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1.- INTRODUCCION



Las Rauwolfias constituyen un extenso género
de plantas de la familia de las Apocindceas que se encuentran
ampliamente distribuidas sobre las regiones tropicales de =
nuestro planeta. Desde un punto de vista farmacoldgico, la es-
pecie mds importante de é&ste género es la Rauwolfia Serpenti-
na Benth cuyas raices eran utilizadas por los antiguos indios
como febrifugo, en el tratamiento de disenteria y como remedio
para las mordeduras de serpientes.

Aunque ya en 1890 Greshoff(1) habfa sefialado

la presencia de principios alcaloideos:. en las preparaciones



de &sta planta, los primeros en aislar en forma cristalina

una serie de alcaloides de la Rauwolfia Serpentina fueron Si-
ddiqui y Siddiqui(z) en el afio 1931. E1l posterior descubri-
miento de la reserpina, un alcaloide con pronunciada actividad
hipotensora y sedativa, por Miiller, Schlitter y Bein(3) po-
tenci6 notablemente la investigacién de las propiedades far-
macolbgicas y quimiéas de estos alcaloides. Actualmente se co-
nocen mi&s de treinta alcaloides de la Rauwolfia Serpentinax4_5)
entre los que cabe destacar por su mayor interé&s farmacolbgico
la ajmalicina, ajmalina, deserpidina, reserpina, serpentina,
yohimbina ¥y rescinamina.

Desde que en 1933, Chopra, Gupta y Mukherjee(s)
registraron la actividad hipotensora de las sustancias extrai-
das de la Rauwolfia Serpentina, han sido numerosisimos los es-
tudios farmacolégicos(7—10) llevados a cabo con estos alcaloi-
des. Actualmente se cree que la accidén hipotensora y sedativa
de &sta planta se debe principalmente a los alcaloides deser-
pidina, reserpina y rescinamina y que su mecanismo de accibn
estd relacionado con su actuacién sobre el sistema nervioso
central.

Aunque la accibén hipotensora y sedativa de las
preparaciones de Rauwolfia es, sin lugar a dudas, la propiedad
farmacolégica'qUe ha atraido mayor atencién, existe también
referencias en las que se recogen la potencialidad de estos

(11), en el tratamiento

(13) 4

alcaloides en el campo de la geriatria

de algunos desbrdenes mentales(12)

(14)

, de la psoriasis 2

la angina de pecho , de las alteraciones cardiovascula -



res“s) (16).

y desdbrdenes ginecolbgicos

Las preparaciones de Rauwolfia Serpentina -
poseen dos propiedades que aumentan de forma importante su
utilidad terap&utica; su baja toxicidad y la no creacién de

drogodependencia(17)

. En algunos casos los tratamientos con
estas drogas producen letargia, relajacién muscular, rino-
rrea, diarrea, disminucién de la libido y tendencia a la ga-

(18). No obstante, estos efectos colaterales

nancia de peso
son poco acusados y desaparecen rapidamente al suprimir o
reducir la dosis.

En los Gltimos afios, el interés farmacoldgico
de los alcaloides de la Rauwolfia Serpentina se ha visto no-
tablemente acrecentado al haberse comprobado su capacidad pa-
ra inhibir selectivamente la replicac¢ién del ADN en las célu-

_ - (19)
las cancerosas sin afectar al de las células normales

Desde un punto de vista quimico, la mayor par-
te de los alcaloides de la Rauwolfia Serpentina son bases in-
d6licas que pueden clasificarse segln sus caracteristicas es-
tructurales en los siguientes grupos(zo);

I. -Indolinas terciarias.

II. Bases cuaternarias de anhidronio.

IIT. Bases ind6licas terciarias. Este grupo
puede a su vez subdividirse en;

a) Alcaloides de la yohimbina y

b) Alcaloides de la heteroyohimbina



Estructuras quimicas mis comunes de los alca-

loides de la Rauwolfia Serpentina.

R
GRUPO I:
Indolinas terciarias R
GRUPO II: N
i

Bases cuaternarias H g
de anhidronio. !

H,CooC |

GRUPO III:
Bases ind6licas ter

ciarias:

a) Alcaloides de 1la

yohimbina.

b) Alcaloides de la ! i

heteroyphimbina. ' |

H,CO0C



Como puede apreciarse en el Esquema 1, gran -
parte de los alcaloides de la Rauwolfia Serpentina y espe-
cialmente los de mayor significacién farmacolSgica poseen en
su estructura un anillo de B carbolina (9H-~ piridol3,47b|in—
dol) (Esquema 2), en alguno de sus diferentes grados de oxi-
dacidn.

La presencia de este grupo de B-carbolina con-
fiere a los alcaloides de la Rauwolfia gqgue lo poseen sus pro-
piedades fisicoquimicas m4s significativas y sus reacciones

mis caracteristicas (21)

. En particular, entre estos Gltimos
queremos destacar por su relacibén con el tema de nuestro tra-
bajo las reacciones de oxidacidn.

Las tetrahidro-B -carbolinas reaccionan con u-
na variedad de agentes oxidantes dando lugar a diferentes
productos dependiendo de las caracteristicas de los oxidantes
y de la naturaleza del medio de reaccibn.

Estas reacciones presentan gran interés tanto
desde un punto de vista sinté&tico como analitico.

Posiblemente, las reacciones de oxidacibén de
las tetrahidro- B -carbolinas m&s caracteristicas son las gque
conducen a la formacién de dehidro- B -carbolinas y en algu-
nos casos a B -carbolinas completamente aromdticas. Este es
el caso de las reacciones con oxidantes tales como tert-bu-

(22), acetato de mercurio(23), tetraacetato

(25)

til hipoclorito

(24)

de plomo o persulfato . A este grupo pertenecen tam-

bién las reacciones de degradacidén oxidativa de los alcaloi-

des derivados de la tetrahidro-(%-carbolina(zs).



ESQUEMA 2.-

Estructuras de las :B-carbolinas.

’
N
H

Tetradehidro- B -carbolina

Dehidro- B —carbolina

N NH
H

Tetrahidro- g8 —-carbolina



El mecanismo de estas reacciones puede racio-

- nalizarse sobre la base del mecanismo general propuesto por

Taylor(27)

para las reacciones de oxidacién de los derivados
2,3- disustituidos del indol (Esquema 3). Este mecanismo su-
pone un ataque a la posicién 4 del anillo de tetrahidro-g -
~carbolina (I) por un electr6filo para dar lugar a la indo-
lenina correspondiente (II), estableciéndose posteriormente
el equilibrio imino-enamina(IIa,IIb), el cual en medio &cido
conduce a la formaci6én de la dehidro- 8 —carbolina(III) y con
oxidantes fuertes a B-carbolinas completamente aromiticas (V).
Las reacciones de la reserpina con nitrito en
medio &cido conducen a la formacién de 3,4-dehidroreserpina
por lo que puede considerarse englobada dentro del mecanismo
indicado anteriormente. Esta reaccién ha presentado un inte-
rés analitico considerable ya que en ella se basan ‘una gran
cantidad de métodos de determinacién analitica de reserpina.
La reaccidn reserpina-nitrito fué registrada

por primera vez por Szalkowski y .Mader(zs)

que utilizaron
las caracteristicas cromogénicas del producto de reaccidn:
3,4-dehidroreserpina, para la determinacibén analitica de es-
te alcaloide. Este procedimiento modificado. inicialménte por

Banes y Cbizg)y posteriormente por otros autores(30)ha sido

adoptado como método oficial para la determinacidn de reser-
(31)

(32)

pina en la farmacopea U.S.A.
Haycock y Mader realizaron un andlisis de-
tallado de las caracteristicas de esta reaccibén, llegando a

la conclusibén de que para la formacidén de productos cromogé-



ESQUEMA 3.~

Mecanismo general de Taylor de tetrahi-

dro-~ B -carbolinas.
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nicos de caracteristicas similares a la 3,4—dehidroreserpina
resulta impreécindibie la presencia de un grupo metoxi en la
posicibébn 11 del anillo de tetrahidro- 8 -carbolina por lo que
aquellos alcaloides que como la alstonina, deserpina, ajmali-
cina y - ¥ohiimbina .. no poseen esta estructura,no dan _J.a reaccion.

En un estudio cinético posterior de esta reac-

cién(33l éstos autores encontraron la siguiente ecuacidn de
velocidad:
+
. _ k,.K.|H"|. |HONO| 1
obs

1 + K,.|HONO|

consistente con el mecanismo de reaccifn que se indica a con-

tinuacidn;
Reserpina Ky Reserpina 2
+ HONO : "HONO —e=
protonada protonada
Reserpina k2
: HONO| ——— 3,4-dehidroreserpina -3-
protonada H

No obstante, sﬁs autores no pudieron estable-
cer la naturaleia del producto de adicidn reserpiﬁa—nitrito,
ni el origen de la dependencia de la concentfacién de &cido
en la velocidad de reaccibén. Un estudio posterior de la reac-

(34)

cidén entre la rescinamina y nitrito condujo a resultados

similares, aunque tampoco en este caso sus autores aclararon
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las cuestiones anteriormente indicadas.

Recientemente,se ha 1levado a cabo en nuestro
Departamento un estudio cinético de las reacciones de oxida-
cidbn de varios alcaloides ind6licos con peroxodisulfato po-

25,a . . . .
( ’.Las reacciones de éste oxidante con yohimbina,re-

tasico
serpina y reserpidina conducen a la formacién de los corres-
pondientes 3,4-dehidroderivados,aunque en el caso de la re-
serpina la oxidacibn prosigue hasta la formacidn de tetrade-
hidroreserpina(zs’b). |

Aunque las diferentes caracteristicas estruc-
turales de estos alcaloides afectan notablemente las veloci-
dades de sus reacciones,8stos siguen una misma ecuacibn de
velocidad;

k,.K,-|5,05| —4-

1+ K.]s,05]

obs

formalmente similar a la indicada previamente para la reac-
cibn reserpina-nitrito.

El mecanismo de &stas reacciones se recoge en
el Esquema 4 y puede considerarse un caso particular del me-

canismo general de Taylor anteriormente expuesto.

~0,5—-0-0-5S03" 050;~
/'
N | L N
N 3 N 3
H \ J et

ESQUEMA 4
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Una comparacidn de los datos existentes sobre
las reacciones de los alcaloides de la Rauwolfia Serpentina
con nitrito y con peroxodisulfato, pone en evidencia que am-
bos tipos de reacciones presentan caracteristicas muy simi-
lares; dan lugara:la formacién deilos mismos tipos de produc-
tos y obedecen las mismas ecuaciones de velocidad. Estas si-
militudes permiten suponef'razonablemente gue sus mecanismos
de reaccién deben ser andlogos.

Por &sta razén, hemos creido interesante lle-
var a cabo un estudio sistemitico de:las cinéticas de.las reac
ciones de diversos alcaloides de la Rauwolfia Serpentina con
nitrito que permita esclarecer con detalle el mecanismo y las
caracteristicas generales de estas reacciones.

Los alcaloides seleccionados han sido yohimbi-
na(I), reserpina(IlI) .y reserpilina(III) (Esquema 5 ) ya que -
estos alcaloides poseen distintos grados de sustitucidn por -
grupos metoxi en el anillo de benceno del nficleo de tetrahi-
dro- B -carbolina y pueden proporcionar una informacidén adicio
nal de este sustituyente en la cinética y mecanismos de estas

reacciones.



ESQUEMA 5.-

Estructura de la YOHIMBINA, RESERPINA, Y

RESERPILINA.

I: YOHIMBINA

IT: RESERPINA

III: RESERPILINA

R = 3,4,5(OCH3)C6H2—COO



2.- EXPERIMENTAL.
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2-1 REACTIVOS.

Los alcaloides utilizados; clorhidrato de yo-
himbina,clorhidrato de reserpilina y reserpina fueron dona-

(35). Se comprobd que

dos por C.H. Boehringer Sohn Ingelheim
estos productos eran cromatogrdficamente puros por lo que
se utilizaron sin someterlos a ninguna purificacidén poste-
rior.

Las disoluciones de yohimbina y de reserpina

. . , 3
se prepararon disolviendo sus clorhidratos en 5 cm de me-

tanol y diluyendo posteriormente con agua destilada hasta
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completar un volumen total de 100 cm3. Las disoluciones de
reserpina, a causa de la baja solubilidad en agua de este al-
caloide, se preparon en metanol-agua al 50% en volumen.

Todas las disoluciones de los alcaloides se
prepararon en matraces de color topacio y se conservaron en
la oscuridad para evitar procesos de fotooxidacién(36) pre-
pardndose diariamente antes de cada experiencia.

Las disoluciones de nitrito se prepararon a =--

partir de NaNO Merck R.A. y las de acido perclérico por di-

2
lucibn de una disolucibén comercial de este reactivo del 70%
{(Merck). Estas iltimas disoluciones se valoraron frente a o-

tras de NaOH.
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2-2 PROCEDIMIENTO Y APARATOS

Las reacciones estﬁdiadas se han seguido espec-
trofotométricamente, midiendo las absorbancias -dé :las-mezclas
reaccionantes a intervalos regulares de tiempo. Los reactivos
con la excepcibén del nitrito, se mezclaron previamente y se
mantuvieron termostatizados en un bafio durante unos veinte mi-
nutos a la temperatura a la que se iba a seguir la reaccidn.
Una vez transcurrido este tiempo se afiadié la cantidad de ni-
trito conveniente, también previamente termostatizado, se to-
mé una alicuota de la mezcla y se llevé a la cubeta del espec-

trofotSmetro.
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La temperatura en la cémara de cubetas se mantuvo constante
a la temperatura deseada en - 0.19C, haciendo circular agua
procedente de un bafio exterior.

Las medidas de absorbancias y los espectros UV-
VIS de reactivos y productos se realizaron en un espectrofoté-
metro Perkin Elmer modelo Lambda 5. Este aparato es de doble
haz, con rango de longitud de onda de 190 a 900 nm. La preci-
sién en la seleccibn de longitud de onda es de = 0.3 nm, la re
producibilidad de £ 0.1 nm y la precisién fotométrica de I 0.003
unidades de absorbancia para 1A. Ademds, dicho aparato posee
un Printer/Plotter para la recogida de datos .y representacidn !
de ‘espectros y es programable.

Los espectros de fluorescencia de los alcaloi-
des y de sus productos de reaccién se han realizado en un es-
pectrofluorimetro Perkin Elmer modelo 650-40. Este aparato uti
"liza una ldmpara de xenon de 150w. Los monocromadores taﬁto de
excitacibén como de emisidn poseen un paso de banda regulable
desde 1.5 a 20 nm y seleccionan la radiacién en un intervalo de
200 a 830 nm. Como registrador se ha utilizado un Hitachi Mode-
lo 057 XY.

El procesamiento de los datos cinéticos se ha
efectuado en un microordenador Apple II Europlus.

Los productos de reaccidén se han identificado
por cromatografia de capa fina. Estos experimentos se han lle-

vado a cabo con dos fines; por un lado caracterizar los alca-

loides y sus productos mediante las medidas de sus Rf y por

otro lado, utilizando placas preparativas individuales para
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cada alcaloide, realizar espectros de absorcibén separando en
las placas las bandas correspondientes al alcaloide y su pro-
ducto respectivamente.

Hemos utilizado placas de 20x20cm-y ¢omo.sopor-

te Kieselgel 60 PF , €l cual contiene aditamentos fluores-

254
centes. El subindice indica la longitud de onda de excitacidn
a la que fluorece dicho indicador. De esta forma se pueden lo-
calizar las manchas o bandas observando simplemente la placa
con una l&mpara de UV (Uv atem), sin necesidad de hacer un re-
velado posterior.

La fase m6vil m&s conveniente para &stas sepa-

raciones resultd ser cloroformo-metanol en la proporcibén 4:1.



3.- RESULTADOS
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3-1 ANALISIS DE PRODUCTOS.

Cuando se mezclan disolueiones 'de .los alcaloi-
des con una de nitrito s6dico en medio &cido se forman pro-
ductos amarillos (yohimbina y reserpilina) o amarillo-verdo-
so (reserpina), que en condiciones de alta concentracidén de
nitrito o de &cido, toman posteriormente una coloracidn par-
da-rojiza que puede ser debida a la descomposicidn de los
productos iniciales o a la formacibén de 6xidos de nitrdégeno.

Todas::- nuestras experiencias se han llevado a cabo en condi-
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ciones experimentales adecuadas para que los filtimos procesos
no tengan lugar.

Las cromatograffas de las mezclas de reaccién
mostraron dos manchas correspondientes al alcaloide y al pro-
ducto de reaccibn. Estos andlisis cromatogrdficos se realiza-
ron con muestras tomadas en los primeros tiempos de reaccién
para evitar los efectos de posibles reacciones secundarias y
sus resultados se recogen en la tabla 1.

Cabe sefialar que los productos obtenidos en las
reacciones de estos alcaloides son cromatogrdficamente idénti-
cos a los de las reacciones de los mismos alcaloides con pero-
xodisulfato potésico.(zs)

Los espectros UV-VIS(figs.1-3) de estos produc-
tos de reaccién, una vez separados cromatogridficamente, mues-
tran miximos de absorcién a 350 nm(yohimbina), 382 nm(reserpi-
na) y 388 nm(reserpilina). Estos espectros se corresponden de
forma plenamente satisfactoria con los de los.3,4—dehidroderi—
vados de cada alcaloide(37).

Con objeto de confirmar la naturaleza de los
productos de reaccibn, se realizaron varios andlisis espectro-
fluorimétricos. Los espectros de emisibén de los productos de
reaccibén obtenidos excitando a las longitudes de onda de los
maximos de absorcidn anteriormente indicados, muestran bandas
cuyos miximos a 504 nm(yohimbina), 495 nm(reserpina) y 530nm
(reserpilina)est&n también en pleno acuerdo con los que se re-

cogen en la bibliografia538)



TABLA 1.- ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS PRODUCTOS

DE REACCION.

Muestra Re (1) Re(2)
Yohimbina 0.57  memeea
Yohimbina+nitrito = ----- 0.34
Reserpina 0.82  eme—
Reserpina+nitrito 0.82 0.43
Reserpilina 0.82 eee——

Reserpilina+nitrito 0.82 0.34
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" FIGURA 2

Espectros UV-VIS de la RESERPINA (:
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FIGURA 3

Espectros UV-VIS de la RESERPILINA

Y 3,4-DEHIDRORESERPILINA (-——-------- ).
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3-2 RESULTADOS CINETICOS.

3-2-1 METODO DE OBTENCION DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD.

Las medidas cinéticas se realizaron siguiendo
la variacidn de las absorbancias de las mezclas de reaccibn
con el tiempo a las longitudes de onda de los maximos de ab-
sorcidén de los productos de reaccibn, segiin el procedimiento
indicado previamente.

Estas medidas cinéticas se realizaron siempre

en condiciones de seudo-primer orden, empleando para ello con-
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centraciones de nitrito y de &cido en exceso con respecto a la
de alcaloide.

Previamente se comprobS que la presencia de &-
cido era indispensable para que las reacciones transcurriesen
con welocidad apreciable.

Las constantes de velocidad de seudo-primer or-
den, kobs' se determinaron mediante un ajuste no lineal de mi-
nimos cuadrados de los datos de absorbancia-tiempo a la ecua-

cién;

Ap =B, + (A, - A, ) . exp (-k_, .t . =5-

t o0 bs
En este ajuste A A°° y kobs se consideraron parametros ajusta-
bles.

El acuerdo entre los valores de At obtenidos
mediante la ecuacién (5) y los experimentales fué siempre ple-
- namente satisfactorio (fig. 5) (desviacién estandar del ajus-
te ¢ X 2,00 1070,

Este método de cilculo de ko did siempre resultados repro-

bs
ducibles, de forma que el error en kobs para varias medidas
cinéticas duplicadas no fué nunca superior al 8%.

3-2-2 ECUACION DE VELOCIDAD.

Con objeto de determinar las ecuaciones de ve-
locidad de las reacciones estudiadas se llevaron a cabo medi-
das cinéticas con diferentes concentraciones de &cido percld-
rico y de nitritQ.Los resultados de estas medidas se recogen
en las Tablas(2-7).

Los valores de kO recogidos en estas tablas corresponden al

bs



FIGURA 5

Representacién ABSORBANCIA-TIEMPO.

B = Puntos experimentales.

...= Ajuste seglin ecuacién 5.
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valor medio de, al menos, dos determinaciones.
Asi, en una primera serie de experiencias se

varib la concentracién de HCLO, manteniendo fija las de nitri-

4
to y alcaloide asi como la temperatura(ZSQC).
En las figuras (4-6) se recogen las representa-

ciones gr&ficas de kO frente a la concentracidn de HCLO4 pa-

bs (
ra cada una de las reacciones estudiadas. Como puede apreciar-
se, en todos los casos existe una relacidén lineal entre kobs

y la concentracibdn de &cido perélérico.

En una segunda serie de experiencias se mantu-
vieron constantes las concentraciones de &cido y de alcaloide
(a 259C ) v se modificaron las de nitrito. En estas condicio-
nes, las representaciones de kobs frente a la concentracidn
de oxidante se recogen en las figuras (7-9 ).

Como puede apreciarse, las representaciones de
kobsfrente a INOZ"I son lineales. en el caso de las reacciones
yohimbina-nitrito y reserpilina-nitrito pero muestran una cur-
vatura para la reaccidén reserpina-nitrito, tendiendo los valo-

res de ko s hacia un valor constante a medida que aumenta la

b
concentracibn de oxidante. Los resultados de ésta filtima re-

accidén coinciden cualitativamente con los obtenidos previamen-

(33)

te por Haycock y Col por lo que puede establecerse para

ella una ecuacidn de velocidad similar;

k. |nog-| - [HCLO, | 6=

K = :
1T+ k . [Noy-]

0Obs

Tomando los inversos en ambos miembros de la
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ecuacibn -6- y reordenandq. puede obtenerse la ecuacibn -7-;

1 ‘ 1 k' -

Kobs k. |noj |.|ncro,| k. |ucro,|

seglin la cual,para una concentracién fija de lHCLO4| la re-
presentacién de 1/kynhg frente a 1/|N05] deberd dar una linea
recta.

En la figura 10 se ha efectuado dicha represen
tacidén y como puede apreciarse confirma plenamente la espec-
tativa anterior.Los valores de k ¥ k' a 252C obtenidos de la
pendiente y ordenada en el origen de la recta obtenida son

2,-1

0.69 M “s™ " y 156 M! respectivamente.

j
En el caso de las reacciones yohimbina-nitrito
-y reserpilina-nitrito los resultados experimentales conducen
a la siguiente ecuacién de velocidad;

k = k. [no3|. |ncLo, | -8-

obs

siendo los valores de k a ZSQC, 0.17320.005 MTéegT1 (yohimbi-~
na) y 5.74%0.17 M2 seg?1 (reserpilina).

Puesto que la ecuacién -8- podria ser un caso
particular de la -7- con k'.|N05|<< 1,se ha intentado obser-
var si en &stas {iltimas reacciones se producen también curva-

turas en las representaciones de kobs frente a |NO;|.NO obs-

tante al aumentar fuertemente la concentracidn del oxidante
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se forman los compuestos pardo-rojizos ya mencionados anterior-
mente, por lo que los resultados obtenidos carecen de confian-
za.

3-2-3 INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES.

Con objeto de obtener una mayor informacidén de
las caracteristicas cinéticas de estas reacciones, se ha estu-
diado también la influencia que ejercen factores tales como -
temperatura, composicidn del disolvente y adicibén de sales en
las velocidades de estas reacciones.

En la Tabla 8 se recogen los valores de kObs
para las reacciones estudiadas a ZOQC,,25QC,‘3OQC,359CJY 40°c.
y en las figuras (11-13) las correspondientes representaciones
de Arrhenius. A partir de estas grificas se han obtenido de la

(39) las energias de activacidn de estas reac-

forma habitual
ciones, que tambi&n se indican en dicha tabla.

Las reacciones objeto de nuestro estudio estén
sujetas a efectos del medio, modificdndose sus velocidades -
tanto por la adicién de sales como por las variaciones en la

composicidn del disolvente. En el primer caso, adicibn de sa-
les, los efectos &on poco pronunciados, aumentando la velocidad
de reaccién al aumentar la fuerza ibnica. Asi por ejemplo, pa-
ra la reaccién reserpilina-nitrito (|Reserpilina| = 2.10"4 M;
‘HCLO4I = 0.275 M), los valores de kobscuando las concentracio-
nes de LiCL presentes en el medio de reaccidn son 0; 0.05 y -
0.10 M toman los valores de 0.039,0.046 y 0.057 min~ |, respec-

tivamente. En el caso de las otras reacciones los resultados
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obtenidos son muy similares.

Por el contrario, la influencia de la composi-
cibén del disolvente en la velocidad de reaccién es mucho mis
destacada. Asi, al aumentar la proporcién de metanol se ob-
serva una disminucién de las velocidades para todas las reac-
ciones estudiadas.

Es suficiente considerar, por ejemplo en el
caso de la yohimbina, como al aumentar la proporcibén de MeOH

desder un 1% hasta un 10%, la kO disminuye dréasticamente,

desde 0.146 a 0.0302 min— .

bs



TABLA 2 .- REACCION YOHIMBINA - NITRITO.

Influencia en kobsde la concentracidn de HCLO4.

Condiciones generales.

4 3

- - - o]
Yohimbina [=2.107°M; |“NO,”[=4.107"M; t=25-C.

|ucro, | M kopg (min ')
0.55 0.022
0.825 0.032
1.10 0.042
1.375 0.057
1.65 0.068
1.925 0.079



- TABLA 3.~ REACCION RESERPINA - NITRITO .

Influencia en kobsde la concentracidn de HCLO4.

Condiciones generales.

4 3

M; [NOJ] = 4.1077 M; t

t
N
w
10
@]

|Reserpinal = 1.10”

% (V/V) MeOH:HzO = 25%.
-1
lHCLO4| M k bS(mln )
0.13 0.016
0.275 0.025
0.41 0.035
0.55 0.052
0.68 0.062

0.80 0.072



TABLA 4 .- REACCION RESERPILINA - NITRITO.

Influencia en kobs de la concentracidn de HCLO4 ‘

Condiciones generales.

|Reserpilinal =2.107% ; |N02_] -4.10"% ; t=25%,
|ucLo,| M (min~ )
4 kobs
0.825 0.112
0.68 0.089
0.55 0.073
S 0.41 0.055
0.275 0.039

0.165 0.020



TABLA 5 .- REACCION YOHIMBINA - NITRITO.

Influencia en Rb sde la concentracidtn de nitrito.

b

Condiciones generales.

Yohimbina| = 2.107°M ; |HCLO

0.038
0.064

0.087

0.099

0.127

0.146

0 ' 0.182

- 0 O O N



TABLA 6 .- REACCION RESERPINA - NITRITO.

Influencia en kobs de la concentracién de nitrito.

Condiciones generales

|Reserpina| = 1.107% u ; |HCLO

$(v/v) MEOH - HZO = 25 %.

00 O B N -
o
Q
wn
~



TABLA 7(- REACCION RESERPILINA - NITRITO.

Influencia en kbbs de la concentracién de nitrito.

Condiciones generales.

Reserpilina| =2.107*M; |ncro,| = 0.275 M; t=25%.

|N02_ .10 M kob (min~ ')
4 0.040
5 0.049
6 0.063
7 0.071
8 0.081

10 0.100



TABLA 8.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN kOB

ENERGIAS DE ACTIVACION;

Condiciones generales.

— Reaccibdn yohimbina-nitrito

g*

|Yohimbina| = 2.107*m; |noj| = 4.1077M; |HcLo,| = 2.2 M.
_ Reaccidn reserpina-nitrito
|reserpina| = 1.107%M; |noj| = 4.107%M; |HCO,| = 0.275 M.
g v/v MeCH:H,0 = 25%
—-Reaccién reserpilina- nitrito.
Reserpilinal = 2.107%; lNOEl = 4.107%y; IHCLO4| = 0.380 M.
t (%) Yohimbina Reserpina Reserpilina
20 0.072 0.018 0-038
25 0.092 0.025 0.055
30 0-152 0.029 0.070
35 0.195 0.033 0.083
40 0.243 0.044 0.113
E, (kJ / mol ) 48.5 31.4 39.3



FIGURA 4

Representacidn de kO frente a |HCLO4|.
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FIGURA 5

Representacién de ko frente a |HCLO4I.
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FIGURA 6

Representacidn de ko frente a IHCLO4|.
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FIGURA 7

Representacién de k_, = frente a lNOEI.
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FIGURA 8

Representacién de k_, . frente a lNOEI.
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FIGURA 9

Representacidn de k_, = frente a |NO£|.
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FIGURA 10

Representacidn 1/kobs frente a 1/|N02|.
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FIGURA 11

Representacién de 1ln ko frente a 1/T.
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FIGURA 12

Representacidén de 1ln kO frente a 1/T.
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FIGURA 13

Representacidén de 1n ko frente a 1/T.
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4.- DISCUSION.
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Los resultados obtenidos indican que en medio
&cido el idn nitrito oxida a aquellos alcaloides de la Rauwol-
fia Serpentina que contienen en sus estructuras un nGcleo de
tetrahidro- B -carbolina, dando como productos principales los

3,4-dehidroderivados correspondientes;

R T No'2 1 B .
H H ——

ESQUEMA 6
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Esta reaccibén es general para este tipo de al-
caloides, independientemente del nGmero ¥ posicién de susti-
tuyentes metoxi que existan en el anillo de tetrahidro-f -car-
bolina.

Nuestros resultados contrastan, por tanto con

(32) de

la conclusidén previamente apuntada por Haycock y Mader
que es requerimiento indispensable para que se den estas reac-
ciones la existencia en el aicaloide de un nficleo de 7-metoxi-
tetrahidro- B —carbolina.

No obstante, hay que seflalar que las caracte-
risticas espectrales de los productos de oxidacidn son muy di-
ferentes, dependiendo de la posicibén de este sustituyente. A-
si, la 3,4-dehidroyohimbina, que no tiene metoxi sustituyentes,
presenta un m&ximo en su espectro de absorcién a longitud de
" onda mas corta (350 nm) que la de los 3,4-dehidroderivados de
la reserpina (382 nm) y reserpilina (389 nm), que presentan
sustituyentes metoxi en las posiciones 6 6 7 del anillo.

El desplazamiento batocrfmico que experimentan
estas bandas en los derivados metoxi sustituidos reflejan la
contribuci6én de formas resonantes de estructura quinonoide en
estos iltimos compuestos, tales como los que se indican en el
esquema 7;

Por otra parte, también se observan diferen-
cias en los espectros de emisidn con la sustitucién, modifi-
cindose tanto los miximos de estas bandas como sus intensida-

des relativas. Es interesante destacar el gran aumento en la
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intensidad de fluorescencia con respecto al alcaloide original
que se produce en los 3,4 ~-dehidroderivados cuando la sustitu-
ci6én tiene lugar en la posicién 7 como es el caso de la reser-
pina, mientras que para los otros alcaloides la intesidad de

fluorescencia de sus 3,4-dehidroderivados es mucho menor.

ESQUEMA 7
: +
+ - /N
CH.-O N j
3 H

CH,O -

Como ya se ha indicado,las propiedades fluores-
centes de la 3,4-dehidroreserpina sirven de base para una gran
cantidadl de métodos analiticos de determinaci®fn cuantitativa de

este alcaloide. En estos métodos se utilizan una gran variedad
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de agentes oxidantes tales como nitrito(40) 6 dcido sulfova-
(41)

nadico siendo, no obstante, el nitrito el de uso mas es-
tudiado.

En vista del caricter general de las reacciones
de oxidacibén de los alcaloides de la Rauwolfia Serpentina por
el idn nitrito, es razonable la existencia de un mecanismo de
reaccidén comfin para todas ellas, siendo sus diferentes ecua-
ciones de velocidad casos particulares de la ecuacibn general
correspondiente a este mecanismo.

Teniendo en cuenta, por otra parte, la gran si-
militud existente entre las ecuaciones de velocidad de las -
reacciohes reserpina-nitrito y reserpina—peroxodisulfato(25'?)
este mecanismo general parece derivarse del propuesto por Tay-
lor para las reacciones de oxidacibn de los derivados del 2,3-
-dimetilindol, al que hicimos referencia en la introduccidn
y como alli indicamos es la base del mecanismo de las reaccio-
nes con peroxodisulfato.

Cabe destacar, no obstante, una importante di-
ferencia entre las ecuaciones cinéticas de estas reacciones.
Esta diferencia conéiste en la dependencia de &cido percl6-
rico observada en la reaccidn reserpina-nitrito y que no se
dd en la reaccidn reserpina-peroxodisulfato.

Aunque los alcaloides de la Rauwolfia Serpenti-
na con estructura de tetrahidro- B -carbolina pueden partici-
par en los equilibrios &cido-base que se indican en el esque-
ma 8(42--45)

, en las condiciones en que se han llevado a cabo

las reacciones en el presente estudio, estas especies se en-



ESQUEMA 8.-

Equilibrios &cido-base de tetrahidro- B —carbo-

linas.

(a)

L+
N NHW (B)
H

\ (C)

YN

(D)
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cuentran fundamentalmente en la forma B, esto es, protonadas
en el nitrégeno no inddlico, por lo que no cabrd esperar una de-
pendencia con la concentracibn de &cido tal como la encontra-
da .

Ademds, el hecho de que esta diferente influen-
cia de la acidez s6lo se manifieste al cambiar el oxidante,
sugiere que la dependencia de primer orden con la concentra-
cidén de &cido observada en las reacciones con nitrito debe a-
sociarse al comportamiento &cido-base de este oxidante y no
al alcaloide.

En medio &cido, el ién nitrito puede partici-

par en los siguientes equilibrios;

: K
- +
PR, . Y
NO2 + H HN92 —9-
+ Ka + :
HNO2 + H >~ NO + H20 -10~
Kb ,
2HNO2 = N203 + Hzo -11-
. o -4 -1 -7.,~1
siendo los valores de K , Ka Yy Kb' a 25°Cc, 8.10 M, 3.10 M
y 3.10—5M_1, respectivamente.

Si se adopta como base de estas reacciones el
mecanismo de Taylor, se requiere la presencia de un electrofi
lo en la primera etapa de la reacidn. De las diferentes espe-
cies involucradas en los equilibrios anteriores resulta eviden
que la especie que por su estructura presenta las mejores carac

teristicas electrofilicas es el catién NO+.
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Por otra parte, esta seria la unica especie que
con su participacién en el mecanismo de reaccidn daria lugar
a una dependencia con la acidez y con la concentracibén de ni
trito de primer orden, tal como la observada. La participa--
cidn de especies tales como HNO, o N,O, conduciria a ecuacio
nes de velocidad con una dependencia mds compleja de la con
centracién de &cido con la primera especie o de segundo or-
den en nitrito con la segunda.

Por tanto, tomando como base el mecanismo de
Taylor y considerando al ibn NO* como el agente electrofili-
co, puede establecerse el mecanismo indicado en el Esquema 9
para las reacciones de oxidacién de los alcaloides de la Rau
wolfia Serpentina por el idn nitrito.

Este mecanismo puede expresarse esquematica-

mente de forma resumida como sigue;

2 -12-

donde A,I y P representan respectivamente al alcaloide, el
intermediato y el 3,4-dehidroderivado producto de reaccidn.
En este esquema se ha suprimido el equilibrio-9-~ de protona
cibn del ibén nitrito ya que, en las condiciones de acidez en
gue se han llevado a cabo las reacciones, éste se encuentra

totalmente desplazado hacla la formacidén de HNOZ.
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A partir de este esquema pueden derivarse dis-
tintas ecuaciones de velocidad, dependiendo de las magnitu-
des relativas de k1, k_1 y k2, o0 lo que es equivalente, de °
la acumulacién o no de intermediato durante la reaccién.

Consideramos en primer lugar el caso en que se
produce acumulacién de intermediato debido a que la reac-=-
cién de descomposicibén es suficientemente lenta y por tanto
el equilibrio no se ve apreciablemente modificado por aque--
lla. En este caso ;

v e LBl g 1] -13-

dt

La concentracién del intermediato, I, puede

expresarse a partir de la condicidén de equilibrio como;

+
lz] = x,-|a]. |no | -14-

en esta expresién, la concentracidén de alcaloide libre, IAI,
puede ponerse en funcién de la concentracibn total de alca--
loide en cada instante |At| a partir del siguiente balance
de materia

|la] = |at] - |1 -15-

Sustituyendo ~15- en -14- se obtiene :



ESQUEMA 9.-

NOE +
HNO2 +
Ry
O
2 N N
H h
+
NO*
K

HNO2
+
NO + HZO
(0] ;
N
L W\,N-\l
k



62

|z] = k,lat]|vo*| - &, |1][N0O"] ~16-

de donde despejando

K,-|at].[no*| 17

1] =

1+ K,.|n0"|

Aplicando:también la condicibén de equilibrio

para la especie No' se obtendria

[Nvo*| = x_.[8*]. o, | -18-
Sustituyendo los valores de |I| y |N0+| de
las expresiones -17- y -18- en la ecuacién -13- se obtiene

las siguiente expresién para la ecuacibén de velocidad;

a.lp| _ k,.K_.K,.|at]|. ||, [mNo, |

at 1+ K_.K,.|65"].[mNO, | -19-

cuya constante, k para condiciones de seudo primer orden

obs’

con respecto al alcaloide viene dada por;

+
. _ <,.K_.K,.|n"].|HNO, | _20-

1+ XK, .K,.|5"].|HNO, |

1
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que puede identificarse con la ecuacién -6- obtenida para-

K_.K
a

2

kobs en la reaccidn reserpina-nitrito si se hace k = k 1

y k' = Ka.K1.|H+|

Las ecuaciones de velocidad de las reacciones
yohimbina-nitrito y reserpilina-nitrito pueden considerarse-
un caso particular de la ecuacién -19- Si Ka-K1-IH+|- |HN02|

<< 1, con lo que quedarié la siguiente expresidn para ---

k ;

obs

X
obs = k,.K_.K,.|H"|.|mNO, | -21-

que es formalmente similar a las obtenidas experimentalmente
para estas reacciones. Igualando ambas ecuaciones, experimen-
tal y tebSrica, se obtendria que k = k2°Ka'K1'

Otra posibilidad diferente que conduce también
a una ecuacidn de velocidad tedérica coincidente formalmente - .=
con las experimentales, consiste en considerar una situacidn
estacionaria para los intermediatos y que k2>> k1,siendo por
tanto la formacién de estos la etapa determinante de la velo-
cidad. En este caso;
+|.

k = k,.K_.|H
a

obs = ©1 |10, | 22~

con lo que la constante experimental k vendria dada por ---

k =k .Ka y teniendo en cuenta el valor de Ka resultarian

1
los siguientes valores para k1; 5,8.105(yohimbina) vy 1AL1O7 -1
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(reserpilina)

Aungue ambos tratamientos son cinéticamente -~
indistinguibles, pueden indicarse algunos argumentos indirec-
tos en favor del segundo . Asi, si se considera que basica-
mente las reacciones de estos alcaloides con nitrito y con pe-
roxodisulfato transcurren por el mismo mecanismo, es razona-

ble suponer que la secuencia de valores de K, deben ser muy

1
parecidas.
En el caso de las fltimas reacciones los valo-

res de K, son mayores para la yohimbina y la reserpilina que

1
para la reserpina. Esta secuencia es, por otra parte, plena-
mente justificable si se considera la diferente influencia que
ejerceh los sustituyentes metoxi en la reactividad electrofi- " -
lica de estos compuestos, ya que aunque este tipo de sustitu-
‘ciones tiéne lugar en los derivados ind6licos preferentemente
en la posicidn 3 del anillo (posicibén 4 en los tetrahidros-g8 -
-carbolinas), existen evidencias de que la presencia de un =«
grupo metoxi en la posicibén 6 activa este centro mientras que -
en la posicidn 7 lo desactiva(47).

De acuerdo con esto, habria que esperar que es-
ta sustitucién esté m8s favorecida en la reserpilina y yohim-
bina que en la reserpina. En este sentido la secuencia de k1
obtenida con la ecuacibfn -22- que se deriva del segundo tra-
tamiento coincide satisfactoriamente con estas previsiones--

( k1 yohimbina < k1 reserpilina ).

Por el contario, la suposicidn efectuada en el
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primer tratamiento de que K, -, .|H+|.|HN02] << 1 implica que

los valores de las constantes K1 de formaciédn de los interme-~

diatos serfia menor para la yohimbina y para la reserpilina -~
dgue para la reserpina lo cual est8 en contra de los razona--
mientos anteriores.

Por otra parte, el mecanismo propuesto permite
dar cuenta satisfactoriamente de los eféctos del medio obser-
vados. Asi, el aumento de la velocidad de la reaccién con el
aumento de la fuerza ibnica y su disminucién al aumentar 1la
proporcibén de metanol son los que cualitativamente correspon-
derian a una reaccibn entre especies cargadas del mismo sig--
no(39), como es la reaccibn entre el idn NO¥ y el alcaloide
protonado.

Por Qltimo, es interesante reseflar que en nin-
. guna de las reacciones estudiadas se ha observado la posterior
oxidacién del 3,4-dehidroderivado, como sucede en el caso de
algunas de las reacciones de estos alcaloides con peroxodisul-

(25) (48)

fato potéasico O con agua oxigenada . Esta diferencia -

estd posiblemente relacionada con el mayor poder oxidante de

o

estos Gltimos ( ESzo )(49!

(o)
z = 2.0 volt y E _
8 H202 = 1.776 volt
En el caso del nitrito de menos poder oxidante (E0 = 0.99 vo-

(49)

1t) este segundo proceso de oxidacibén podria no estar fa-

vorecido termodin&micamente.



5.- CONCLUSIONES
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1é.- En medio &cido, el i6n nitrito oxida a
aquellos alcaloides de la Rauwolfia Serpentina que contienen
en sus estructuras un nficleo de tetrahidro- 8 -carbolina para

formar los 3,4-dehidroderivados correspondientes.

a .

2- .- Esta reaccién es general e independiente
del nlimero y posicibén de sustituyentes metoxi en este nficleo
aunque estos modifican las caracteristicas de los productos

de reaccibn.

a . .
37.- Las ecuaciones de velocidad de estas reac-
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ciones muestran todas ellas una dependencia de primer orden
con respecto al alcaloide y concentracién de &cido perclé-
rico, pero existen diferencias con respecto a la concentra-
cibén de nitrito, ya que mientras las reacciones de yohimbi-
na y reserpilina muestran primer orden con respecto a nitri-
to, en el caso de la reserpina este tiende a cero a medida

que aumenta la concentracién del oxidante.

4é.- Aunque las ecuaciones de velocidad son
diferentes, todas ellas pueden derivarse de un mecanismo de
reaccién comiin consistente en un ataque electrofilico del--
i6n NO* sobre el anillo de tetrahidro- B -carbolina para dar
un intermediato de estructura indoleninica cuya descomposi-

cidén posterior da lugar a los productos.
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