqtograffa de capa finag Yy usan-
do los solventes propuestos por Waldi fueron comparados con
Rodamina, Adtropina y Quinina, pero los resultados no fueron

satisfactorios.

Intento de purificacidn por Cromatograffa en Capa -
Gruesa y Columna.- Lo que aun nos quedaba de la mezcla de
las fracciones Nos. 26 y 27 se unieron a la No. 28 y se les
hizo cromatografia de capa gruesa, tratando de- lograr la se-
paracidn de los compuestos 4, B y C de los que parecfan es-
tar constituidas. 6 platos de vidrio de 20 por 20 cm. fue-
ron cubiertos con una mezcla preparada con 25 gr. de Sflica
gel G y 40 gramos de agua cada uno. La base disuelta en ben-=

ceno fue colocada en el plato y eluida con acetato de etilo -
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b:nceno (70:30). 41 ser retirados de las cdmaras y secados
a la temperatura ambiente se observd que no habia habido se-
paracidén completa, se cortd la regidn de Sflica que contenta
las bases, se lavd con acetato de etilo, se evapord el sol-
vente obtenténdose 0.47 gms. de sustancia que fueron croma-
tografiados en columna con 12.5 grms. de Stlica gel (Merck)
de 0.08 mm. La columna fue preparada con éter de petrdéleo
(60-800) pasando mezclas de los solventes, en volumenes de
50 ml. 3 veces cada uno: &ter de petrdleo, ciclohexano, ben-
ceno, cloroformo, éter etilico, acetato de etilo, metanol.
Variando la proporcién en un 10% cada vez. Dieron reaccién
positiva a Dragendorff a partir de la fraccidén No. 22 elui-
da con €ter de petrdleo-ciclohexano al 85%. 4 partir de la -
No. 73 elufda con benceno-cloroformo desde el 70% la reaccidn
era mds intensa. Pero al hacerle cromatografia de capa fina
en las mismas condiciones que las anteriores siempre habia

e
mds de una mancha en cada cromatogramd.

Cromatografia sobre 4lumina.- Una nueva cromatografia
de columna con 7 gr. de extracto de sustancias bdsicas, ex-
traidas con acetato de etilo caliente, utilizando en esta o
casidn 210 gr. de 4ldm .na neutra de grado de actividad II-IIT

Yy los solventes: éter de petrdleo, tetracloruro de carbono,

benceno, cloroformo, acetato de etilo, fue hecha.

La columna se prepard con éter de petréleo (60—800)0
Se usaron 250 ml. de solvente en fracciones de 50 ml. c/u -

NTECA CENTRAIL
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variando la proporcidn en velumen en un 10% cada vezi Se ob-
tuvo reaccidn positiva a Dragendorff a partir de la No. 65 -

eluida con la mezcla bénceno-cloroformo desde el 10%.

Se hicieron cromatografias de capa fina a varias de
las fracciones. Utilizando en todos los casos solvente III
(Ciclohexano, dietilamina, cloroformo) como cluyente y como

revelador Dragendorff modificado.

Se obtuvieron para las distintas fracciones 1os si-

gutenies RBf.

T4BLA L3I

Fraccidn No. A
74 0.92
103 0.42

110 0.43 ~ 0.14

Las fracciones No. 98 a la No. 105 que habfan sido -
eluidas con benceno-cloroformo del 70 al 100% y al ser evapo-
radas quedaban reducidas a unag sustancia resinosa, lgual gue
la mayoria de las otras fracciones, al cabo de 8 dfas habian-
se formado cristales perfectos aun colorcados por restos de -

resina.
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Se intentd la recristalizacidn de esta sustegncia en

varios solventes, logrdndose en ciclohezano.

COMFUESTO X y Z

Compuesto X . Punto de fusidn 77 - 7800. (ciclohexano)

Andlisis:
Hallado: C 63.30%; H 6.12%; N 9.15% .

Calculado para: 0839NG}; C 63.57%; H 5.99% N 9.27%.

P.¥. = 151 (espectrometriac de masa)

Compuesto Z. Punto de fusidn 90-91°(Y {ciclohezino)

Espectro Infrarrojo . Entre 3500 y 3300 cm'l libres o aso-

ciados ¢ Nﬂé; NH; C=NH .

&

I. R. 3400 y 3200 cm ~ (OH polimérico o e¢n puente de H) 3100

en™t  (C=C-H) . 1690 a 1640 cn”t (C=N - & G=NH, grupos CO-).

Ultravioleta hecho en etanol:ﬁmdxima = 289 3 (<f'=2250).
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CONCLUSIONES

lo.- Por primera vez se estudia quimicamente la rafz de
URECHEITHES KARWINSKI de la que se obtiene por el método de mace-
racidén en alcohol, evaporacidén y luego extraccidn con HCI Yy neu-
tralizacidn con NHZOH, un extracto bdsico en el cual se ensayan

varias técenicas con objeto de separar los alcaloides que contie-

ne. Se logra la mejor extraccidn con acetato de etilg calienie.

2o,-Por diferentes métodos cromatogrdficos se logra cl ais-
lamiento de dos sustancias bdsicas de gran similitud que denomi-

namos inicialmente X y Z.

30.-For su comportamiento espectrogrdfico se deduce la -
prescncia en sus moléculas de los siguientes grupos: una lecta-
ma ctclica con un anille de no menos de 6 miembros, un doble en-—
lace B-CH =5 .
Y CJQCHQ R
4o.-La base denominada ¥ a la que le corregsponde la jér-
mula 08H902N s consta ademds de los grupos: lactama conjugada, el

grupo R=CH,=CH,~R , un R-CH=CH-,y el grupo R-CH-CH,R .

Se le hizo un estudio espectrogrdfico detallado no én-
contrdndose ninguna sustancia de¢ propiedades idénticas descritas

en la literatura por lo qgue se¢ lg denomina LUROQUINA,

50.~ La base Z, a la que sc¢ le hace también un estudio -
gspectrogrdfico tampoco se le encucentrae descrita en la literatu-
ra; sc le denomina LORCCINA y se le propone una férmula esiructu-

ral,.
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6o.— De las pruebas farmacoldgicas se concluye que
el extracto bdsico original contiene principios activos -

gue actian sobre la presidn arterial.

Que las fracciones con reaccién de alcaloides posi-
tiva, que ensayamos sobre intestino de conejo, actuaban de
forma diferente al extracto bdsico produciendo relajacidn y

disminucidn en las ondas peristdlticas.

70.— Que 1os compuestos X y 4 aislados no presen-—

tan este tipo de propiedades alteradoras.
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