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PLANTES DE NOUVELLE-CALEDONIE, 115. ! ALCALOIDES
MONOTERPENIQUES DE COELOSPERMUM BILLARDIERI
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Institut de Chimie des Substances Naturelles, CNRS, 91190 Gif] Yuette, France
et A. SAN FELICIANO
Departamento de Quimica Orgdnica, Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca, Espafia

ABSTRACT.—We describe the isolation of some new pyridine monoterpene alkaloids ob-
tained from extracts of Coelospermun billardieri. Their structures were determined by spectro-
scopic methods, mainly 2D-nmr techniques.

Ce travail constitue la premiére analyse phytochimique du genre Coelospermum
(Rubiacée) de Nouvelle-Calédonie. Coelospermum billardieri Diniker est une liane 2
feuilles opposées et 4 fruits terminaux en grappe; elle pousse en altitude vers 1000 m en
forét-galerie. L'extraction, menée de maniére classique, des parties aériennes, feuilles et
tiges, de I'espéce C. billardieri a permis I'obtention de 0,15% d’alcaloides.

Par chromatographies successives sur colonnes d’alumine et de silice puis par
chromatographies préparatives sur couches minces desilice, six alcaloides ont été isolés.
Leurs spectres uv et rmn les rattachent tous au groupe des alcaloides monoterpéniques
(D).

Parmi ces alcaloides, la cantleyine (2,3) était déja connue mais les cinq autres sont
des produits naturels nouveaux que nous avons appelés coelobillardierine [1], coelo-
sperminone [2], dehydro 7-8 coelobillardierine {3}, et coumarates cis et trans de 'hy-
droxy-9 cantleyine {4 et 5].
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La coelobillardine {1} est un produit cristallin qui présente en sm un pic
moléculaire 2 m/z 149; sur le spectte ir on note la présence d’'une bande due 2 un groupe-
ment hydroxyle. L'analyse des spectres (rmn 'H et rmn >C) montre I'existence d’un
noyau pyridinique 3,4 disubstitué (4) et d'un enchainement -CH(OH)-CH,-
CH(CHj;)-; la position en 7 pour le méthyl est preferée en raison de considérations
biogénétiques.

Les autres signaux des spectres rmn permettent d’établir la formule moléculaire
C5H,,NO; bien que celle-ci soit identique 2 celle de la leptorhabine (5), le composé 1
est différent par ses constantes physiques. La configuration relative entre le groupe hy-
droxyle et le méthyle a pu étre établie par I'étude de son spectre de rmn *H en condition
de double résonance. Quand on irradie le méthyle situé a 1,29 ppm le signal centré sur
3,05 ppm devient un doublet de doublet (J,=7,5, J, = 8) qui indique une position
pseudoaxiale pour le méthyle (6); de méme le signal situé & 5,10 ppm, un doublet de

'Plantes de Nouvelle-Calédonie, 114: Taxanes isolés de I’ Austrotaxus spicata, Compton (Taxacées). L.
Ettouati, A. Ahond, D. Laurent, C. Poupat et P. Potier, Bu/l. Soc. Chim. Fr., 1988, sous presse.
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doublet avec des constantes identiques (J, =8, J, = 7,5) attribuable 2 H-5, indique la
position pseudoaxiale pour le groupement hydroxyle. Les deux protons en 6 apparais-
sent chacun sous forme de triplets dédoublés ( J,,, = 12,5, J,,J, =8 pour 'un, 7,5
pour l'autre) ce qui indique une position symétrique des protons situés sur les carbones
adjacents au méthyléne en 6. Ces arguments permettent d’établir la configuration rela-
tive cis entre les deux substituants. Ces attributions sont confirmées par des expériences
de corrélations proton-proton qui montrent les interactions (H-5, H-6), (H-5, H-6")
d'une part, (H-7, H-6), (H-7, H-6") d’autre part. Enfin des expériences nOe montrent
une interaction entre H-7 et H-5 ainsi qu’entre le proton de I'hydroxyle et le méthyle en
7 (cette derniére étant faible).

La coelosperminone 2 est une huile; I'analyse spectroscopique indique I'existence
d’un noyau pyridinique 3,4-disubstitué (4) (rmn-"H et rmn-"3C) et d’une fonction car-
bonyle conjuguée avec le systéme pyridinique (it v max 1725 cm ™ '; C> 8 204,2 ppm).
Son spectre de masse (pic de I'ion moléculaire 2 m/z 147) et les autres signaux des
spectres rmn, permettent d'etablir la formule moléculaire C;HgNO pour cette sub-
stance.

Les signaux de trois atomes de carbone et six protons restent a interpréter: des ex-
périences de double résonance sur son spectre rmn du 'H montrent un enchainement
-CH,-CH-CHj; et I'enregistrement du spectre de 'H dans le C¢Hg produit un déplace-
ment (A= —0,3 ppm) pour le signal de H-4 du noyau pyridine. L'ensemble de ces don-
nées permet d’attribuer la structure 2 a cet alcaloide; elle est en parfait accord avec la
biogenese de ce type d’alcaloides (1) et se trouve confirmée par sa transformation en
coelobillardierine 1 par réduction par le NaBH,.

La dehydro 7-8 coelobillardierine {3] est un produit cristallin qui présente en sm un
pic moléculaire 2 m/z 147 permettant de lui assigner la formule CoHgNO. Sur le spectre
ir on note la présence de bandes dues 2 un groupement hydroxyle et 2 une double liaison.
Son spectre rmn du 'H, en plus des signaux caractéristiques du noyau pyridinique 3,4-
disubstitué, semblables 4 ceux de la coelosperminone, présente les signaux d'un
groupement vinylidéne (5,20 et 5,60 ppm), un doublet de doublet ( J, = 8,0; J,=4,5
Hz) centré sur 5,27 ppm et attribuable a un proton adjacent d’'un groupe hydroxyle,
enfin le signal d{i 2 un méthyléne qui peut étre simplifié en systéme AB par irradiation
sélective sur le proton adjacent au groupe hydroxyle.
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TABLEAU 2. Déplacements chimiques en >C rmn.*

Carbone Composé
1 2 3 4° 4 diacérate
C1 ..... 147,6 148,9 143,2 144,6 148,6
c-3 ... 145,1 148,3 148,8 148,6 150,1
c4 ..... 118,9 115,9 120,1 122,6 122,8
C4da .. ... 154,8 152,3 155,5 153,2 152,1
c5 ... .. 74,2 204,2 72,7 41,7 39,5
c6 ..... 45,6 45,1 42,5 71,3 74,1
c-7 ... .. 35,1 31,1 144,1 46,2 45,0
C7a ... .. 142,7 142,2 136,1 139,5 138,0
cs8s ..... 165,4 165,4
c9o ..... 19,7 20,9 106,4 62,3 62,0
OMe . . ... 51,8 51,9
Cc-1 ... .. 166,3 166,1
c2' ... 114,0 117,4
c3 ... .. 148,6 144,2
c4 ... .. 125,0 131,6
cs' ... 130,0 129,1
C-6" .. ... 115,6 121,9
c7 ... .. 159,7 152,0
c8 . .... 115,6 121,9
c9 ..... 130,0 129,1
AcO-6 . . .. 20,6
CO0-6 . ... 170,0
AcO-7" . . .. 20,8
coo-7" . .. 168,6

*CDCls; 8 en ppm par rapport au TMS. Ateributions par experiences cype EEFT.
PDMSO-4;,.

L'ensemble de ces données ainsi que des considérations biogénétiques permettent
d’envisager la structure 3 pour ce composé, hypothése qui est confirmée par 1’'obtention
d'un composé identique 2 la coelobillardierine (masse, rmn) comme seul produit de son
hydrogénation catalytique.

Le coumarate trans de I'hydroxy-9 cantleyine {4} est I'alcaloide majoritaire de I'ex-
trait. Son spectre de rmn du 'H comporte 2 8,82 et 9,01 ppm deux singulets caractéris-
tiques d’un noyau pyridinique 3,4,5-trisubstitué par un cyclopentane et un groupe
méthoxycarbonyle (7); cette fonction donne une bande d’absorption 2 1730 cm ™ ! (car-
bonyle conjugué) sur le spectre ir et un singulet 2 4,00 ppm sur le spectre de rmn-"H.
Ce dernier présente aussi deux systémes AB, I'un correspondant 4 quatre protons d'un
noyau benzénique paradisubstitué (6,94 et 7,71 ppm; J = 8 Hz) et 'autre 4 une double
liaison trans conjuguée avec le noyau aromatique (6,60 et 7,72 ppm; J = 16,0 Hz), d'un
reste paracoumnaryle. L'emplacement d’une des fonctions oxygénées en 5 est mise en évi-
dence par le fait que, simultanément, les signaux correspondants au méthyléne et au
méthine du cyclopentane se simplifient si 'on irradie le proton adjacent (2 4,78 ppm).
Les positions respectives sur le cyclopentane du groupe méchine (3,65 ppm) lié 4 un
groupement CH,O-, et du reste trans paracoumaryle ont été fixées par des expériences
de rmn a deux dimensions et correspondent a celles suggérées par les considérations
biogénétiques.

Les essais de saponification et de transestérification avec des bases n’ont conduit qu'a
des mélanges de produits de dégradation permettant seulement d’isoler I'ester
méthylique de l'acide #rans paracoumarique.
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A l'aide d’une expérience de corrélation homonucléaire proton-proton (COSY),
réalisée sur le 4 diacétate, nous avons pu observer les couplages indiqués sur le Tableau
3 et établir I'emplacement des substituants sur le cyclopentane.

Les expériences de corrélation hétéronucléaire carbone-hydrogeéne a une liaison et 4
longue distance (Tableau 3), également sur le méme acétate, ont permis de déterminer
la position du groupe #r4ms paracoumaryle, de confirmer de maniére indubitable la
structure de la molécule et d’assigner correctement tous les signaux de ces spectres de
'H et de '3C par examen de toutes les corrélations existantes.

TABLEAU 3. Corrélations Hétéronucléaires et Attriburion Compléte des Signaux des Spectres >C et
'H rmn Pour le trans Coumnarate &' Hydroxy-9 Cantleyine Diacérylé.*

13C d(eype)® Couplage direct® Proton Protons couplésd Carbone
proton d(type) correspondant | &longuedistance | correspondant

20,6 (Me) . . . . ... 2,03 (s) AcO-6 — AcO-6

20,8 (Me) . . . .. .. 2,28(s) AcO-7’ — AcO-7'

39,5(CHy) . . .. .. 3,44(dd) 5a — 5

3,58(dd) 5b

450CH)y . . . . ... 3,84 (ddd) 7 5,9 7

51,9 Me) . . . . ... 3,90(s) MeO — MeO

62,0(CH,) . ..... 4,54 (dd) 9 7 9

74,1(€CH) . . . . ... 5,75 (ddd) 6 9 6
1174€CH) . . . . . .. 6,36(d) 2’ — 2!
12L9CH) . . . . . .. 7,09(d) 6'.8' 5,9 6.8’
1228 . . . .. . .. — — 3.5 4
129,1 CH) . . . .. .. 7,49(d) 5,9’ — 5,9
13,6 (C) . . . . .. .. — — 2'6',8' 4’
138,0(C) . . . . . . .. — — 5,9,7 7a
144,2(CH) . . . . . .. 7,61(d) 3’ 5,9 3
1486 (CH) . . . . . .. 8,68 (s) 1 — 1
150,1(CH) . . . .. .. 9,01(s) 3 1 3
152,00 . . . .. ... — — 5',6',8',9' 7’

152,1 () . . . . . ... — — 6,5,1,3 4a
1654 (CO)y . . . . . .. —_— — MeO 8
166,1(CO)Y . . . . . .. — — 9,2',3' v
168,6 (CO) . . . . . .. — — AcO-7' COO0-7'
170,0(CO) . . . . . .. — — AcO-6 CO0-6

*Les valeurs des constantes de couplage et les conditions des spectres 2-D sont dans la partie ex-
périmentale.
®Obtenus de spectres cype DEPT.

Par corrélation 2-D directe H-C.
9Par corrélation 2-D indirecte H/C.

La configuration cis des groupes OH et CH,O-R est en accord avec la valeur de la
constante de couplage entre les protons H-6 et H-7 ( ] = 6 Hz) observée sur le spectre de
'H-rmn (8-10). Elle est confirmée par des expériences de nOe qui montrent un effet
réciproque entre les protons 6 et 7 uniquement possible s'ils sont en position cis I'un par
rapport a l'autre.

Le produit naturel a été régénéré par saponification du 4 diacétate avec le méthylate
de sodium dans le MeOH. Par acétylation du fraction la plus polaire, contenant essen-
tiellement le produit 4, a été isolé le diacétate de cis counarate d’hydroxy-9 cantleyine 5
dont I'unique différence par rapport au 4 diacétate est la configuration Z (J = 12,5 Hz)
de la double liaison du groupe paracoumarique au lieu de E ( J = 16,0 Hz).

La cantleyine pourrait écre d’origine artefactuelle puisqu’il a été démontré qu’elle
peut se former par action de 'ammoniaque sur le loganoside (11); cette hypothése a été
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avancée pour de nombreux autres alcaloides monoterpéniques (12,13). Elle nous a in-
cités a réaliser une nouvelle extraction en présence de carbonate de sodium a la place de
I’ammoniaque; nous avons obtenu les mémes produits avec des rendements trés sembla-
bles.

PARTIE EXPERIMENTALE

GENERALITES.—Les points de fusion ont été mesurés au microscope chauffant Reichert Thermoval.
Les pouvoirs rotatoires ont été mesuré sur un polarimetre Perkin-Elmer 241. Les spectres uv ont été ob-
tenus dans I'EtOH sur un spectrophotometre Hitachi 100-60, et les valeurs des longueurs d'onde, A max,
exprimées en nm. Les spectres ir ont été enregistrés en solution dans le CHCI; sur un spectrographe Perkin-
Elmer 257 et les valeurs v max exprimées en cm ™~ '. Les spectres de masse ont été réalisés sur un appareil
Kratos MS 50 4 70 eV, sous une tension de 8 kV, en impact électronique. Les spectres de 'H-rmn ont été
enregistrés 4 400 MHz sur un appareil Bruker AM-400 dans CDCl;; les valeurs de 8 sont exprimées en ppm
par rapport au TMS. Les spectres de *C-rmn & 50,3 MHz ex les expériences 2-D ont été enregistrés sur un
appareil Bruker WP 200 SY dans CDCl, et les valeurs de 8 exprimées en ppm par rapport au TMS. Les
flash-chromatographies ont été réalisées sur Kieselgel 60 (Merck) et les ccm sur Kieselgel F 254 (Merck).

RECOLTE, EXTRACTION, ET ISOLEMENT DES ALCALOIDES.—Les tiges et feuilles de C. billardieri ont
été récoltées au plateau de Dogny, en Nouvelle-Calédonie, le 30 novembre 1983. Un échantillon d’herbier
est conservé a I'herbier du Centre ORSTOM de Nouméa sous le numéro Pusset-Chauviere 658. Feuilles et
tiges séchées et broyées (2 kg) sont extraits par CH,Cl, a chaud aprés alcalinisation par NH,OH 2 10%.
L'extrait fournit, aprés extraction acide-base, 3 g (0,15%) d’alcaloides totaux. Des chromatographies sur
colonnes d'alumine et silice ont permis d’isoler six alcaloides monoterpéniques: 150 mg de cantleyine élué
par le mélange CH5Cl,-AcOEt (8:2), 10 mg de 1 [CH,Cl,-AcOEt (8:2)}, 90 mg de 2 [CH,Cl,-AcOEt
(9:1)1, 90 mg de 3 {CH,Cl,-AcOEt (7:3)1, 975 mg de 4 {CH,Cl,-MeOH (9: 1)} et 15 mg de 5 {CH,Cl,-
MeOH (9:1)1.

COELOBILLARDIERINE {11.—Pf = 156°; {a}*> (\) —9°(589), —10°(578), —11°(546), — 18° (436)
(¢=0,7, CHCl,); uv N max 265 et 271 am; ir 3575, 3150, 1600, 1570, 1410, 1060, 1030, 1010 cm™
em miz M1 149 (100), 132, 131, 118, 117, 106, 79, 65; 'H rmn voir Tableau 1; '>C rmn voir Tableau
2.

COELOSPERMINONE {2].—Non obtenu  I'etat cristallisé. [a}?> (\) +19°(589), +22°(578), +29°
(546), +41°(436) (c= 1, CHCl); uv A max 202, 225, 288 am; ir 1725, 1600, 1580, 1460, 1410, 1050,
1030 cm ™ }; em m/z (cel. ine.) [M1T 147 (100), 146 (75), 132(92), 119 (45), 118(95), 117 (37), 104(85),
91 (53); 'H rmn voir Tableau 1; 1*C rmn voir Tableau 2.

REDUCTION DE 2.—Le composé 2 (20 mg) dissous dans 5 ml de MeOH sont traités par 5 mg de
NaBH, 4 température ambiante sous agitation pendant 45 min. Aprés extraction, 21 mg de 1 sont ob-
tenus.

DEHYDRO 7-8 COELOBILLARDIERINE {3].—Pf= 140°; {a}*? (\) +41° (589), +44° (578), +52°
(546), +117° (436) (¢= 1, CHCL,); uv \ max 214 et 249 nm; ir 3580, 3200, 1735, 1655, 1605, 1575,
1070, 1040 cm™ ' em m/z (rel. int.) [M1T 147 (100), 132 (86), 130 (40), 129 (40), 119 (90), 118 (90),
117 (76), 104 (85), 91 (86); 'H tmn voir Tableau 1; }*C rmn voir Tableau 2.

HYDROGENATION DE 3.—A partir de 16 mg de 3 dissous dans 5 ml de EtOH absolu en présence de
5 mg de PtO,, sous pression d’hydrogéne et sous agitation magnétique, on obtient 15 mg de 1.

COUMARATE TRANS D'HYDROXY-9 CANTLEYINE 4.—Pf 180°% [a}?® (\) —121° (589), —129°
(578), —150° (546), —308° (436) (= 0,9, EtOH); uv A max 207, 224, 314 nm; ir (BrK) 3400, 1730,
1700, 1640, 1600, 1590, 1520, 1070, 1040 cm™ ! emm/z(zel. int.) (M1 369 (100), 206 (81), 188 (48),
187 (76), 175 (38), 164 (93), 163 (84), 156 (53), 147 (81), 128 (40), 120 (81), 119 (81), 118 (64); 'H
rmn en DMSO voir Tableau 1; 1>C rmn voir Tableau 2.

L'acetylation par I'Ac,O dans la pyridine, & température ambiante, de 200 mg de la fraction la plus
polaire de I'excrait, fournit, aprés chromatographie sur gel de silice 150 mg de 4 diacétate et 15 mgde 5
diacétace dont les caractéristiques spectroscopiques sont sur le Tableau 1.

METHANOLYSE DE 4 DIACETATE.—A une solution de 10 ml de MeONa 0,1 N dans MeOH, on
ajoute 30 mg de 4 diacétate A temperature ambiante et sous agitation. Au bout de 30 min, le mélange est
traité par de la résine Amberlite 50 IRC H” jusqu’a neutralité, filtré, et évaporé. Par chromatographie du
produit de réaction on isole 8 mg de 4, 10 mg d'ester méthylique de l'acide #rans paracoumarique, et un
mélange de produits secondaires non déterminés.
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EXPERIENCES DE RMN 2-D.—Corrélation homonucléaire ' H-'H avec filtre double quanta (200 MHz).—
On a utilisé la séquence d’'impulsions COSYDQF. AU de la librarie de programmes Bruker DISNMR 85.
On réalise 256 expériences de 16 accumulations chacune avec un délai de relaxation de 1 sec et un accroisse-
ment de t; de 5 psec & 116,2 msec. La transformation de Fourier est obtenue aprés multiplication par un
filtre sinusoidal dans les deux dimensions. On obtient ainsi une matrice dont la résolution digitale est de

4,3 Hz/pt.

Corrélations hétéronucléaires TH-">C (200/50,3 MHz).—Les deux expériences ont été réalisées au
moyen de la séquence d'impulsions XHDEPT. AU. On a enregistré 128 expériences de 112 accumnulations
chacune avec un délai de relaxation de 1 sec en optimisant les délais t, et t, pour /] = 135 Hz avec un accrois-
sement de t, de 5 wsec 2 640 msec. La transformation de Fourier a été obtenue aprés multiplication par une
fonction sinusoidale, qui donne une matrice dont la résolution digitale est de 7,2 Hz/pten F, et 7,8 Hz/pt
en F,. L'expérience d’interaction a longue distance a été effectuée de maniére similaire mais en optimisant
les délais t, et t, pour J =7,2 Hz.
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