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INTRODUCCION

La familia botanica Amaryllidaceae tiene una amplia distribucion geografica, con
poblaciones especialmente importantes en Sur Africa, Centro y Sur América, sin
olvidar los géneros que tienen distribucion restringida en el area Mediterrdnea y en
el Caucaso!. Colombia por su ubicacion en el trépico ecuatorial, presenta una gran
diversidad botanica entre las que se incluye la familia de Amaryllidaceae. Esta
familia botanica es bien reconocida por sus follajes, las formas, los colores de sus
flores y por producir bulbos ricos en alcaloides biogenéticamente relacionados
con un gran potencial terapéutico 2.

Estos alcaloides constituyen un grupo de compuestos del metabolismo secundario
vegetal que tienen como caracteristica principal la de ser exclusivos dentro de esta
familia de plantas; por lo tanto, tienen un valor quimiotaxonémico importante. Los
alcaloides del tipo Amaryllidaceae se caracterizan por poseer: una estructura
base Ces-C1-N-C2-Cs, atomo de nitrégeno que puede ser secundario, terciario o
incluso cuaternario, ser bases moderadamente débiles con un pKa variable entre
6-9 y oscilar en el nimero de atomos de carbono de 16 a 20 dependiendo de los
sustituyentes del sistema aislado®. En Colombia se reporta la existencia del
género Caliphruria que prospera bajo condiciones de sombra (umbrofila), la mayor
parte de las especies se encuentran hacia el occidente de la cordillera de los
Andes por debajo de los 1000 m.s.n.m., siendo los departamentos de Cauca,
Valle, Narifio, Chocé y Caldas en donde se reporta la presencia de sélo 4
especies de Caliphruria, siendo 3 de estas endémicas de Colombia?.

El interés por los alcaloides de las Amaryllidaceae esta motivado por el
considerable numero de acciones farmacoldgicas que presentan, a pesar de esto
s6lo se ha estudiado la actividad biolégica y terapéutica de algunos de ellos. La
mayoria muestran un efecto inhibitorio de la actividad de diferentes enzimas,
ademas de retrasar el proceso de crecimiento en algunos tipos de semillas.
También presentan actividad antiviral y antitumoral®.

La galantamina es el alcaloide de Amaryllidaceae mas importante desde el punto
de vista farmacologico debido a sus distintas aplicaciones terapéuticas. En los
altimos tiempos, este alcaloide ha adquirido una especial relevancia en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, comercializandose con el nombre de

Reminyl®°.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un buen camino para encontrar nuevos productos bioactivos es el estudio de
material vegetal. Como ya se ha mencionado, los alcaloides de las
Amaryllidaceae no se reportan en otras familias. La mayoria de estos alcaloides
solo se han detectado en la subfamilia Amaryllidoideae, que agrupa 9 tribus con
mas de 37 géneros®, entre los que se encuentra el género Caliphruria que aunque
no se ha agrupado en ninguna de dichas tribus, pertenece a esta subfamilia
productora de alcaloides de Amaryllidaceae. Conociendo esto, a partir de la
especie Caliphruria subedentata se analizara el extracto metandlico con el fin de
determinar si se presenta alcaloides del tipo de las Amaryllidaceae; y si existen,
establecer la cantidad de cada uno de ellos en dicha especie.

Caliphruria subedentata, endémica de la subregién Pacifica del departamento del
Cauca y que se encuentra en amenaza de extincién’ se propone como una posible
fuente alternativa de galantamina, sustancia que en la actualidad tiene un claro
interés terapéutico, pues como inhibidor de acetilcolinesterasas cerebrales es un
farmaco empleado en la enfermedad de Alzheimer®.

Los ensayos que se realicen determinaran la presencia o no, de galantamina en C.
subedentata; de encontrarse un resultado positivo, esta variedad constituird una
nueva fuente de dicho alcaloide que posibilitard excelentes proyecciones
econdmicas para la region en la produccion de droga natural empleada para
tratamiento de la enfermedad del Alzheimer con el establecimiento de cultivos que
permitan el aprovechamiento de dicho metabolito.

1.1 HIPOTESIS

¢Tiene la especie Caliphruria subedentata alcaloides tipicos de la familia
Amaryllidaceae? ¢ Podria la especie Caliphruria subedentata presentar alcaloides
del tipo galantamina? ¢Se puede constituir esta especie en una nueva fuente de
galantamina?
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

% Contribuir al estudio del contenido alcaloidico de la especie Caliphruria
subedentata, mediante técnicas analiticas de extraccion, purificacion y
espectroscopicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Aislar, purificar e identificar alcaloides desde la fase organica de Caliphruria
subedentata por diferentes técnicas cromatograficas y espectroscopicas de IR,
RMN (tH, 13C, COSY-2D, ROESY) y MS.

X/

+« Identificar la presencia de galantamina en la especie Caliphruria subedentata
mediante técnicas analiticas cromatograficas y espectroscdpicas como aporte
a la busqueda de fuentes naturales del alcaloide.

% Preparar derivados a partir de algunos de los alcaloides aislados con el objeto
de comprobar la presencia de algunos grupos funcionales.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad existen varias estrategias para la obtencion de Galantamina y
alcaloides relacionados, entre ellas se encuentra la sintesis quimica en la que
todavia se presentan grandes problemas como la poca estereoespecificidad con la
que se transcurren las reacciones de oxidacion y reduccidn de sus precursores
mas directos; bajo rendimiento con que se obtiene y su elevado costo®. Es por
esto que la demanda de galantamina extraida de fuentes vegetales esta en
aumento, asociada a la alta incidencia de la enfermedad de Alzheimer en Europa y
Norteamérica.

La extraccion a partir del material de campo se ha realizado tradicionalmente de
diferentes especies de Galanthus y Leucojum, las cuales crecen principalmente en
el Este de Europa, sin embargo el éxito comercial de este alcaloide se vio
restringido por su limitada disponibilidad a partir de dichas fuentes naturales
tradicionales'®. Y aunque algunas especies de Narcisos contienen apreciables
cantidades de galantamina se estima que desde su plantacion hasta su plena
produccion deberan pasar al menos 6 afios, de manera que al final de esta década
se necesitaran mas de 20000 toneladas de bulbos por afio para producir 1 kg de
galantamina!l. En Europa, la galantamina se extrae de una pequefia flor conocida
como gota de nieve (Galanthus nivalis) de la que se requiere enormes cantidades
de biomasa para producir galantamina que se traduce en un alto costo de la
droga'?.

En este sentido C. subedentata podria ser una especie que permita obtener
mayores cantidades de dicho metabolito, generando asi en primera instancia un
campo de investigacion con el fin de disefiar estrategias para cultivos sostenibles
de Amaryllidaceae que generen un desarrollo comunitario y busquen la
conservacion de esta importante familia de plantas. En segunda instancia reducir
los costos de tratamiento a los enfermos que padecen el mal de Alzheimer que
segun la Revista Colombia de Psiquiatria “afecta hoy a mas de 20 millones de
personas, con enorme consecuencias sobre la economia de los paises y
constituyen uno de los temas de investigacion mas activos en el area de la
salud™3.

Con el presente trabajo se pretende sentar las bases para el establecimiento de
un sistema experimental de obtencién de galantamina y otros alcaloides de
interés, alternativo a la sintesis organica, como consecuencia de su elevado costo
y bajo rendimiento. Las investigaciones ahora iniciadas tendran su continuidad en
la optimizacion de la produccion de estos compuestos, las cuales llevara a cabo el
Grupo de Estudios Ambientales.
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4. ANTECEDENTES

Los alcaloides de las Amaryllidaceas constituyen el grupo de compuestos del
metabolismo secundario, el interés por ellos no es nuevo, se inicia en el siglo
pasado con el aislamiento de licorina de Narcissus pseudonarcissus . Desde
entonces el nimero de alcaloides aislados ha ido en aumento hasta alcanzar
alrededor de 350 en la actualidad. Estos compuestos tienen una caracteristica y
es la exclusividad dentro de la familia Amaryllidaceae, y mas concretamente en la
subfamilia Amaryllidoideae, y salvo las excepciones de mesembrenol, aislado de
crinum olonthum y 6-epimesembranol en Narcissus pallidulus®, no se conoce la
existencia de otros tipos de alcaloides en esta familia de plantas.

La galantamina (figura 1) es de especial interés no so6lo por su estructura quimica,
sino por sus propiedades farmacoldgicas, en particular el caracter inhibitorio de la
enzima colinesterasa, ademas exhibe otros efectos tal como: analgesia en el
sistema nervioso central’®, asi mismo alivio de los sintomas de la fatiga y las
perturbaciones del suefio en pacientes con sindrome de fatiga cronica (encéfalo
mielitis mialagica)'®, también se ha utilizado en el tratamiento de las formas
espasticas de la paralisis cerebral infantil 7.

Figura 1. Galantamina

En los afios 50 este alcaloide se obtenia de la especie caucasiana Galanthus
woronowii cuyo aislamiento se realizaba fundamentalmente en Irak y Turquia °.
En Estados Unidos se realizaron diferentes cultivos de narcisos ornamentales en
busca de nuevas fuentes potenciales para la produccién de galantamina . En
Europa, y mas concretamente en Gran Bretafia, se estan cultivando cientos de
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acres con bulbos de narcisos, con el fin de extraer este compuesto; siendo hoy la
obtencion de fuentes naturales la Unica via para la produccion de este alcaloide.

Si bien la sintesis organica ofrece una fuente importante de nuevas sustancias
farmacéuticas, los productos naturales contindan cumpliendo un papel importante
en la farmacopea, no sélo porque muchos de ellos se utilizan sin ninguna
modificacion o como materia prima para hemisintesis de productos farmacéuticos,
sino también porque sirven de moléculas modelo para la sintesis. Se estima que
entre 40%-45% de los medicamentos son de origen natural, es el caso de
galantamina que ha sido obtenida usualmente como ya se mencion0, a partir de la
planta entera o de bulbos de diferentes especies?®.

En Colombia se ha reportado los siguientes géneros de Amaryllidaceae:
Amaryllis, Brunsvigia, Caliphruria, Eucharis, Crinum, Galanthus, Hippeastrum,
Hymenocallis, Pancratium, Sprekelia, Urceolina, Zephyranthes y recientemente
Phaedranasa. De estos géneros se ha reportado la presencia de galantamina en
Amaryllis, Crinum, Eucharis, Galanthus, Hippeastrum, Hymenocallis, Pancreatium,
Zephyranthes!®, pero se desconoce su presencia en el género Caliphruria.

Con Caliphruria subedentata se han realizado ensayos de citotoxicidad por medio
de la prueba de indice mitético (IM) y genotoxicidad empleando la prueba de
aberraciones cromosomicas (AC) y la prueba de intercambio de cromatidas
hermanas (ICH), tanto para el crudo total como para el extracto alcaloidico;
encontrandose para este Ultimo un efecto citotoxico entre el rango de
concentraciones de 0.85 pug/mL a 111 ug/mL y un efecto genotdxico débil no
clastogénico. Para el crudo total se presenta un efecto citotoxico en la
concentracion de 111 ug/mL pero sin efecto genotdxico ni clastogénico?®, lo cual
permite predecir para esta planta un futuro promisorio, como una fuente de uso
terapéutico potencial en el tratamiento del cancer y la malaria.
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Tabla 1. Distribucion botanica de algunos alcaloides mas representativos de la
familia Amaryllidaceae

Alcaloide Especie Referencia

Licorina Clivia miniata Regel 21
Clivia nobilis 22
Crinum amabile 23
Crinum asiaticum L. 24
Crinum augustum 25
Crinum bulbispermun L. 26
Crinum bibispermun Milne. 22,27
Crinum defixum Ker-gaw 28
Crinum latifolium 29, 28, 30
Crinum longifolum 22
Crinum natans 31
Crinum oliganthum 32
Crinum ornatum 31
Crinum pratense 33
Crinum seabrum. Herb. 28, 34
Crinum zeylanicum L. 34
Corculigo orchioides 35
Haemanthus kalbreyereri 36
Hippeastrum ananuco 37
Hippeastrum bicolor 38
Hippeastrum equestre 38, 39
Hippeastrum vittatum L. Herr. 40
Hymenocallis archicola Northrop 41, 42
Leucojum aestruum L. 43, 44
Leucojum vernum 43
Lycoris guangxiensis 45
Lycoris longituba 45
Lycoris radiata Herb. 46, 47
Lycoris sanguinea Maxim 48, 49
Narcissus papyraceus Kerl-Gawl 50
Narcissus poeticus 43,51
Narcissus tazatta L. 52, 53, 54
Pancratium biflorum Roxb. 55
Pancratium maritumun 56
Pancratium triathum 57
Sternbergia lutea Ker-Gawl 58, 59
Ungenia severtzovii 60
Ungenia tadshicorum 61
Ungenia vedenskyi 62
Zephyranthes carinate Herb. 63
Zephyranthes robusta 64
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HEMANTAMINA Clivia miniata Regel 65
Haemanthus kalbreyeri 36
Hippeastrum ananuca 66
Hippeastrum equestre 67
Hymenocallis arenicala Northrop 41, 42
Lycoris sanguinea Maxim 49
Zephyranthes robusta 64
Zephyranthes rosea 68
Zephyranthes sulphurea Narcissus | 64
Pseudonarcissus . 69
Narcissus tazetta 70
GALANTAMINA Crinum amabile 23
Hippeastrum equestre 67
Leucojum aestiuum L. 43,44, 71
Leucojum vernum 43
Lycoris longituba 45
Lycoris guangxiensis 45
Lycoris radiata Herb. 46
Lycoris sanguinea Maxim. 48, 49
Narcissus papyraceus Kerl-Gawl 50
Narcissus poeticus 51,72
Narcissus tazetta L. 73
Pancratium trianthum 57
Sternbergia lutea Ker-Gawl 58
Ungernia severtzovii 60
Ungernia victoris 74
Ungernia vedenshy. 62
MARITIDINA Hippeastrum ananuco 37
Narcissus papyraceus Kerl-Gawl 50
Narcissus tazetta L. 45
Zephyranthes robusta 68
Zephyranthes rosea 68
Zephyranthes sulphurea 64
HAMAYNA Crinum asiaticum L. 24
Crinum latifolium 29
Crinum zeylanicum 34
HOMOLICORINA Crinum defixum Ker-Gawl 28
Hippeastrum ananuco 37
Lycoris radiata Herb. 47
Narcissus tazetta L. 53, 54
Narcissus pseudonarcissus L. 75, 76
Narcissus poeticus L 70, 77
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5. MARCO TEORICO

5.1 GENERALIDADES DE LOS ALCALOIDES DE AMARYLLIDACEAE

A menudo las cortezas, raices, hojas, frutos y bayas de las plantas producen
bases que contienen nitrogeno llamadas alcaloides. Los alcaloides, a diferencia de
la mayoria de los grupos de productos naturales, son compuestos quimica y
biol6gicamente heterogéneos, y constituyen uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas amplio y complejo 8. Farmacoldégicamente es un grupo muy
importante ya que incluye sustancias activas que pueden ser utilizadas con fines
terapéuticos.

En particular, el interés por los alcaloides de Amaryllidaceae esta motivado por el
considerable niumero de acciones farmacoldgicas que presenta. Sin embargo, la
posibilidad del uso terapéutico de productos de estas plantas no es caprichosa
sino que se debe a la amplia utilizacion medicinal de estos desde la antigiiedad y
en muy diferentes culturas ’°.

Estos compuestos tienen como caracteristica principal la de ser exclusivos dentro
de esta familia de plantas. Por lo tanto tiene un valor quimiotaxonémico
importante, todos ellos derivados de los aminoacidos fenilalanina y tirosina a
través de un intermediario comun: la O-metilnorbelladina, la cual mediante tres
modos distintos de acoplamientos fenol oxidativos, origina esqueletos basicos, de
estos, por sustituciones y modificaciones estructurales de tipo enzimatico se
derivan los alcaloides de Amaryllidaceae. Por regla general, son compuestos
monoméricos aunque se han encontrado algunos dimeros &,

Teniendo en cuenta estos datos y el sistema heterociclico que presentan, se
pueden distinguir los siguientes tipos de esqueletos (Tabla 2).
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Tabla 2 Clasificacion de los alcaloides de Amaryllidaceae segun los tipos
estructurales.®

GRUPO ESTRUCTURAL | ESQUELETO TIPO TIPO DE ACOPLAMIENTO
N-bencil-N-fenetilamina Norbelladina Sin acoplamiento
Pirrolofenantridina Licorina orto-para’
2-benzopirano[3,4-glindol | Licorenina orto-para’
5,10b-etanofenantridina Hemantamina/ Crinina | para-para’
2-benzopirano[3,4-c] indol | Pretazetina para-para’

Fenantridina Narciclasina para-para’
5,11-metanomorfantridina | Montanina para-para’

Dinbenzofurano Galantamina para-orto’

La numeracién del esqueleto carbonado no sigue la norma IUPAC para el
respectivo sistema heterociclico, desde 1984 se acepta internacionalmente la
propuesta de numeracion basada en la biogénesis de estos metabolitos ©&.

A continuacion se resumen los tipos estructurales mas importantes, y que
posiblemente son los que se pueden encontrar en Caliphruria subedentata.

5.1.1 Alcaloides tipo licorinal/licorenina. Los alcaloides del tipo licorina se
incluyen dentro del grupo estructural pirrolofenantridina, mientras que los
alcaloides del tipo licorenina pertenecen al grupo 2-benzopirano [3,4-g] indol.
Ambos tipos presentan un acoplamiento fenol oxidativo orto-para’ en su
biosintesis. Los alcaloides pirrolofenantridinicos constituyen el grupo mas
importante y numeroso de la familia Amaryllidaceae. Se caracterizan por poseer
un esqueleto con sustituyentes oxigenados del tipo hidroxilo, metoxilo o
metilendioxi en los anillos Ay C y a veces en el anillo D. El atomo de nitrégeno es
terciario, rara vez cuaternario; el representante mas caracteristico es la licorina
(figura 2), presentandose en méas de 350 géneros diferentes, alcaloide reconocido
por su toxicidad. La estereoquimica de estos alcaloides se ha podido establecer
utilizando las técnicas espectroscopicas, de Dicroismo Circular (D.C) y Rayos X.

Ademas se ha encontrado alcaloides con enlaces N-glucosidicos, los cuales se
caracterizan por activar de forma bastante marcada el crecimiento vegetal, y se
conocen algunos casos en gue inhiben el crecimiento de plantas parasitas®.
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Figura 2. Licorina

Los alcaloides del tipo licorenina se caracterizan por presentar un anillo de pirano
que se puede encontrar en forma de lactosa, hemiacetal o éter ciclico. Su
estereoquimica ha sido estudiada a fondo tanto desde el punto de vista quimico
como espectroscopico, comprobandose que la fusion entre los anillos B/C es
generalmente cis. Ademas todos los alcaloides de este grupo se caracterizan por
presentar sustituyentes oxigenados en las posiciones 8 y 9 asi como una
insaturacién en el anillo C. El alcaloide tipico es homolicorina (figura 3).

Figura 3. Homolicorina

5.1.2 Alcaloides tipo crinina/ hemantamina. Este grupo de derivados de 5,10b
etanofenantridina engloba una serie de compuestos interrelacionados que derivan
de las dos formas enantiomorficas del sistema ciclico basico, consistente en un
esqueleto de fenantridina con un puente etano entre el atomo de nitrégeno y el
carbono 10b , generando 2 formas enantiomorficas que son consecuencia de su
origen biogenético, como es el caso de crinina con un puente tipo B-crinano
(figura 4). El &tomo de nitrogeno es terciario y se encuentra siempre como unioén
entre el puente etano y el sistema fenantrénico; este puente etano puede hallarse
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por encima o por debajo del esqueleto, dando lugar a series de alcaloides
representados por crinina y hemantamina (figura 5) respectivamente.

Figura 4. Crinina

Tiene sustituyentes oxigenados en las posiciones 3, 8, 9 como es el caso de
maritidina (figura 6) y pueden tener otros sustituyentes adicionales en 6, 7, 10 y
en 11 como en hamayna (figura 7); asi como una insaturacion entre las posiciones
1y 2 conducentes a una diversidad estructural elevada.

Figura 6. Maritidina
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Figura 7. Hamayna

El analisis conformacional de estos compuestos es relativamente sencillo teniendo
en cuenta que los anillos A, B, y D constituyen un sistema rigido 82,

Todos los alcaloides de esta serie hasta ahora encontrados presentan una fusion
trans entre los anillos B y C; para el estudio de la configuracion absoluta de los
alcaloides 5,10b-etanofenatridinicos ha sido muy importante el empleo de técnicas
de dicroismo circular (DC), dispersion optica rotatoria (DRO) y los analisis de
Rayos X.

5.1.3 Alcaloides tipo tazetina. Este grupo incluye un reducido numero de
alcaloides que al igual que el tipo crinano provienen de un acoplamiento fenol-
oxidativo para-para’. Estan basados en un esqueleto 2- benzopirano[3,4 c] indol,
todos poseen sustituyentes oxigenados en los carbonos 8 y 9 (frecuentemente un
grupo metilendioxi), ademas de una insaturacion en las posiciones 1y 2; el atomo
de nitrégeno es terciario, y siempre se encuentra metilado. La tazetina esta
actualmente reconocida como un artefacto originado en el proceso de extraccion a
partir del verdadero alcaloide, pretazetina (figura 8). Este es uno de los alcaloides
mas abundante en las Amaryllidaceae.

Figura 8. Pretazetina
OCHj
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5.1.4 Alcaloides tipo galantamina. Este grupo estructural de alcaloides
derivados de dibenzofurano con uno de los anillos saturado total o parcialmente,
habitualmente poseen sustituciones oxigenadas en las posiciones 3 y 9, una
insaturacion entre los carbonos 4 y 4a y un grupo N-metilo que podria
considerarse como el de mayor interés desde el punto de vista farmacoldgico,
pues esté representado por la galantamina (1), alcaloide que posee una poderosa
actividad anticolinesterasica, usandose en el tratamiento de la miastemia gravis,
miopatias, trastornos del sistema nervioso central, lesiones del sistema nervioso
periférico, entre otras patologias.

El nidmero de alcaloides pertenecientes a esta estructura es relativamente
reducido, siendo la mayoria de ellos derivados de la galantamina, con distinto
grado de oxidacion, hidratacién o sustitucion.

De todos los grupos revisados, la galantamina (1), alcaloide aislado de un gran
namero de especies de la familia Amaryllidaceae, es uno de los compuestos mas
interesantes por sus propiedades anticolinesterasicas. Se han registrado dos
medicamentos: uno de ellos, Nivalin®, es el hidrobromuro de galantamina
inhibidor de la colinesterasa con una toxicidad moderada, Nivalin® se encuentran
en las farmacopeas china, rusa, y en occidente, en la farmacopea italiana entre
otras .

Otra forma comercializada de este alcaloide, Energix ®, es un preparado a base
de hidrobromuro de galantamina, creatina, fitina y jalea real comercializada en
paises del Este. En una serie de ensayos clinicos se observd que la
administracion prolongada de este medicamento no producia efectos colaterales®.
También se encuentra Reminyl® producida por Janssen Ortho Inc. (Ontario,
Canadd) que trabaja aumentando la cantidad de acetilcolina en el cerebro. Basado
en datos experimentales se ha comprobado que realza la accion del acetilcolina
afectando los receptores nicotinicos en el cerebro. El efecto beneficioso del
potencial de Reminyl® puede disminuir mientras que el proceso de la enfermedad
avanzab®.

5.1.4.1 Aspectos fundamentales de la enfermedad de Alzheimer. La
enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa y
progresiva del cerebro, que afecta a personas que superan los 65 afios, aunque
pueden aparecer cronolégicamente antes. Se estima que entre un 5y 10% de las
personas que superan esta edad padecen algun tipo de demencia senil moderada
o severa 8. La EA es la causa mas habitual de estas demencias, por lo que
millones de personas del mundo occidental mayores de 65 afios la padecen 85,
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La EA viene acompafiada por una pérdida gradual y progresiva de las funciones
mentales. Ello es debido a que las regiones cerebrales del hipocampo y del
parahipocampo, esenciales para el aprendizaje de nuevas informaciones, se ven
afectadas severamente por dicha patologia, siendo un signo prominente y primario
de esta enfermedad. Los sintomas de comportamiento, como depresion, agitacion,
delirios o alucinaciones aparecen en muchos pacientes con EA. Estos,
eventualmente, pierden el interés por su entorno y terminan en una silla de ruedas
0 postrados por largo tiempo. El curso de la enfermedad es muy variable, aunque
los estadios finales de la EA estan marcados por el vacio mental y la pérdida del
control de todas las funciones corporales 6.

Desgraciadamente, hasta el momento no existe ningun tratamiento para detener la
progresion de esta grave enfermedad neurodegenerativa. Solamente se aplican
paliativos en las etapas iniciales de la enfermedad, por las cuales se mejoran
condiciones de vida.

5.2 BIOSINTESIS

Los alcaloides de Amaryllidaceae parecen tener un precursor comun, la
norbelladina, que al igual que sus derivados tienen un esqueleto del tipo Cs-C1-N-
C2-Cs. La unidad Ce-C1 es aportada por la L-fenilalanina (L-Phe), mientras que la
unidad C2-Ce-N es aportada por la L-Tirosina (L-Tyr) &', ver figura 9.

El proceso biosintético se inicia con la desaminacién oxidativa antiperiplanar de la
L-Phe por la accidén de la enzima PAL (fenilalanina amonio-liasa) dando lugar al
acido trans-cinamico 2.

En Nerine bowdenni se mostré que la unidad Ces-C1 que lleva al anillo A de estos
alcaloides no deriva de tirosina, el cual se hidroxila en posiciéon para, dando lugar
al acido p-cumarico. Este Ultimo experimenta un proceso oxidativo en orto, con
respecto al grupo hidroxilo, formandose el &cido cafeico. Finalmente el acido
cafeico sufre una reaccion de oxidacion, con la subsiguiente pérdida del acido
glioxidico para dar lugar al aldehido protocatéquico, que por metilacion origina la
isovainillina, ambos precursores de la unidad Cs-Ci1, L-Tyr por su parte se
incorpora como tiramina, previa descarboxilacion, debida a la accion de la enzima
Tirosin descarboxilasa (Tyr). La condensacion (reaccion de Mannich) del aldehido
protocatéquico o la isovanillina y la tiramina da lugar a una base de Schiff, que por
reduccion da el precursor norbelladina o bien O-metilnorbelladina 9.
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Los pasos posteriores son propios para cada grupo de estos alcaloides, los
cuales, como ya se ha indicado, se originan en funcién del tipo de acoplamiento
fendlico. Asi, el acoplamiento p-o’ da lugar a los alcaloides del tipo galantamina, el
acoplamiento o-p’ a los del tipo licorina, y el p-p’ a los del tipo hemantamina. Por
convenio la notacion [] hace referencia a la posicion del anillo procedente del
aminoacido L-Phe %, ver figura 10.

Figura 9. Biosintesis de alcaloides de los precursores Norbelladina y O-
metilnorbelladina
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Figura 10. Acoplamiento fenol-oxidativo en alcaloides de Amaryllidaceae.

o OH on | O
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orto-para’ para-para’ para-orto'
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/

N RO N
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Tipos Tipos
licorina/lhomolicorina crinina/hemantamina galantamina

5.3 CONSIDERACIONES BIOLOGICAS DE LOS ALCALOIDES AISLADOS.

Se resumen a continuacion las acciones bioldgicas presentadas por los alcaloides
mas representativos de esta familia a nivel de la planta que los produce y en
relacion a otras plantas, hongos y levaduras, asi como las acciones sobre insectos
e incluso mamiferos incluyendo al hombre.
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Tabla 3. Accion farmacoldgica de los alcaloides del tipo licorina/licorenina

Alcaloide Accion Referencia
Hipeastrina Débil actividad contra insectos depredadores. 91
Elicitor en dermatitis de contacto en el hombre. 92
Inductor del retraso de hipersensitividad en animales.
Citotdxico contra células fibroblasticas LMTK.
licorenina, 6-0- | Repelente frente a la mariposa amarilla. 46
metil
Licorina (2) Inhibicién de la germinacion de semillas y crecimiento de las | 93
plantulas.
Inhibidor de la biosintesis de &cido ascorbico en Vicia faba y Allium | 94
cepa.
Se encuentra en la rizosfera alrededor de las partes subterraneas de | 95
Sternbergia lutea, en contacto con la cepa ITM 311 de Pseudomonas
sp.
Disminuye el contenido proteico en callos de Nicotiana y el contenido | 96
de DNA y RNA en germen de trigo y levaduras.
Inhibidor del crecimiento de Phytophora capsici. 97
Inhibidor del crecimiento de Phymatotrichum omnivorum. 98
Inductor de la senescencia en Schottera nicaeensis. 99
Repelente frente a la langosta del desierto. 100
licorina, Via de destoxificacién de licorina para la planta productora. 101
fosfolipidos
Favorece la deposicion de azlcares acilados. 68
masonina Alérgeno en dermatitis de contacto en el hombre. 102
pancrasidina Promotor del crecimiento en huésped de hierba parésita. 92
Inhibidor de la germinacion de semillas y del crecimiento de las | 90
plantas
pseudolicorina Disminuye el contenido proteico en callos de tabaco y el contenido de | 68
DNA y RNA en germen de trigo y levaduras.
Inhibidora del crecimiento de Phymatotrichum omnivorum. 97
pseudolicorina, Igual que pseudolicorina, excepto la Gltima accion. 99
metil
ungeremina Tdxica para especies vegetales parésitas (Imperata cilindrica). 68
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Tabla 4. Accion farmacoldgica de los alcaloides del tipo crinina/lhemantamina.

Alcaloide Accion Referencia
licoricidina Inhibidor del crecimiento en coleoptilo de Avena, de la germinacién en 103
Oryza, y de la division celular en cultivos de tejidos de Nicotiana.
licoricidinol Igual que licoricidina. 103
Suprime la produccion de etileno inducida por IAA en segmentos de | 104
hipocotilo etiolados de Vigna radiata
Inhibidor de la sintesis proteica en hipocotilos de Vigna radiata, pero no | 104
la de RNA, Inhibe la sintesis proteica en eucariotas.
Insecticida de potente accidn frente a larvas de la mariposa amarilla. 46
Inhibicidn de la germinacion de semillas y crecimiento de las plantulas. | 68
narciclasina
Interrumpe  sUbitamente la sintesis de proteinas en células de | 105
Saccharomyces cerevisiae, sin afectar la sintesis de RNA.
pancratistatina Inhibicion de la germinacion de semillas y crecimiento de las plantulas. | 68
pancratistatina, | Igual que pancratistatina.
7-deoxi Disminuye el contenido proteico en callos de tabaco y el contenido de
DNA y RNA en germen de trigo y levaduras. 97
pretazetina Toxica en mamiferos. 106
Hipotensivo 107
tazetina Citotdxico contra una variedad de cultivos de células (In vitro). 108
Hemantamina(5) | Citotdxico contra células fibroblasticas LMTK. 109
Moderadamente activo contra leucemia de Rauscher. 110
Inhibidor de la sintesis de proteinas bloqueando la formacién del enlace | 111, 112

peptidico sobre la peptidiltransferasa centro de la subunidad ribosomal
60s
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Tabla 5. Accion farmacoldgica de los alcaloides del tipo galantamina.

Alcaloide Accion Referencia
Galantamina | Poderoso analgésico 4,113
1)
Anticonvulsivo 114
Hpotensivo. 115
Inductor de hipotermia en ratas 116
Inhibidor  de colinesterasa ~ con efectos | 117,118
farmacoldgicos sobre el Sistema Nervioso Central
Periférico.
Como inhibidor de acetil colinesterasa es utilizado en | 4, 119
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Usado en una composicion farmacéutica en el | 120
tratamiento del alcoholismo.
Produce envenenamiento por digestion, respiracion o | 121
neuromuscular.
Exhiben actividad analgésica en ratones comparable | 121
al de la morfina.
Bloqueador neuromuscular y restaurador de la | 114
transmision sinaptica.
Inhibe SOC traumatico. 121
Exhibe potente accion insecticida contra la mariposa | 4
amarilla Eureka hecabe mandarina.
Neuroestimulante por via intravenosa. 121

Inhibicién  de
penicilina.

epileptogénesis  producida por
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5.4 GENERO Caliphruria

5.4.1 Consideraciones Botanicas

La familia Amaryllidaceae se encuentra ubicada dentro de las angiospermas
(clase Magnoliopsida), subclase monocotiledéneas (Liliidae), orden Asparagales?!?.
Esta familia, a su vez, se subdivide en cuatro subfamilias: Amaryllidoideae,
Agovoideae, Hypoxidoideae y Campynematoideae.

Los alcaloides de Amaryllidaceae concretamente se han encontrado en la
subfamilia Amaryllidoideae, que agrupa 9 tribus (Amaryllideae, Haemantehae,
Narcisseae, Pancratieae, Eucharideae, Hippeastreae, @ Galantheae,
Lycorideae, Stenomesseae) con diferentes géneros cada una. Particularmente
el género Caliphruria no se ha agrupado en ninguna de las tribus anteriormente
mencionadas, pero por pertenecer a la subfamilia Amarylloideae y por lo tanto
potencialmente productores de alcaloides del tipo Amaryllidaceae.

Los bulbos de Caliphruria son redondos o en forma de globo invertido, compuesto
de bases de hojas modificadas y concéntricas (hojas rudimentarias), siendo ésta
una caracteristica de muchas especies de Amaryllidaceae. Los bulbos son
simipodiales en su forma de crecimiento. Las hojas rudimentarias externas en los
bulbos estan modificadas internamente a manera de tunicas de color ligeramente
café, estando igualmente articuladas apicalmente al cuello o seudotallo de longitud
variable. Distalmente los seudotallos se convierten en peciolos de hojas
individuales. Los cuellos de estos bulbos permanecen por debajo de la superficie
del suelo y su longitud puede tener alguna significancia filogenética considerable?.

Margenes de hojas no onduladas; flores inclinadas y semicolgantes con pediculo
curvo; periantio en forma de embudo o cafon, dilatacion gradual desde la base
(raramente subcilindrica), recto o muy levemente inclinado, 25 mm. o menos de
longitud; copas estaminales inconspicuas y no pigmentadas, reducidas a
membranas, unién congénita basal de los filamentos, papillas estigmaticas
multicelulares??.

5.4.2 Distribucion Geogréfica

Este género esta constituido por cuatro especies, tres de ellas endémicas de
Colombia; C. subedentata, C. hartewegiana y C. tenera las cuales se encuentran
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restringidas a las cordilleras occidental y central, esta ultima catalogada como
extinguida y C. korsakoffi del Peru. (Mapa 1).

Caliphruria subedentata es la mas comun y variable especie de este género,
florece en algunas épocas del afio; se encuentra a través de los mas bajos y
centrales bosques de montafia de las cuestas de las cordilleras central y
occidental longitud oeste a 76 ° W y en los alrededores del valle del cauca; hoy en
dia muchos de estos bosques han sido destruidos, por esta razén las especias no
se encuentran en forma abundante y estan en peligro de extincion?.

Mapa 1. Distribucion de especies de Caliphruria en noroeste-central Sur América.
Caliphruria hartwegiana C. korsakoffi
C. subedentata ® C.ternera ®m
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 COLECCION Y CLASIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL.

Caliphruria subedentata fue colectada en el municipio del Tambo, departamento
del Cauca. Esta especie fue identificada por el Especialista Bernardo Ramirez del
Herbario de la Universidad del Cauca; (clave AC 20).

Figura 11. Flor de Caliphruria subedentata.

6.2 EXTRACCION DE ALCALOIDES.

Bajo la denominacion de alcaloides se engloba un grupo amplio y variado de
sustancias que tienen como caracteristica principal el ser bases nitrogenadas. En
las plantas estos compuestos pueden estar como bases libres, en forma de sales,
0o como N-oxidos. El conocimiento de su solubilidad tiene una importancia
considerable, tanto para el uso farmacéutico cuando se administra en forma de
solucion, como para los métodos de aislamiento a partir del material vegetal, y su
separacion de las sustancias no alcaloidicas también presentes. A pesar de que
las solubilidades de los diferentes alcaloides y sus sales son muy diversas, como
cabria esperar de su variada estructura, como premisa inicial se sigue el principio
que los alcaloides, como bases, acostumbran a ser solubles en solventes
organicos en medio basico y cuando se hallan como sales son solubles en agua o
en solventes alcoholicos en medio acido débil. Los diferentes extractos crudos se
ensayan para visualizar la presencia de los alcaloides sobre cromatografia de
capa fina, usando en nuestro caso el reactivo de Dragendorff modificado??, el cual
reacciona dando una coloracién anaranjada. De los extractos resultantes se
separan las impurezas utilizando métodos cromatograficos para conseguir,
finalmente, un producto con una pureza suficiente que permita su cristalizacién, y
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de esta forma, poder someterlo a diferentes pruebas fisicas, quimicas y
espectroscopicas, para elucidar su estructura.

El método de extraccion y fraccionamiento de los alcaloides se bas6é en el
establecido previamente para este tipo de compuestos 23, con algunas
modificaciones. A continuacion se describen con detalle.

FASE |

Para la extraccion de los alcaloides se parti6 de 4.5 Kg de material vegetal fresco,
el cual fue secado a temperatura ambiente, pulverizado por medio de un molino
eléctrico; obteniéndose 400 gramos de material seco y molido.

Figura 12. Plantacion de Caliphruria subedentata, ubicado en el jardin botanico
Alvaro José Negret (Popayan-Cauca).

FASE II

Una vez pulverizada la planta seca, se extrajo con metanol empleando el método
de extraccion en frio 2 con metanol grado analitico (esquema 1) se deja el
metanol en contacto con el material vegetal por 12 horas (en reposo), al cabo de
las cuales se filtra y se obtiene la solucibn metandlica. Posteriormente se
concentra al vacio. EI marco se somete nuevamente a una extraccion con
metanol, filtrando después de 12 h y concentrando el filtrado. Dicho proceso se
repite hasta obtener una solucion metandlica bastante clara; el extracto total
obtenido fue de 97.3 g.
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Material seco y molido

H Adicion de metanol

12 h, temperatura ambiente

Nﬂm

Recoger seolucion Nueva adicion de metanol al
metandlica material vegetal

Liquid

N\

12 h, temperatura ambiente

T

Concentracion
al vacio

Cambio de metanol cada
L 12 h hasta claridad de la
solucion.

Esquema 1. Método de extraccion en frio!?

FASE IIl DESPIGMENTACION

Seguidamente se incio6 la fase de despigmentacion (Esquema 2): 27 g del extracto
metanolico se acidificd gota a gota con acido clorhidrico al 5% hasta obtener un
pH de 3.4. El extracto metandlico &cido se lavd 3x60 mL de éter etilico con el fin
de eliminar los pigmentos mas lipofilos, como carotenos y clorofilas. El extracto
etéreo concentrado denominado extracto A, se sometido a una cromatografia en
capa fina (CCF) utilizando como primer eluyente la mezcla AcCOEt-MeOH (1:1)
para comprobar la presencia de narciclasina u otro alcaloide similar, para
detectarlos se realizé una observacion de la fluorescencia al UV a 254-365 nm, y
ademas revelado con Dragendorff modificado dando negativo, razén por la cual se
constato la ausencia de este tipo de alcaloides en el extracto etéreo.
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EXTRACTO TOTAL

seco (27 g)

1. H,O destilada (100 mL)
2. HCI 5% pH= 3.4

Solucion Acida

Eter etilico (3x60 mL)

[ |

Fase Insoluble Fase Soluble
Extracto acido Extracto A Dragendorff (-)
despigmentado 1.6691 g

AcOet (3x30 mL) Revelada en U.V
254-364 nm
C.C.D
AcOEt: MeOH( 1:1)
Fase Acuosa FaseAOrganlca
. cida
Acida Extracto B Dragendorff (-)
1. NH,0H 10% pH 9.0 0.3146 g

2. AcOEt (3x60 ml)

Fase Organica
Basica Dragendorff (+)
Fase Acuosa Extracto C
Extracto D |Dragendorff (+) 0.5355¢9
20.71 g
C.C.D (AcOEt: MeOH 1:1)
C.CDh

AcOEt: MeOH (1:1)
AcAct:BUOH:H,O (7:2:1)

Esquema 2. Despigmentacion del extracto metanélico'?*

Se procedié al fraccionamiento del extracto acido, carente ya de pigmentos,
utilizando cambios de pH, y permitiendo fraccionar los alcaloides en funcion de la
polaridad, estableciendo asi una gradacion de los mismos. El proceso se detalla
de la siguiente manera:

El extracto acido despigmentado fue sometido a extraccion con Acetato de etilo
3x30 mL cada una, estas fracciones reunidas se concentraron al vacio,
obteniéndose un residuo de 0.3146 g que se le denomind Extracto B. El ensayo
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preliminar de este extracto por CCF utilizando como eluyente la mezcla AcOEt-
MeOH (1:1) no presento coloracion al revelarlo con el reactivo de Dragendorff.

La fase acuosa acida resultante de la primera extraccion con acetato de etilo se
alcaliniz6 hasta pH 9.0 utilizando NH4OH 10%. De esta manera se asegura que
los alcaloides pasen a su forma de base y sean solubles en disolventes organicos;
tras la alcalinizacion se extrae con Acetato de Etilo 3x60 mL cada una, una vez
reunidos los extractos se concentran al vacio, esta fase organica se evapora a
sequedad dando un residuo sélido oscuro de 535.5 mg de peso denominado
Extracto C. En el cual se encuentran la mayoria de los alcaloides en forma de
base; segun lo revelado por el reactivo de dragendorff en C.C.F.

En la fase acuosa final hay una serie de alcaloides que, a pesar del pH, siguen
siendo poco solubles en disolventes orgénicos. Una vez reunidas las fases se
obtuvo un residuo gomoso de 20.71 g que constituyo el Extracto D. La fase
acuosa resultante de los anteriores procesos se traté por cromatografia en capa
fina preparativa (CCFP) utilizando como fase movil Butanol-Acido Acético-Agua
(7:2:1) con el fin de poder separar los glucésidos.

6.3 SEPARACION, PURIFICACION E IDENTIFICACION DE ALCALOIDES.

6.3.1 Separacion de alcaloides mediante cromatografia liquida al vacio.

Teniendo en cuenta lo revelado por el reactivo de Dragendorff modificado en CCF.
(Tabla 6). Se inicia la separacion de los alcaloides contenidos en el extracto C
mediante diferentes técnicas cromatograficas. Dichas técnicas y los productos
obtenidos a partir de estas se describen a continuacion:

Tabla 6. Preparacion reactivo de Dragendorff modificado 22

SOLUCION A 0.85 g Bi(NO3)3x5H20
100 mL CH3COOH glacial
40 mL H.0O

SOLUCION B 16.0 g K
400 mL

SOLUCION DE RESERVA Mezclar partes iguales de A y B,
guardar en recipiente ambar.

SOLUCION PULVERIZACION X mL solucién de Reserva
2X mL CHsCOOH glacial
10X mL H20
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o Cromatografia en columna a presion reducida (CLV) siguiendo la
metodologia descrita por Dalmases y Bonet 2°; se utilizé6 un embudo Buchner
de porcelana, con disco fijo perforado (tamafio de poro 10-12 um) de 16 cm de
altura x 8 cm de didmetro x 10 cm de soporte. La columna se empaco en seco
con silica gel Merck (70-230 mesh), se someti6é a vacio para lograr la maxima
densidad de empaque (figura 13).

Saolvente

Material de empague «——— F {——  Muestra

Disco fijo +——

— Valvula para vacio

Figura 13. Montaje Columna al Vacio

CONSECUSION DE FRACCIONES

El crudo (0.4550 g) se diluyé en 5 mL de CHCIs y se le agrego silica gel SDS
Chromagel 60 A CC (230-400 mesh) hasta homogenizacion formandose una pasta
fina de color café claro, la cual se seca y se coloca encima de la columna,
procediendo a agregar sucesivamente fracciones de 200 mL de hexano, hexano-
AcOEt, AcOEt y AcOEt-MeOH en diferentes proporciones como se muestra en la
tabla 7.
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El desarrollo de la columna se siguié mediante CCF y de acuerdo a la similitud del
revelado se reunieron en cinco fracciones como se muestra a continuacion en el
esquema 3 y tabla 7 denominados MARCO 1.

Tabla 7. Mezcla elutrépica utilizada en la columna liquida al vacio.

Proporciones No Dragendorff Fraccion
Fracciones (cantidad)
Hexano 7 ) F1
Hexano-Acetato de Etilo (95:5a10:90) 80 ) (120)
Acetato de Etilo (99:1) 18
Acetato de Etilo-Metanol 15
Acetato de Etilo-Metanol (99:1) 5 (+) F2
Acetato de Etilo-Metanol (97:3) 20 (+) (25)
Acetato de Etilo-Metanol (97:3) 20 (+) F3
Acetato de Etilo-Metanol (95:5) 11 (+) (31)
Acetato de Etilo-Metanol (95:5) 13 +) F4
Acetato de Etilo-Metanol (93:7) 10 (+) (38)
Acetato de Etilo-Metanol (90:10) 10 +)
Acetato de Etilo-Metanol/NH;  (85:15) 5 (+)
Acetato de Etilo-Metanol/NHz  (85:15) 15 (+) F5
(15)
Acetato de Etilo-Metanol/NH;  (8:2) 5 ) (5)
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Extracto alcaloidico
0.4550 g

]

&) @

) (2

(

Hexano AcOEt — AcOEt — AcOEt -MeOH AcOEt-
Hex- AcOEt MeOH MeOH (i%g-E-?jhfe)OH / lma?
(95:5..10:90) (99:1..97:3) (97:3...95:5) NH, 85:15 o1t

| ] |
120 25 31 38 15
Fracciones Fracciones Fracciones Fracciones Fracciones

Cromatografia en Capa Delgada Preparativa
CCDP. (Marco 1)

Esquema 3. Fracciones obtenidas CLV

Tabla 8 Fracciones organicas impuras obtenidas (MARCO 1)

FRACCION 1 0.0075 g muestra
FRACCIQN 2 0.1955 g muestra
FRACCION 3 0.2360 g muestra
FRACCION 4 0.1467 g muestra
FRACCION 5 0.1035 g muestra

6.3.2 Purificacion mediante Cromatografia en Capa Delgada Preparativa

Para el desarrollo del presente trabajo se partié de las seis fracciones organicas
impuras llamadas Marco 1 (tabla 8), obtenidas del crudo de alcaloides por
cromatografia liquida al vacio (CLV) en el Laboratorio de Productos Naturales de
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la Universidad de Barcelona (Espafa), Departamento de Farmacia* (Esquema 4).
Dichas fracciones se obtuvieron en el previo tratamiento ya explicado® en las
Fases I-lII.

FASE ORGANICA

BASICA C Pr(')ec(:;?pé?do
Dragendorff (+) Ep g
PESO=0.53355 g
Para CLV e

0.4550 g de fase _

organica basica Elucién con Eeﬁa?oaace:z_alto de fmol
solventes cetato de etilo-metano
organicos

F1, F2, F3, F4, F5

MARCO 1
Obtencion de seis
fracciones impuras

Esquema 4. Obtencion Marco 1

Cada fraccién del MARCO 1 se purific6 mediante Cromatografia en capa delgada
preparativa (CCDP), empleando cromatoplacas Merck de Silica gel 60 Fzss de
20x20 cm y 1 mm de espesor con soporte de vidrio. El peso maximo de muestra
por cromatoplaca fue de 40 mg, el desarrollo se hizo con diferentes mezclas de
disolventes en cubetas cromatograficas de vidrio. En el tanque se colocaron
aproximadamente 60 mL del eluyente por placa como se muestra en la figura 14.

* La consecucion de las fracciones se realiz6 en Espafia gracias al convenio de cooperacion con
Iberoamérica con la Universidad de Barcelona (Espafia).
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Figura 14. Cromatografia en Capa Delgada Preparativa

Se revela en UV a 254 y 365 nm. parcialmente en Dragendorff. Se raspan las
franjas reveladas en UV, a este se le adiciona metanol caliente con el fin de
disolver el alcaloide retenido por la silica, se filtra empleado una jeringa con
algododn, se recoge el filtrado para evaporar el solvente

A partir del MARCO 1 se realiz6 el siguiente procedimiento establecido en las
fases mostradas a continuacion:

FASE IV.

I. Aislamiento de alcaloides

La fraccion F1 eluida solamente con Hexano, Hexano-AcOEt (95:5 a 9:1) dio un
resultado negativo para alcaloides, aparentemente contenia principalmente
grasas, que no son los compuestos de nuestro interés por lo que no se contindo el
estudio de esta fraccion.

La fraccion F2 eluida con AcOEt-MeOH (99: a 97:3), cuyo peso fue 196 mg, en el
ensayo preliminar utilizando como mejor eluyente la mezcla AcOEt-MeOH (1:1)
corrida por duplicado permitié observar la presencia de 2 alcaloides Cs-1 (Rf-0.38)
y Cs-2 (Rf-0.71). Con el fin de separar estos alcaloides del resto de impurezas se
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prepar6 una por CCDP en la que se utilizé esta mezcla como liquido de desarrollo;
los alcaloides se separaron perfectamente y fueron recuperados eluyendo la Silica
gel con metanol caliente con un filtrado posterior, después del secado se
obtuvieron 11.6 mg de Cs-1 y 174 mg de Cs-2 que fueron identificados
posteriormente como galantamina (1) y hemantamina (5), respectivamente.

La fraccion F3 con un peso de 236 mg; eluida con AcOEt-MeOH (91:1 a 97:3)
mostré6 una mayor concentracion de alcaloides que la anterior dado el ensayo
preliminar por CCD empleando como eluyente para la cromatografia preparativa
AcOEt-MeOH (99.5:0.5) en atmdsfera de amoniaco utilizada con el fin de invertir la
polaridad de los compuestos a separar y de esta manera obtener una mejor
resolucion. Se obtuvieron cuatro manchas al utilizar la lampara U.V y ademas con
el reactivo de Dragendorff de las cuales se pudo identificar que dos de ellas
corresponden a los alcaloides galantamina (1) y hemantamina (5) aislados en la
fraccion anterior; sin embargo no se lograron separar los otros dos alcaloides
completamente Cs3 17.4 mg y Cs4 4.7 mg contenidos en el extracto, con esto se
consigui6é una purificacion previa que permitira simplificar posteriores separaciones
con técnicas mas resolutivas.

La fraccion F4 pesa 146.7 mg de mezcla; contiene las fracciones obtenidas de
AcOEt-MeOH (95.5 a 9:1) y las primeras fracciones de 85:15 en atmosfera de
amoniaco, se purifican en CCDP utilizando como mejor fase movil AcOEt-MeOH
(95:5) en atmosfera de amoniaco de donde se obtienen cuatro compuestos
denominados Cs8, Cs9, Cs10, Cs11 de peso 11.7 mg, 10.6 mg, 35.2 mg, 6.8 mg
respectivamente. Identificando posteriormente Cs8 como hamayna (7) y Cs9 como
homolicorina (3); Cs10 y Cs11 se encontraron como mezcla.

La fraccidbn F5 constituye 103,5 mg, obtenidos de la elucion de AcOEt-MeOH
(85:15) en atmésfera de amoniaco, se purifica en CCF preparativa utilizando como
mejor mezcla de elucion AcOEt-MeOH (99:1) en atmésfera de amoniaco, se
observan tres manchas denominadas Cs5, Cs6 y Cs7 con 19.7 mg, 5.5 mg, 29.7
mg respectivamente; analisis posteriores determinaron Cs5 como maritidina (6);
Cs6 y Cs7 se encontraron como mezclas.

6.3.3 Purificacion mediante Cromatografia Liquida en Columna a Gravedad.

Las mezclas obtenidas de la CCF preparativa identificados como Cs10; Csll y
Cs6 fueron reunidos y sometidos a una purificacion final mediante cromatografia
en columna liquida a gravedad debido a su similitud en CCF utilizando como fase
estacionaria Silica gel 60 (0.063 a 0.2 mm) y como fase mévil mezcla elutrépica
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de Hexano; Hexano-AcOEt; acetato de etilo; AcOEt-MeOH hasta 60% de metanol;
siguiendo un procedimiento similar al utilizado en Cromatografia Liquida al vacio.
Se recogieron 584 fracciones de 25 mL cada una de donde se obtienen dos
compuestos que revelan con luz U.V y con Dragendorff pero la muestra fue
insuficiente para su determinacion estructural.

6.3.4 Identificaciéon de alcaloides.

Para la determinacion estructural de los alcaloides aislados se utilizaron las
siguientes técnicas instrumentales:

Espectro Infrarrojo (IR). Espectrofotometro Perkin-Elmer Modelo 1430 y 1600 FT
IR, en pastilla de KBr o en pelicula (CHCIs).

Espectro de Resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y 13C. Se realizaron
en espectrofotometros VARIAN modelos Gemini-200, Gemini 300 y VXR-500. Los
productos se disolvieron en CDCls, CDCIs-CDsOD, CDsOD usando como
referencia interna TMS y CHCIs. Los espectros de correlacion homonuclear H-
COSY y ROESY se corrieron en un aparato VARIAN VXR-500, utilizando las
secuencias de pulsos estandar.

-Espectro de Masas (EM). Espectrémetro HEWLETT-PACKARD Modelo 5989 A,
con introduccién directa de las muestras y con una energia de ionizacion de 70
eVv.

Analisis elemental (AE). Analizador EAGER 200 Stripchart, tiourea como
referencia interna.

Puntos de fusion. Tubos capilares abiertos, con un aparato Bichi CTP-MP 300, o
Gallenkamp M.P. Se reportan sin correccion.

Dicroismo circular (DC). Espectropolarimetro JASCO J-720, expresando los
resultados como elipticidad molar [®]. Técnica espectroscopica utilizada en
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analisis estereoquimico, aplicada en alcaloides de Amaryllidaceae en su
elucidacion estructural 1%°. Para todos los casos la concentraciéon es 1 mg/mL.

Rotacion especifica [a]p. Polarimetro Perkin-Elmer 241, 40 microamperios,
20°C, utilizando una ldmpara de sodio de A = 589 nm, EtOH, MeOH y CHClz como
solventes. Este dato se evalla en las condiciones estandarizadas para cada
alcaloide por el grupo investigador en Amaryllidaceae de la Universidad de
Barcelona. Se compara con la informacion registrada en la base de datos.

6.3.5 PREPARACION DE DIACETATO DE LICORINA 122,

Licorina (2) (70 mg) se afiadid a una solucién de piridina (1 mL) y anhidrido
acético (2 mL). Se dej6 la mezcla en agitacion por 24 horas a temperatura
ambiente. La reaccién se monitore6 por CCD en EtOAc-MeOH (1:1). Se agreg6
agua fria (20 mL), pero no se formo precipitado. Se extrajo con éter etilico (3x25
mL). La solucion etérea se traté sucesivamente con HCI (25 mL, 0.1 N), NaHCOs
(25 mL, 10 %), agua salada (25 mL) y finalmente agua destilada (25 mL). Se trat6
con Na2SOa4 anhidro, se evaporo el éter y se obtuvo el diacetato de licorina (10

mgQ).

(CH,C00), /Py
Agitacion, 24h, T.A <

Licorina (70mg) 1,2-O-Diacetillicorina (10mg)
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7. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

7.1 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS ALCALOIDES AISLADOS DE
Caliphruria subedentata.

Del estudio fitoquimico de la planta entera de Caliphruria subedentata como ya se
ha mencionado en el apartado de metodologia se han aislado seis alcaloides
todos ellos ya habian sido detectados previamente en otras especies de la familia
Amaryllidaceae.

La elucidacion estructural de los alcaloides aislados se ha hecho con base en las
técnicas espectroscopicas de RMN de protén y carbono, asi como espectrometria
de masas y propiedades fisicas, comparandose con los resultados descritos en la
literatura ademas la confirmacién de las asignaciones se ha basado en los
calculos de las conformaciones mas estables para estos alcaloides, obtenidos con
el programa informatica ACD/ChemSketch (version 3.50) Richmond St. West.

7.1.1 Datos Fisicos y espectroscopicos de los alcaloides aislados.

Csp-1

Alcaloide de punto de fusion 260-262 °C, aislado en forma cristalina (80 mg) como
precipitado del extracto alcaloidico de Caliphruria subedentata, identificado como
licorina (2) con base en el estudio de las siguientes propiedades:

Andlisis elemental: C 66.77, H 5.90, N 4.40. Calculado para un CisH17NOa4: C
66.89, H5.96, N 4.88 %

[a]p ?%° = -62° (¢ 0.1, EtOH)

IR vmaxcm™: 3302, 1501, 2900, 2543, 2364, 1224,1015 y 937

EM m/z (int.rel): 287(24)[ M]*, 286 [ M-H]*, 269 (4), 268 (18), 226 (100), 211 (5),
147 (15),119 (9),83 (10).

RMN!H (200 MHz, CDsOH) Y RMN3C (50 MHz, CDCls), ver tabla 9 y tabla 10
respectivamente.

54



Csl

Alcaloide de punto de fusion 199-201°C, este alcaloide cristaliza en forma de
prismas tanto en metanol como en CHCIls dando 35.6 mg de compuesto puro
identificado como hemantamina (5) en base al estudio de las siguientes
propiedades:

Andlisis elemental: C 68.02; H 6.5; N 4.68; calculado para C17H19NOa4: C 67.76; H
6.35; N 4.65%.

[a]p ?°° +38 (CHCI3; ¢ 0.45).

Dicroismo circular: [ 0] 284 +1624, [ 0] 253 - 3436.

IR vmaxcm™ ! :3100-3400; 1800-1600; 1950-1850; 1481; 1238; 933.

EM 70 eV m/z (int.rel): 301(65)[ M]*, 269 (41), 257(48), 227 (100), 225(96), 224
(65), 181 (96), 115 (52), 43(89).

RMN!H (200 MHz, CDCls) Y RMN3C (50 MHz, CDCls), ver tabla 11 y tabla 12
respectivamente.

Cs2

Alcaloide punto de fusion 124-126 °C, recristalizado en metanol dando 28.5 mg de
compuesto puro identificado como galantamina (1) mediante el analisis de las
siguientes propiedades:

Andlisis elemental; C 71.22; H 7.51; N 4.84; calculado para C17H22NOs: C 71.06; H
7.37; N 4.8 %.

[a]p 2°°-115 (EtOH; ¢ 0.5).

IR vmaxcm™1:3210; 1890-1700; 1671.9; 1482; 1238; 1040.

EM(*) 70 eV m/z (int.rel): 287(100)[ M]*; 217; 174

RMNH (200 MHz, CDCIl3) Y RMNC (50 MHz, CDCIs), ver tabla 13 y tabla 14
respectivamente.

Cs5

Alcaloide de punto de fusién 251-254 °C, recristalizado en metanol de donde se
obtuvieron 19,7 mg del compuesto identificado como maritidina (6) mediante los
siguientes datos espectroscopicos:
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Andlisis elemental: C 71.10; H 7.40; N 4.85; calculado para C17H2:NOs: C 71.06; H
7.37, N 4.87%

[a]o?° +14.3° (MeOH; ¢ 0.84).

IR vmax cm™t: 2359, 1605, 1508, 1458, 1442, 1317, 1262, 1032, 849, 767.

RMN!H (200 MHz, CDCI3) Y RMNC (50 MHz, CDClg), ver tabla 15 y tabla 16
respectivamente.

Cs8

Alcaloide de punto de fusién 81-83 °C, recristalizado en metanol proporciona 11.7
mg del compuesto puro identificado como hamayna (7) mediante el analisis de las
siguientes propiedades:

Andlisis elemental: C 67.02; H 6.14; N 4.83; calculado para CisH17NO4: C 66.87; H
5.97; N 4.88%.

[a]o 22° +80 ( EtOH; c 0.60)

Dicroismo circular: [ 0] 245 -5570, [0] 290 + 4420.

IR (*) vmaxcm 1: 3500-3300; 1620; 1482; 932.

EM 70 eV m/z (int.rel): 287[ M]*; 269(100); 240 (18); 225(11); 224(7); 181(17);
115(7); 77(4); 56(12); 55(21); 54(10); 44(42); 43(55); 42(20); 41(15).

RMNH (200 MHz, CDClz) Y RMN®C (50 MHz, CDCls), ver tabla 17 y tabla 18
respectivamente.

Cs9

El sexto alcaloide aislado de punto de fusién 169-171°C, fue identificado como
homolicorina (3) gracias a los datos fisicos y espectroscopicos obtenidos:

Andlisis elemental: C 68.72; H 6.75; N 4.40; calculado para C1sH21NOa4: C 68.55; H
6.97; N 4.44%.

[a]p 2°° +93.5° (CHCIs; ¢ 1.2)

IR (*) vmaxcm™1: 2820,1700,1600,1260-1245,1080.

EM 70 eV m/z (int.rel): 206 (1), 178 (3) , 109 (100), 108 (29), 94 (6), 82 (8), 42
(13).

RMNH (200 MHz, CDClz) Y RMN®3C (50 MHz, CDCIls), ver tabla 19 y tabla 20
respectivamente.

(*) Valores tomados de la base de datos del Laboratorio de Productos Naturales Universidad de
Barcelona, Espafa. (No se muestran los espectros).
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7.1.2 Elucidacién Estructural Csp-1

El primer alcaloide que se obtuvo del extracto basico C de Caliphruria subedentata
pudo ser identificado como licorina (2) mediante sus datos fisicos y los espectros
de H-RMN y 3C-RMN, IR y EM. Al ser la licorina el alcaloide mas ampliamente
distribuido en la familia Amaryllidaceae, su estructura y estereoquimica estan
completamente demostradas.

Licorina (2)

Espectro IR

El espectro IR presenta como rasgos destacables la presencia de las sefiales
correspondientes a la vibracion de tensién del enlace oxigeno-hidrogeno del
hidroxilo a 3302 cm, del enlace C-O-C a 1244 cm™ y O-CH2-O a 932 cm™. Figura
15.

Espectro de 1H-RMN

El espectro de 'H-RMN de licorina (2) (figura 16), registrado en CD3OD a 200
MHz, muestra las sefales caracteristicas de los alcaloides con estructura
pirrolofenantridinica con una instauracién en el anillo C, sefiales que han permitido
la caracterizacion del alcaloide, en concordancia con las citadas en la bibliografia:

= Dos singuletes en la zona aromatica a 6 6.88 y 6.64 ppm, caracteristicos de
los protones H-10 y H-7 del anillo A, que no acoplan entre si.

= Un singulete a 6 5.91 ppm, que integra dos protones y que corresponden al
grupo metilendioxo del anillo dioxol.
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Un singulete ancho a 6 5.5 ppm, asignable al proton vinilico H-3.
Un singulete ancho a 6 4.46 ppm, correspondiente al H-1.

Dos dobletes a 6 4.11 y 3.50 ppm, caracteristico para los protones a y B,
respectivamente, de la posicion 6, adyacente al &tomo de nitrogeno y al
ndcleo aromatico. La asignacion del protén $ a campos mas bajos esta en
concordancia con su disposicion cis con respecto al par de electrones libres
del atomo de nitrdgeno. Se trata de un sistema AB simple, con una constante
de acoplamiento (J gem = 16 Hz ) tipica de los protones geminales.

Un singulete a 3 4.15 que corresponde al protén H-2.

Un multiplete a 6 3.31 ppm, asignado al proton 3 de la posicion 12, el proton
se encuentra a campos mas altos, concretamente a 2.45 ppm como doble
doblete de tripletes. En este caso, los protones de la posiciéon 12 formarian un
sistema AX simple.

Un doblete ancho a & 2.93 y otra a 2.70 ppm (J= 10.7 Hz), asignables a H-4a
y H-10b, respectivamente, formando un sistema AB. La disposicion trans
entre los anillos B y C del sistema tetraciclico se pone de manifiesto por la
magnitud de la constante de acoplamiento. Ademas, en esta zona alifatica
puede observarse el multiplete correspondiente a los protones de la posiciéon
11.

58



c°699

g°¥9EeS
EEPSS

g°006¢e

TW.A_.._
cm™ 500

_r_
3000

I

3500

52.28+
AT

Figura 15. Espectro IR de licorina (2)

59

268.64

1000

1500

2000

2500



we t

HBex

Hz
1

s

U’L

N -
g

s;la's - } |

6 :

Q 5 | |
589°9

Figura 16. Espectro *H-RMN de licorina (2)

60

H1 =23
H11
Hi10k
It H12 o

A

Ft')

-

'l




Tabla 9 Datos espectro *H-RMN y de correlacion ROESY de licorina (2).

H d (ppm) multiplicidad J (Hz) ROESY
1 4.46 sa H-2, H-10

2 4.15 S H-1, H-3

3 5.55 sa H-2

4a 2.93 d 4a, 10b=10.7 H-10b

60 3.50 d 60.,6B = 16.0 H-6p, H-10b
6P 411 d 63, 6a =16.0 H-6a, H-7

7 6.64 S H-63

10 6.88 S H-1

10b 2.79 dd 10b, 4a = 10.7 H-6a, H-4a
11 2.68 m 11,120 -123 =8.4

120 2.45 dt H-128, H-6a
12p 3.31 m H-120.
OCH20 5.91 S

La verificacion de algunas asignaciones se ha podido realizar mediante un
experimento ROESY. Asi se observa un claro efecto de correlacion entre los
protones H-1y H-10 sefiales a 6 4.46 y 6.88 ppm respectivamente. En cambio, no
se observa efecto NOE al irradiar la sefial a 6 6.64 ppm. Por ello el singulete a 6

6.88 ppm se asigna al proton aromatico H-10 y la sefial a 6 6.62 ppm al protén H-
7; Figura 17; las demas sefiales de correlacion se pueden observar en la tabla 9.
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Figura 17. Espectro ROESY de licorina (2)
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Espectro de 13C-RMN

El espectro de **C-RMN de licorina (2) (figura 18) y otros alcaloides del mismo tipo
es bien conocido y sirve de comparacion para el resto de alcaloides, todos ellos
correspondientes al mismo esqueleto de licorano.

Las sefales que presenta son las siguientes:

A campos bajos:

Cinco sefales de baja intensidad, discriminadas en la experiencia DEPT
(figura 19) como los carbonos cuaternarios del anillo aromatico y el carbono
cuaternario del doble enlace. Los carbonos correspondientes al anillo
aromatico se presentan a & 146.5, 146.0, 1285 y 127.8 ppm vy
corresponden, respectivamente, a los carbonos C-8 y C-9, C-6a y C-10a.
Estos desplazamientos varian en funcion de los sustituyentes en C-8 y C-9,
asi el carbono olefinico y cuaternario C-4 se presenta a 141.9 ppm.

La sefial a 6 117.5 ppm se asigna al carbono olefinico C-3.

Los dobletes a 106.7 y 104.5 ppm se asighan a los carbonos aromaticos C-
7y C-10.

La sefial a 100.5 ppm, corresponde al carbono metilénico del grupo
metilendioxo.

A campos altos

Se distinguen mediante la experiencia DEPT los carbonos metilénicos C-12,
C-6 y C-11, los cuales aparecen a & 56.2, 53.0 y 27.6 ppm en la fase
negativa del espectro respectivamente. Las sefales restantes
corresponderian, las mas desapantalladas, a ¢ 71.3 y 70.1 ppm a los
carbonos C-2 y C-1 a consecuencia del efecto de los respectivos grupos
hidroxilo, y los dos dobletes a 6 60.6 y 39.2 ppm, a los carbonos C-4 ay C-
10b.
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Tabla 10 Datos espectro **C-RMN de licorina (2)

C d (ppm) DEPT
1 70.1 CH
2 71.3 CH
3 117.5 CH
4 141.9 C
4a 60.6 CH
6 53.0 CH2
6a 128.5 C

7 106.7 CH
8 146.5 C

9 146.0 C
10 104.5 CH
10a 127.8 C
10b 39.2 CH
11 27.6 CH2
12 56.2 CH2
OCH20 100.5 CH2

Espectro de Masas

El espectro de masas de licorina (2) presenta un idbn molecular relativamente
intenso a m/z = 287 (figura 20). El pico base se observa a 226, aunque es también
importante el m/z= 227. Estos fragmentos se originan por rotura del anillo C por un
proceso tipo retro-Diels Alder, con pérdida subsiguiente de un hidrogeno radical, lo
qgue daria lugar al fragmento m/z= 226, mas estable. El fragmento restante seria
un etilenglicol de m/z= 60. Otro fragmento importante es el de m/z= 269, que
representa la pérdida de agua del idbn molecular (figura 21).
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Una confirmacion ulterior de la estructura de la licorina (2) viene dada a través del
calculo de la conformacién méas estable de la molécula. En esta conformacion se
puede observar la proximidad espacial entre H-10 y H-1, H-6a. y H-4 a, H-3 y H-2,
asi como la disposicién en trans entre los anillos B y C (figura 22).

Figura 22. Estructura de minima energia de licorina (2)
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7.1.3 Elucidacién estructural de Cs1.

Hemantamina (5)

El compuesto de referencia Csl, aislado del extracto C, se identific6 como
hemantamina (5), y constituye el segundo alcaloide mayoritario de la especie en
estudio. Este alcaloide se aislé por primera vez en un hibrido del género
Haemanthus 28, y con el nombre de natalensina en Haemantus natalensis y H.
puniceus %7, Su estructura se establecid en el afio de 1960 % y se demuestra
completamente con base a un estudio de sus datos espectrales de masas y
principalmente de RMN 1D y 2D.

Espectro de IR.

Este espectro solo tuvo un caracter confirmatorio de los grupos funcionales
presentes en su estructura; asi se observo: (Figura 23).

* banda ancha entre 3100-3400 cm™, correspondiente a la vibracién de
tensién del grupo hidroxilo.

= Sobretonos armoénicos entre 1800-1600, correspondiente al anillo
aromatico.

* bandas agudas en la zona entre 2950-2850 cm, asignables a las
vibraciones del estiramiento del enlace C-H del grupo metilendioxi.

69



ﬁ
ca- 500

T
1000

T

T
4000 3500 3000 2500 2000

Figura 23. Espectro IR de hemantamina (5)

70

— L'¥6L
=——-9'206 _ wrice
-9°208 L EEB
T ——-g"/88
5 - L"LEO}
- | 3
iﬂ'an
0°8EeSt
- 9°I8P?
e
Yk -
3 %



Espectro de 'H-RMN

» Dos singuletes a 6 6.81 y 6.47, correspondientes a los protones aromaticos
H-10 y H-7. El proton H-10 se localiza a campos mas bajos que la sefial del
proton H-7 debido a la proximidad de la olefina del anillo C 1%°,

» AJ 5.89 ppm estan los protones correspondientes al grupo metilendioxi del
anillo aromatico.

» La olefina ubicada entre los carbonos 1-2, que constituye un sistema ABX
con H-3, distinguiéndose H-1 6 6.39 ppm, el cual acopla Unicamente con H-
2, que se encuentra a 8 6.25 ppm, se aprecia ademas un acoplamiento con
el vecino H-3 dando como sefal un doble doblete como resultado del
acoplamiento con los protones H-1 ( J = 10.0) y H-3 (J = 5.0); si bien la
presencia de un doble enlace entre C-1/C-2 permite dos conformaciones
posibles del anillo C en los sistemas 5,10b- etanofenantridinicos (figura
24), la conformacion de semisilla (A) parece ser al mas estable, y ello
puede confirmarse con la magnitud de la constante de acoplamiento entre
los protones H-2 y H-3, los cuales forman un angulo aproximado de 45°, por
lo que la J calculada oscila entre 4-5 Hz, siendo la J observada de 5.0 Hz;

»= El proton H-3, que acopla a su vez con los hidrégenos de la posicion 4, se
desplaza a 3.82 ppm, apareciendo en forma de multiplete.

= Los protones en 4 muestran la sefial mas compleja, presentando una
multiplicidad en forma de ddd, ya que acoplan entre si con un constante
geminal grande y con los respectivos protones vecinales, se distingue el
proton H-4a, a 2.15 ppm, con dos constantes de acoplamiento grandes, una
geminal y la otra transdiaxial, con el proton de la posicion 4a, mientras que
H-43, a & 2.00, presenta un acoplamiento geminal y dos vecinales mas
pequefios, como consecuencia de su disposicion ecuatorial.

= A campos altos se distingue un singulete agudo, a 3.35 ppm,
correspondiente al grupo metoxilo no aromatico en la posicion 3 del anillo
C. (figura 25)

= Un doble doblete a 3.25 ppm correspondiente al proton 4a, que acopla con
los protones en 4a y 4p.

» Los protones no equivalentes en 12, H-12 exo, a 3.23 ppm, y H-12 endo, a

3.35 ppm. La asignacién de estos protones se evidencia por su correlaciéon
con H-11 del puente etano, el cual presenta un desplazamiento quimico a
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3.96, con multiplicidad en forma de dd. El hecho de que no aparezca como
triplete confirma que los protones de la posicion 12 no sean equivalentes, y
el hecho de que H-12 exo aparezca mas desapantallado se debe a su
disposicién en syn respecto al par de electrones libre del nitrdgeno*°

= Los protones metilénicos en 6 muestran un gran acoplamiento geminal de
16.8 Hz, que esta en concordancia con la bibliografia'®t. ElI mayor
desapantallamiento de H-6p a & 4.28 ppm esta relacionado con su
disposicion en cis respecto al par de electrones no enlazante del nitrégeno;
lo que no ocurre con H-6a a 8 3.73 ppm.

O/\O
\\/\/H

\
ZH

OH

Figura 24. Posibles conformaciones de hemantamina (5)

72



Tabla 11 Datos del espectro de *H-RMN y de correlacion COSY hemantamina (5)

H d (ppm) multiplicidad J (Hz) COSY

1 6.39 d 1,2=10.0 H-2
2,1=10.0

2 6.25 dd 2.3= 5.0 H-1, H-3
3,2=4.8

3 3.82 m 3 40=3,6 g'é’HH"‘“’ H-4p, H-
3,4p=1.9 3
40,4p=13.7 i i

4o 2.15 ddd 40,4a=13.6 :_i’BH OCHS,
40,3=4.2
4B,40=13.7

4B 2.00 ddd 43,4a=4.6 H-3, H-OCH3s, H-4a
43,3=1.0
4a,43=13.6

4a 3.25 dd 4a.40=4.6

6a 3.73 d 60,63=16.8 H-7, H-6

6P 4.28 d 6p3,60=16.8 H-7, H-6a

7 6.47 S H-6a, H-6p

10 6.81 S
11endo,12endo=6.6

1lendo | 3.96 dd 11endo.12ex0=3.3 H-4a, H-OCHj3
12ex0,12endo=13.9

12exo 3.23 dd 12ex0 11endo=3.3 11, 12endo
12endo,12ex0=13.9

12endo | 3.35 dd 12endo.11endo=6.7 11, OCHs, 12exo

OCH20 |5.89 S

OCHs 3.35 S 11, H-4a, H-4p
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Figura 26. Espectro de correlacion homonuclear 2D COSY de hemantamina (5)
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Estos acoplamientos se justifican por medio de un experimento de correlacion
homonuclear (COSY) figura 26; en el que se observa que el singulete del metoxilo
aromatico se solapa con las sefiales de correlacion de su zona del espectro (6 3.3-
3.6) Figura 24. Se observa también que hay correlacién de H-3 con el proton H-2 y
los dos H-4, y se pueden distinguir los H-12 en base a su correlacién con H-11;
otras correlaciones se pueden observar en la tabla 11.

Espectro de 13C-RMN

En este espectro (figura 27) se observan cinco carbonos cuaternarios; siete
carbonos metilicos; cuatro carbonos metilénicos y un grupo metilo asignados de la
siguiente forma.

» Los carbonos C-1y C-2 aparecen a 132.3 y 126 ppm, respectivamente. Se
ha podido constatar, por comparacién con otros alcaloides del mismo
esqueleto?, que los valores de desplazamiento de estos carbonos
dependen de la estereoquimica del carbono C-3, asi como del sustituyente
de este ultimo carbono.

» AJ5106.9y 103.3 ppm se encuentran las sefales de los carbonos metinicos
del anillo A, C-7 y C-10, respectivamente; el carbono C-7 aparece un poco
mas desapantallado siguiendo el modelo de los alcaloides con el esqueleto
5,10b-etanofenantridinico®3? .

= C8y C9 ad 146.5 y 147 ppm respectivamente son los carbonos
cuaternarios mas desapantallados del anillo aromatico vecinales al grupo
metilendioxi.

» Las seflales de C-10a y C-6a, aparecen mas apantalladas; el mayor
desplazamiento del carbono C-10a, a 135 ppm con respecto al C-6a a 126
ppm se debe a la influencia ejercida por el grupo OH de la Posicion 11.

= El carbono de la posicion C-3 se asigna a 6 72.4 ppm. Su desplazamiento
quimico en comparacion con otros alcaloides se ve afectado segun esté
sustituido por el grupo hidroxilo o metoxilo, presentando en este ultimo caso
un desapantallamiento de 10 ppm, aproximadamente. Por otra parte
también viene influenciado por la estereoquimica del sustituyente, segun
esté en posicidon ecuatorial o axial, pues, con base en estos datos y por
comparaciéon con la bibliografia se puede concluir que existe un metoxilo
axial unido al C-3.
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El carbono terciario C-4a a 62.5 ppm, junto con el carbono cuaternario C-
10b, forman parte de la union trans entre los anillos B y C. El
desplazamiento quimico de este ultimo a 6 50.0 ppm, viene afectado por su
proximidad al hidroxilo del carbono C-11.

Los carbonos 11 y 12 aparecen a 79.7 y 60.8 ppm respectivamente,
desplazamiento debidos al hidroxilo de la posicion 11 que produce un
intenso desapantallamiento.

A & 63 y 60.8 ppm aparecen las sefales de los carbonos vecinos al
nitrégeno, C-6 y C-12 respectivamente.

A & 56.0 ppm se observa el pico correspondiente al grupo metoxilo unido al
carbono C-3.

A campos muy altos aparece la sefial del C-4, a 27.7 ppm, la cual también
viene influenciada por la posicion axial o ecuatorial del sustituyente en 3.

Tabla 12 Datos espectro **C-RMN-DEPT de hemantamina (5)

C 8 (ppm) DEPT
1 132.3 CH
2 126 CH
3 72.4 CH
4 27.7 CH2
4a 62.5 CH
6 63 CH:2
6a 126 C
7 106.9 CH
8 146.5 C
9 147 C
103.3 CH
135 C
50 C
79.7 CH
60.8 CH2
OCH20 100.8 CH2
56 CHs
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Espectro de masas

El modelo de fragmentacion ha sido bastante estudiado sobre todo por Duffield*3,
Longevialle y colaboradores!34,

Un primer hecho destacable es que la presencia del hidroxilo en C-11 afecta
bastante a los procesos de fragmentacion de la molécula (Figura 29 Ay B).

Se observa un pico molecular de poca intensidad a m/z 301, asi como tres modos
fundamentales de fragmentacién: pérdida de CH3OH, pérdida de C2HsN y pérdida
de CHO.

En general, para los alcaloides del tipo crinano (o 0 B indistintamente) la pérdida
de metanol (Figura 28) esta mas favorecida en las moléculas en las que el puente
y el sustituyente en C-3 estdn en cis. El fragmento de m/z = 269 se forma
entonces, pero mucho mas facilmente que cuando no se cumple esta condicion.
Los picos mas importantes derivados de este tipo de pérdida son los de m/z 269,
el cual deriva de un proceso tipo retro Diels-Alder para su formacién, m/z 240 que
se produce por la pérdida de un radical tipo formaldehido, m/z = 211, que procede
del anterior por fragmentacion de la unidad metilenimina, m/z = 210 y m/z = 209,
que deriva por pérdida sucesiva de dos radicales hidrégeno vy, finalmente, el que
es el pico base a m/z =181, derivado de la pérdida de su cadena cetdonica como
consecuencia de una reordenacién de McLafferty con uno de los hidrégenos del
esqueleto llevando al ion de m/z =225 que puede experimentar una subsiguiente
eliminacién de hidrégeno.

Los procesos que llevan a la pérdida de C2HsN (M-43) y C2HsN (M-44) son
también importantes. En hemantamina (5) el fragmento M-44 es mas importante
que el M-43, al corresponder a la pérdida de un hidrégeno radical del proceso
precedente. La relativa significancia de esta pérdida natural de hidrogeno deriva
de la facilidad con la cual los elementos derivados de metanol son eliminados, en
nuestro caso, la pérdida de metanol esta relativamente favorecida por lo cual, la
pérdida de C2Hs o C2HsN dominara enteramente el patrén de la fragmentacion. El
modelo propuesto por Longevialle y colaboradores, consiste en la apertura del
anillo D por ruptura del enlace C-11/C-12; seguido de reordenamiento del
hidrogeno 11-Hidroxilico, que se pierde'** El grupo aldehidico asi formado puede
entonces inducir ruptura del enlace C6/C6a, generando un i6n oxonio en
conjugacion con el anillo aromatico. Una rotura homolitica del enlace C-4a/C-5
elimina la mitad nitrogenada CH2=NCHs, con generacion del radical m/z = 258. De
esta manera, el idbn oxonio induce la pérdida de un hidrégeno radical m/z = 257
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seguido de pérdida de metanol o de un radical metoxilo, lo que daria fragmentos

de m/z =225y m/z = 227.

La pérdida de CHO observada por Longevialle

compuestos del grupo de la hemantamina (5) es poco importante en este
alcaloide. Picos caracteristicos de este grupo son los m/z =272, m/z = 230, m/z =

y colaboradores para otros
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Figura 28. Espectro masas de hemantamina (5)
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Figura 29 A. Fragmentaciones de hemantamina (5). Pérdida de CHsOH.
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Figura 29 B. Fragmentaciones de hemantamina (5). Pérdida de CzHsN.

Dicroismo Circular

La configuracion absoluta de hemantamina (5) se asigné por estudios de
dicroismo circular (figura 30), en los que la configuracion del puente etilideno C-
11/C-12 esta en «, por comparacion con los datos publicados 3%, minimo a 251.0
nm.
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Figura 30. Espectro de Dicroismo Circular hemantamina (5)

Finalmente en la figura 31 se muestra el modelo molecular que se ha encontrado
como energéticamente mas estable, después de minimizar la energia de la
estructura de la hemantamina, caracterizada por presentar un puente etilideno C-
11/C-12 en a, en ella se aprecia la fusion trans entre los anillos B y C asi como la
disposicion axial del grupo metoxilo del carbono C-3.
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Figura 31. Conformacién de minima energia de hemantamina (5)

7.1.4. Elucidacién estructural de Cs?2.

El s6lido amorfo de punto de fusion 124-126 °C; el cual segun el andlisis elemental
le corresponde la féormula molecular C17H2:NOs se identific6 como galantamina (1).
Es uno de los alcaloides mas estudiados estructuralmente dada su actividad
biologica, ya que es potente analgésico, anticonvulsivo, hipotenso, inhibidor de
colinesterasa.

Galantamina (1)

Es utilizado como agente terapéutico en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. Las caracteristicas espectroscopicas son las siguientes.
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Espectro de IR.

Este espectro (figura 32) tuvo un caracter confirmatorio de los grupos funcionales
presentes en la molécula.

Banda ancha a 3210 cm™ correspondiente a la vibracion de tensiéon del
grupo hidroxilo.

Bandas armoénicas entre 1890 y 1700 cm™? correspondientes al anillo
aromatico.

A 1482 cmly 1238 cm™ se encuentran las bandas correspondientes a las
vibraciones de tension debidas al enlace C-O-C.

A 1040 cm* banda de elongacién por el enlace C-O.

Espectro de 'H RMN.

Dos dobletes para los dos protones aromaticos orientados en posicién orto
asi: H-7 a 6 6.64 ppm y H-8 a 6.66 ppm con una constante de
acoplamiento J de 8.2 Hz. Solamente los alcaloides tipo galantamina
muestran una constante de acoplamiento entre estos protones aromaticos
del anillo A. (figura 33).

Las sefiales a 6.04 y 6.00 ppm que integran para un protén cada una,
fueron asignadas para los protones 4a y 4 respectivamente con una
constante de acoplamiento entre si de J 10.3 Hz.

Dos dobletes en un sistema AB correspondiente a los protones bencilicos
de C-6; asignado 6a a 6 3.72 ppm y 6B a 6 4.11 con una constante de
acoplamiento muy alta, lo que confirma un acoplamiento geminal con J =
15.2 Hz.

A 4.61 ppm estd un multiplete que integra para un protdn y presenta un
acoplamiento homoalilico con la sefial a 2.00 ppm en forma de ddd; sefales
asignadas a H-1 Y H-2a. La sefial del H-1 se ve desplazada debido al
efecto inductivo del anillo furano.

La sefal a 4.13 ppm es un multiplete integrando para un proton y asignado
a H-3.
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Las sefiales a 3.10 y 3.30 ppm en forma de dt y ddd; integran cada una
para un proton, presentan una constante de acoplamiento alta de 14.4 Hz,
lo cual supone un acoplamiento geminal, siendo asignadas las sefiales para
los protones H-12a y H-12B respectivamente. Corroborandose estas
correlaciones con lo reportado en la literatura 6.

La sefial a & 2.70 ppm como ddt e integrando para un hidrégeno se
presenta con una constante de acoplamiento alta (J = 15.7 Hz) con la sefial
a 6 2.00 ppm ya definida para H-2a implicando un acoplamiento geminal,
siendo por lo tanto dicha sefal la correspondiente al protobn H-2.

Igualmente las seflales a 6 2.04 y 1.60 ppm ambos en forma de ddd;
integran para un protdén cada una; estan acopladas entre si (J = 13.5 Hz), lo
que indica la presencia de protones geminales asignandose a H-1la y H-
11 respectivamente.

Las sefiales a 6 3.83 y 2.40 ppm en forma de singulete integran cada uno
para tres protones; la sefial mas desapantallada es causada por el efecto
del heteroatomo oxigeno y la union al anillo aromatico asignandose por
tanto al grupo —OCHs mientras que la sefial a 2.40 ppm fue asignada al
grupo —NCHs.
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Tabla 13 Datos espectro 'H RMN de galantamina (1).

H 5 (ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 4.61 m

20, 2.00 ddd 20,2p3=15.7
20,1=12.2
20,,3=3.5

2B 2.70 ddt 2B,20=15.7
2p,1=3.7
2p3,3=1.4

3 4.13 m

4 6.00 dd 4,4a=10.3
4,3=4.5,

4a 6.04 dd 4a,4=10.3

60 3.72 d 6a,6p3=15.2

6P 4.11 d 6p3,60=15.2

7 6.64 d 7,8=8.2

8 6.66 d 8,7=8.2

11a |2.04 ddd 110,11p=13.5
11a,120=5.0
11a,12B=2.5

118 |1.60 ddd 118,110=13.5
11B,12p8=3.5
11B,120=2.2

120 |3.10 dt 120,123=14.4
120,110=3.5

128 |3.30 ddd 12B,120=14.4
123,11p8=12.2
12B,110=2.1

OMe |3.83 S

NMe |[2.40 S

Espectro de 13C-RMN- DEPT.

En este espectro (figura 34) se observan dos regiones: a campo bajo > 90.0 ppm
se observan las sefiales de los carbonos aromaticos, alifaticos asi: las sefiales a 6
1455, 144.0, 132.8, 128.5, 122.1 y 111.0 ppm se asignaron a los carbonos
aromaticos C9, C10, C10a, C6a, C7 y C8; mientras que las sefiales a & 126.6 y
127.6 ppm, se asignaron a los olefinicos C4 Y C4a respectivamente.
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Las otras sefiales se ubican a campo alto < 90.0 ppm y corresponden a los
carbonos saturados desapantallados por efecto de la union al anillo aromatico a un
heteroatomo. Las sefiales a & 88.6, 62.0, 60.1, 53.4, 48.0, 33.4 y 29.9 ppm se
asignaron a los carbonos C1, C3, C6, C12, C10b, C11ly C2; las sefiales a 55.8 y
41.4 ppm se asignaron a los grupos C9-OMe y N-CHs respectivamente.

Tabla 14 Datos espectro de 13C-RMN- DEPT de galantamina (1).

C d (ppm) DEPT
1 88.6 CH
2 29.9 CH2
3 62.0 CH
4 126.6 CH
4a 127.6 CH
6 60.1 CHz
6a 128.5 C

7 122.1 CH
8 111.0 CH
9 145.5 C
10 144.0 C
10a 132.8 C
10b 48.0 C
11 33.4 CHz
12 53.4 CHz
OMe 55.8 CHs
NMe 41.4 CHas
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Espectro de masas.

El espectro de masas (figura 35) mostré un ibn molecular m/z = 287 coincidente
con la férmula molecular; es ademas el pico base, el fragmento a m/z 217 se
forma por el rompimiento del anillo C con la eliminacion de C4HsO. El pico a m/z
174 aparece después de la eliminacion de elementos del anillo B en donde se
incluye el atomo de nitrogeno (-C2HsN).

m/z=287

H3C/ ‘

m/z=174

m/z=216

Figura 35. Fragmentaciones de galantamina (1)
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En la figura 36 se muestra el modelo molecular que se ha encontrado como
energéticamente mas estable, que se caracteriza por poseer un anillo de oxirano.

Figura 36. Estructura de minima energia para galantamina (1)

7.1.5 Elucidacion estructural de Csb

El cuarto alcaloide aislado de Caliphruria subedentata es maritidina (6), una
molécula bastante inusual en la familia de las Amaryllidaceae. Con este trabajo, se
cita por primera vez en el género Caliphruria.

CHs Maritidina (6)

93



Espectro de IR

El espectro de IR (figura 37) de maritidina (6) muestra como sefiales mas
caracteristicas:

» A 3421 cm?, una banda ancha atribuible a la vibracién de tension del
hidroxilo libre.

= A 1260 cm, una banda intensa que puede asignarse a la vibracion de
tensién de uno (o mas) enlaces C-O-C (previsiblemente correspondientes a
metoxilos).

» Una sefial inespecifica, pero que puede ser atribuida a la vibracion del
enlace Ar-C-C, observada a 1507 cm-2.

El espectro IR da poca informacion sobre la estructura de la molécula, siendo el de
'H-RMN de mayor utilidad para la elucidacion.
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Espectro de *H-RMN

Este espectro (figura 38) muestra como sefiales mas caracteristicas las siguientes:

= 2 grupos metoxilo aromético a 6 3.78 y 3.86 ppm y 2 protones aromaticos
como singuletes a 6 6.42 y 6.83 ppm para H-7 y H-10 respectivamente.

» Los protones H-1 y H-2, presentan un acoplamiento cis-olefinico entre si y
H-2, ademas con los H-3a con lo que H-2 se muestra como doble doblete.

» Se confirma la posicién o de el proton H-3 a & 4.33 ppm, pues si estuviera
en B tendria un acoplamiento alilico cercano a los 2 Hz con H-1, y el
acoplamiento de H-2 con H-3 seria alin de mas baja intensidad.

= El proton H-4a tiene un gran acoplamiento con H-4a debido a la
caracteristica posicion trans-diaxial de la serie de la hemantamina para
estos dos protones. El H-48 muestra como hecho caracteristico un
acoplamiento con H-2, debido a un mecanismo W (ya que se encuentra en
el mismo plano). Todas estas afirmaciones pueden verse mas claramente
en el modelo estructural de minima energia obtenido para maritidina (figura
40).

» Los protones H-6a. y H-63 aparecen como dos dobletes correspondientes a
un sistema AB con un acoplamiento geminal de gran intensidad.

» Los protones metilénicos 11 y 12 tanto endo como exo; aparecen en los

valores reportados en la literatura, desplazados por hacer parte del puente
etano.
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Tabla 15. Datos del espectro *H-RMN de maritidina (6).

H d (ppm) multiplicidad J (Hz)
1 6.63 d 1,2=10
2,1=10.0
2 5.46 dd 230 =45
3o 4.33 sa
4,4a= 13.5
4o, 1.71 dt 43=40
43 1.92 m
4a 3.40 m
6a 3.71 d 6,6 =16.5
6B 4.28 d 6,6= 16.5
7 6.42 S
10 6.83 S

1lexo,1l endo, =12.5
11 exo 2.17 ddd 11 exo0,12endo,= 9.0
12 exo,12exo,:4.0
11 endo 1.92
12 exo 3.40
12 endo,12ex0, =13.5
12 endo 2.85 ddd 12endo,11exo,= 9.0
12 endo,11ex0,=4.3
9-O-Me 3.86
8-O-Me 3.78 S

(7]

Espectro de 13C-RMN

Para la interpretacion del espectro 3C-RMN de maritidina (6) (figura 39) es de
gran utilidad el trabajo de Frahm y colaboradores en el que se estudian otros
alcaloides de Amaryllidaceae emparentados con este, entre ellos, los del grupo del
(-)-1,2 dehidrocrinano %32
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Las sefales que se identifican son las siguientes:

» Los dos carbonos en C-1 y C-2 entre los dobletes aromaticos se situarian
en los 131.8 ppmy 127, 7 ppm. Se ha observado, por los valores de
desplazamiento de C-1 y C-2 para otros compuestos analogo, que éstos
dependen de la estereoquimica de C-10b y C-3, y ademas son
influenciados por el sustituyente en C-3.

» El carbono arilico C-3 a 6 63.8 ppm responde al cambio de metoxilacién en
hemantamina a hidroxilacion en maritidina, con un apantallamiento de unos
10 ppm.

= El carbono C-4 a 6 32.9 ppm experimenta el efecto inverso al C-3 respecto
a la hidroxilacibn en C-3, es decir, la hidroxilaciébn supone un
apantallamiento en C-4 con respecto a la metoxilacion, y también en las
posiciones en ecuatorial o axial del sustituyente en C-3.

» El carbono terciario C-4a que en las uniones trans de los anillos B/C
presenta un desplazamiento entre 61 y 63 ppm con un sustituyente en axial
en la posicibn 3, presenta un apantallamiento de 5 ppm si hay
epimerizacion en esa posicion, y experimenta un apantallamiento similar
con un hidroxilacion en 6a, de lo que se puede deducir que en la union B/C
es trans, ya que C-3 tiene el sustituyente en posicién axial y C-6 no tiene
ningln sustituyente, lo cual coincide también con los resultados de H-
RMN.

= EIl carbono C-6 a 6 61.9 ppm tiene un desplazamiento acorde con la
ausencia de sustitucion en este carbono, ya que una hidroxilacion
desapantallaria del orden de 12 a 14 ppm.

= En cuanto a las sefales del anillo aromatico, la sefial de C-6a, carbono
cuarternario, se observa a 6 121.1 ppm.

» El carbono C-7 aparece también dentro de sus valores normales & 109.7
ppm.

= (C-8 ab55.8 ppm que corresponde a una sustitucion por metilo, la sefal
correspondiente al otro carbono metoxilico se observa a 56.9 ppm, valores
caracteristicos de los carbonos metoxilicos al igual que C-9 a 6 147.3 ppm.

= (C-10 al igual que C-7, muestra a 6 105.7 ppm un doblete. El carbono
cuaternario C-10a, resuena a 6 136.5 ppm.

100



= El carbono C-10b, carbono terciario, presenta un desplazamiento & de 44.0
ppm, que es el valor normal cuando no hay hidroxilacién en 11 ni epoxido
en las posiciones del doble enlace 1,2, como ocurre por ejemplo en
flexinal32,

» Los carbono C-11y C-12, a 42.7 y 53.5 ppm, respectivamente, tienen los
valores que estan de acuerdo con carbonos no sustituidos en esa posicion.

Tabla 16 Datos espectro *C-RMN de maritidina (6).

€ d (ppm) DEPT
1 131.8 CH
2 127.7 CH
3 63.8 CH
4 32.9 CH2
4a 62.9 CH
6 61.9 CH2
6a 125.0 C

7 109.7 CH
8 147.1 C

9 147.3 C
10 105.7 CH
10a 137.0 C
10b 44.0 C
11 441 CH:2
12 53.5 CH:2
8-O-Me |55.8 CHs
9-O-Me |56.1 CHs

La confirmacién final de la estructura molecular de maritidina (6) se encuentra
determinando su conformacion mas estable energéticamente en donde se observa
la posicion del puente etano-fenantridina. (figura 40)

Figura 40. Conformacién de minima energia de maritidina (6)
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7.1.6. Elucidacién estructural de Cs-8

Sdlido amorfo de punto de fusién 81-83 °C, segun el analisis elemental le
corresponde la formula molecular C16H17NOa, fue identificado como hamayna (7),
alcaloide muy comun en varias especies de la familia Amaryllidaceae.
Compuesto aislado previamente de Boophanef lava, Brunsvigia josephinae, Crinun
bulbispermun, C. kirkii, C. asiaticum, C. latifolium y C. zeylanicum *2.

Se identific6 completamente teniendo en cuenta el siguiente analisis
espectroscopico.

7 Hamayna (7)

Espectro de IR.

Los grupos que se confirman con las sefiales de este espectro son los siguientes.

= Banda ancha entre 3500-3300 cm™ correspondiente a la vibracion de
tensién del grupo hidroxilo.

= A 1620 cm? bandas armodnicas debidas a las vibraciones por el anillo
aromatico.

» Banda mediana a 1482 cm debida a las vibraciones de tension C-O.

= A 932 cm banda caracteristica fuera del plano del grupo metilendioxi.
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Espectro de 'HRMN.

Las sefiales que aparecen en este espectro (figura 41) son muy similares a las
reportadas para hemantamina, alcaloide ya analizado, por pertenecer al mismo
tipo a-crinano, se resumen a continuacion:

Dos singuletes a § 6.81 ppm y 6.47 ppm para los protones aromaticos H-10
y H-7 respectivamente.

Dos protones olefinicos como un singulete ancho a & 6.16-6.17 ppm
asignados para los protones H-1 y H-2 en donde las constantes de
acoplamiento estan de acuerdo a la relacion cis entre el singulete en C-3 y
el puente de a5-10b-etanofenantridinico.

Dos dobletes para el sistema AB correspondientes a los protones bencilicos
de la posicion 6, asignados asi: 6o a 6 3.71 ppm y 63 a & 4.25 ppm
encontrandose este Ultimo mas desapantallado debido al par electrénico
deslocalizado del Nitrégeno.

Un singulete a 5.90 ppm perteneciente al grupo metilendioxi.

Un multiplete centrado a & 2.02 ppm asignado para los protones H-4 los
cuales no son equivalentes quimicamente pero por la resolucion del
espectro no se asignaron las sefiales correspondientes al H-4a y H-4p.

Un doble doblete a 6 3.20 ppm para el proton H-4a; este proton presenta
una constante de acoplamiento (J = 6.54 Hz) con H-4oa debido a su posiciéon
trans-diaxial, disposicion caracteristica para este tipo de alcaloides.

Un multiplete para H-3 a 6 4.35 ppm desplazado por inducciéon del grupo
hidroxilo.

A 5 4.00 ppm se presenta un triplete asignado al proton H-11 que acopla
con los protones no equivalentes de la posicion 12.

Un multiplete a 6 3.30 ppm para los hidrogenos de la posicion 12 no

equivalentes quimicamente debido a el nitrdgeno adyacente; el espectro no
muestra las sefiales diferenciadas.
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Tabla 17 Datos espectro 'H-RMN de hamayna (7).

H d (ppm) Multiplicidad | J (Hz)
1 6.16-6.17 m --
2 6.16-6.17 m --

3,2=4.95
3 4.35 m 34=17
4 2.02 m 40,4p=12.8
4a 3.20 d 4a,40 y p=6.54
6o 3.71 d 60,63=13.04
6B 4.25 d 63,60=13.04
7 6.46 S
10 6.81 S
11 4.00 t 7.7
12 3.30 m 17.75; 7
12 3.30 m 17.75; 7
OCH20 |5.90 S

Espectro de 13C-RMN — DEPT.

Para el analisis de este espectro (figura 42) se divide en dos regiones. La region a
campo bajo (>90.0 ppm) en donde se encuentran las sefiales olefinicas y
carbonos aromaticos, también como el del grupo metilendioxi; asignados asi:

a 6 101.0; 103.2; 106.8; 123.2; 125.9; 135.5; 137.5; 137.6; 146.5 ppm se asignaron
OCH:20; C10; C7; C1; Cb6a; C2; C10a; C8; C9 respectivamente.

Las otras sefiales correspondientes a los carbonos saturados se encuentran a
campo alto (< 90.0 ppm) asi:

C 11 a d 79.8 ppm; C3 a 67.2 ppm; C4a a 66.1 ppm; C6 a 63 ppm; C12 a 6 61.0
ppm; C10b a & 49.8 ppm; 4 a 33.0 ppm; en donde se observa el efecto del
sustituyente hidroxilo en los carbonos C11 y C3; ademas de la influencia del
nitrogeno en los carbonos adyacentes a €l (C6, C4ay C12).
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Tabla 18 Datos espectro de **C-RMN — DEPT de hamayna (7).

C 3 (ppm) DEPT
1 123.2 CH
2 135.5 CH
3 67.22 CH
4 33.0 CH:2
4a 66.0 CH
6 63.0 CH:2
6a 125.9 C

7 106.8 CH
8 146.1 C

9 146.5 C
10 103.2 CH
10a 137.6 C
10b 49.8 C
11 79.8 CH
12 61.0 CH:2
OCH-0 101.0 CH:

106



C4

O gy
9}
i
LN [Lu]
o L&)

W'Y

Figuia 4. espeCuo ““C-KIVIN ue rdinayirida (1)

107

1Y S S
]
Q
8009,
T AR
s
zaa-sr—/ -
9]
o
[ |
L
(] b Sancgpass ) %
= - R
R 141 T
= 684831
O
a
Qg
8 e
O
(|
U 9"“‘—‘" oo se < = b b
A
0
B oame e
o e
L]




Espectro de masas.

El patron de fragmentacion en este caso se basa en caracteristicas quimicas
como el doble enlace (A'?) en el anillo C y un grupo hidroxilo como sustituyente en

Ci1.

La facilidad o n6 de la pérdida de H20 a partir del ion molecular depende de la
estereoquimica del grupo hidroxilo en Csz. Asi en el espectro de masas de

hamayna es el pico base a m/z = 269.

La subsiguiente pérdida de un radical aldehidico ((CHO) se evidencia por un pico a
m/z [240] y es tipico en este tipo de alcaloides con una abundancia relativa

apreciable. (figura 43)
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Figura 43. Espectro de Masas de hamayna (7)
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m/z= 287

/O = H2C/
J N

\O N+ -CHO" © \

m/z=240

Figura 44. Fragmentaciones de masas de hamayna (7)

Espectro de Dicroismo Circular.

Este espectro (figura 45) determina la configuracion absoluta de la molécula; los
valores reportados para las curvas de dicroismo circular definen claramente un
sistema a-crinano con un puente de a 5 — 10b-etanofenantridina, lo cual coincide
con la estereoquimica reportada para hamayna; ademas el espectro revela que la
union B/C es trans-diaxial y que las curvas estdn dominadas por el cromoéforo
metilendioxi-fenil.
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Figura 45. Espectro de dicroismo circular de hamayna (7)

En la estructura mas estable simulada para hamayna (7) (figura 46) se observa la
configuracion a del puente etanofenantridina.

Figura 46. Estructura de minima energia de hamayna (7)
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7.1.7 Elucidacién estructural de Cs9

La elucidacion estructural de este Cs9 identificado como homolicorina (3), se ha
realizado con base a la aplicacién de técnicas espectroscopicas de RMN. La
utilizacidén de otras técnicas como la espectroscopia de IR y EM, o las fisicas (pf,
[a]p, entre otras) ha tenido un valor confirmatorio.

Homolicorina (3)

Espectro de infrarrojo

Los grupos que se pueden confirmar a partir de los datos del espectro IR son los
siguientes.

= Banda a 2820 cm™ correspondiente a las vibraciones de tensién del enlace
C-H.

= A 1700 cm* bandas arménicas correspondientes a las vibraciones del anillo
aromatico.

» Bandas a 1260-1245 cm caracteristicas de las vibraciones de tension del
enlace C-O-C.

»= 1245 cm* banda de elongacién por el enlace C-O.

» Vibraciones de tension fuera del plano a 932 cm™ banda caracteristica del
grupo metilendioxi.
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Asi en el espectro de *H-RMN de homolicorina (3) (figura 47) se observa una serie
de sefiales caracteristicas que luego se pueden ver repetidas en otros alcaloides
del mismo origen biosintético:

» 2 singuletes en zona aromética, & 7.54 y 7.03 ppm, que corresponden a los
protones aromaticos H-7 y H-10. El proton H-7 aparece a campos mas
bajos que el H-10 debido al efecto de desapantallamiento inducido por el
carbonilo lacténico en peri. La posicion relativa en posicion para entre los
dos protones aromaticos se justifica por la ausencia de acoplamiento entre
ellos.

= 2 singuletes solapados a 6 3.93 y 3.92 ppm el primero de los cuales integra
3 protones y corresponde a los dos grupos metoxilo del anillo aromatico.

= Mas apantallado a 6 2.01 ppm integra para 3 protones correspondientes al
grupo N-metilo.

= Un doble doblete de dobletes a 6 4.81 ppm, debido a su triple acoplamiento
con los dos protones H-2 y con el proton metinico H-10b y H-1 presenta la
evidencia de estar en posicion o por comparacion del desplazamiento
quimico y de la multiplicidad con compuestos analogos (Hawksworth) La
magnitud del acoplamiento H-1/H-10 justifica la unién cis entre los anillos B
y C, siendo la conformacion de minima energia para esta molécula en la
figura 51, con una conformacion de semisilla esperada para el anillo C.

» Los protones H-2, dentro de una sefial ancha a 6 2.49 ppm.

= Doble doblete a 6 2.64 ppm para los protones H-10b.

= Multiplete que engloba a los protones 11 a 6 2.61 ppm.

= El protén olefinico H-3, dentro de una sefial ancha a 6 5.50 ppm.

= El protébn metinico H-4a, como un multiplete a & 2.72 ppm, a causa de su
acoplamiento con H-10b, junto con un acoplamiento arilico transoide con
H-3. La constante de acoplamiento entre H-4 a y H-10 b, con un valor de

9.6 Hz, sblo puede deberse a una relacion trans-diaxial entre los dos
protones.
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» Los protones H-12a y H-12f aparecen como multipletes a & 3.14 ppm y
2.24 ppm respectivamente. El proton a esta mas apantallado debido a la
orientacién cis respecto al par electrénico no compartido del nitrégeno .
La inversion conformacional de este esta restringida, ya que si el grupo N-
metilo esta en posicion a tiene lugar un impedimento estérico con el H-10.

Tabla 19 Datos espectro tHRMN de homolicorina (3)

H d (ppm) | Multiplicidad J (Hz)
1,2 endo=4.2
1 4.81 ddd 1,2 exo=1.8
1,10b=1.7
2 2.49 m
3 5.50 sa
4 a,10b=9.6
4a 2.72 dd 4a3=2.0
7 7.54 S
10 7.03 S
10b,4a=9.6
10b 2.64 dd 10b.1=1.8
11 2.61 m
120,123 =9.2
12a 3.14 ddd 120,,11p=5.3
120,110=4.1
12$,110=18.0
12 2.24 dd 12p.120=9.2
N-Me 2.01 S
8-O-Me | 3.92 S
9-O-Me | 3.93 S

Espectro de 13C-RMN

En cuanto al espectro de *C-RMN de homolicorina (3) (figura 48) presenta unas
sefales caracteristicas que proporcionan informacion valiosa sobre la estructura
del compuesto como se describe a continuacion:
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Figura 48. Espectro de **C-RMN de homolicorina (3)
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Las sefiales mas tipicas corresponden:

Al carbonilo lacténico, que en este caso aparece a 6 165.9 ppm.
A 5 44.0 ppm atribuida al grupo N-metilo.

Los metoxilos arométicos a 56.1 y 55.8 ppm y del metileno en C-12 a 56.3
ppm.

El carbono olefinico C-3, como doblete a 5 115.1 ppm, mientras que el C-4
perteneciente al mismo olefinico y ademas cuaternario lo hace a 140.8

ppm.

Un doblete a 6 77.4 ppm, atribuible al carbono en o respecto a la lactona.

El carbono metinico C-4a, que esta en posicion o respecto al nitrogeno,
como doblete a 66.2 ppm.

El carbono metinico en C-10 b, en a respecto al anillo aromatico a & 43.4
ppm.

El carbono metilénico C-2 a & 30.8 ppm, mientras que el también metilénico
aparece 6 27.6 ppm.

Tabla 20. Datos espectro *C-RMN — DEPT de homolicorina (3).

C d (ppm) DEPT
1 77.4 CH
2 30.8 CH2
3 115.1 CH
4 140.8 C
4a 66.2 CH
6 165.9 C
6a 116.7 C

7 1115 CH
8 148.8 C

9 153.0 C
10 110.5 CH
10a 137.6 C
10b 43.4 CH
11 27.6 CH2
12 56.3 CH2
MeOAr-9 56.1 CHs
MeOAr-8 55.8 CHs
MeN 44.0 CHs
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En la zona mas desapantallada aparecerian las sefiales que corresponden a los
carbonos del anillo aromético, cuatro de ellos cuaternarios y dos terciarios, los
carbonos olefinicos, y el ya referido carbonilo lacténico. La asignacién de las
sefales se ha basado en estudios realizados por Jeffs y colaboradores sobre
homolicorina y otros derivados con el mismo esqueleto base 2.

Espectro de Masas

El espectro de EM de homolicorina (3) (figura 49) muestra una poca abundancia
para el i6n molecular a m/z = 315. Esta molécula presenta un tipo de
fragmentacion dominante, consistente en la rotura de enlaces débiles en el anillo
C y obtencion de dos fragmentos, uno que representa al anillo pirrolidina (con sus
sustituyentes), y otro que contiene la mitad de el grupo lactona.

El espectro de EM de homolicorina (3) muestra una poca abundancia para el i6n
molecular a m/z= 315. Esta molécula presenta un tipo de fragmentacion
dominante, consistente en la rotura de enlaces débiles en el anillo C y obtencion
de fragmentos, uno que representa el anillo pirrolidina (con sus substituyentes) y
otro que contiene la mitad lactona.
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Figura 49. Espectro de masas de homolicorina (3)

El fragmento mas caracteristico de homolicorina (3) y derivados se da a m/z = 109.
Un mecanismo explicativo para esta fragmentacion puede basarse en un proceso
tipo retro Diels-Alder con formacién del fragmento de m/z = 109, que experimenta
una pérdida subsiguiente de hidrégeno radical para dar el pico a m/z = 108. A
continuacion puede tener lugar la eliminacion del CO del i6n radical de m/z = 206,
dando el fragmento benzofuranilo m/z = 178. Una eliminacién posterior de CO y de
metilo daria las especies de m/z = 150 y m/z = 135, respectivamente. La pérdida
de un radical hidrégeno, metilo o etilénico del fragmento de m/z = 109 puede dar
lugar, respectivamente, a los picos am/z = 108, m/z =94y m/z = 82
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Figura 50. Fragmentacion de masas de homolicorina (3)

En el modelo molecular de minima energia (figura 51), no sélo evidencia la
relacion en cis entre los anillos B y C, sino que determina los angulos de torsion
entre H-1 y H-10b y entre H-4 a 'y H10b (132.5°), que estan en relacion directa con
las constantes de acoplamiento observadas.

Figura 51. Estructura de minima energia de homolicorina (3)
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7.2 ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE DIACETATO DE LICORINA

Con el fin de verificar la presencia de los dos grupos hidroxilo en la molécula, se
procedié a la preparacion del diacetato de licorina. El procedimiento fue descrito
en la parte experimental.

Figura 52. Diacetato de licorina

Espectro de H-RMN y 33C-RMN

Los espectros de *H-RMN (figura 52) y 13C-RMN (figura 53) muestran las sefiales
tipicas para el diacetato de licorina, alcaloide reportado en Crinum pratense, C.
bulbispermun y Gltimamente en Brunsvigia littoralis'?. Este compuesto muestra una
actividad citotdéxica y antimaldrica moderada en cultivos de Plasmodium
falciparum. 3’

Tabla 21 Datos espectro *H-RMN de 1,2 diacetil-licorina (52).

Protén Licorina (2) 1,2-diacetil-licorina Experimental
(200 MHz) Reportado
1 4.55 5.73(s)a 5.73(s) a
2 4.25 5.25 (s)a 5.24 (s) a
3 5.65 5.53 (s)a 553 (s) a
4a 2.93 2.76 (d) 2.66 (M)
6a 3.65 3.52 (d) 3.60 (d)
63 4.23 4.12 (d) 4.12 (d)
7 6.73 6.57 (s) 6.57 (s)
10 6.97 6.73 (s) 6.74 (s)
10b 2.79 2.86 (d)a 2.87 (m)
1lla 2.65-2.70 2.65 (m) 2.64 (m)
12a 2.55 2.39 (dd) 2.42 (m)
12 3.40 3.36 (ddd) 3.36 (m)
OCH:20 6.00 5.91 (s) 5.91 (s)
OOCCH:s 1.84 (s) 1.94 (s)
OOCCHs 2.07 (s) 2.07 (s)
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Figura 53. Espectro *H-RMN de diacetil-licorina .
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Figura 54. Espectro de 13C-RMN de diacetil-licorina (52).
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Tabla 22 Datos espectro **C-RMN 1,2 diacetil-licorina (52)

C S (ppm) DEPT

1 49.152 CH
2 44.33 CH
3 123.50 CH
4 144.57 C
4a 71.34 CH
6 53.85 CH2
6a 129.51 C

7 115.54 CH
8 146.27 C

9 145.71 C
10 113.51 CH
10a 132.87 C
10b 25.58 CH
11 39.61 CH:2
12 56.26 CH:2
OCH20 99.55 CH:2
OOCCHs 20.776 CHs
OOCCHs 23.568 CHs

El espectro de masas (figura 54), presenta los siguientes fragmentos de relacion
m/z (intensidad relativa). EI i6n molecular a m/z 371 consistente con la férmula
molecular y el pico base a m/z 252 correspondiente a la pérdida de 2 grupos
acetato (m/z 119); otros picos importantes son: m/z 31, 226, 221, 220, 194. Estos
siguen el patrén de fraccionamiento de los alcaloides tipo licorina (2) 33.
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7.3. ANALISIS DE LOS PORCENTAJES DE RENDIMIENTO OBTENIDOS.

En la tabla nimero 23 se muestran los porcentajes de rendimiento tanto del crudo

de alcaloides como de cada uno de los alcaloides aislados en base seca.

Tabla 23 Porcentaje de rendimiento en base seca de los alcaloides aislados.

MUESTRA %Rendimiento con respecto | %Rendimiento con respecto
a la planta seca al crudo de alcaloides.

Crudo de|048% |-

alcaloides

Licorina 0.052% 10.8%

Hemantamina 0.032% 6.65%

Galantamina 0.026% 5.32%

Hamayna 0.01% 2.18%

Homolicorina 9.5x103% 1.98

Maritidina 0.018% 3.68%

Como ya se describio en la parte experimental los crudos alcaloidicos fueron
obtenidos mediante el método tradicional acido-base que ha permitido alcanzar
rendimientos de extracciéon entre 0.6-0.8%, segln lo reportado en la literatura 22,
Para el caso de Caliphruria subedentata especificamente se obtuvo un
rendimiento de 0.48% en base seca que comparado con los reportados para otras
especies pertenecientes a la familia Amaryllidaceae es bajo debido posiblemente a
la poca cantidad de crudo en la especie en particular o a que su recoleccion fue en
época previa a la floracion donde hay una mayor biosintesis de alcaloides en la
planta.

El porcentaje de rendimiento (5.32%) para galantamina con respecto al crudo
alcaloidico esta por encima de los valores encontrados para otras especies como
en el caso de Eucharis amazonica que presenta un porcentaje de rendimiento de
0.476%; siendo esta de las pocas especies que se han estudiado en Colombia®?.

En Europa algunas especies cultivadas del género Narcissus también contienen
apreciables cantidades de este alcaloide calculandose que aproximadamente diez
toneladas de bulbos producen un kilogramo de galantamina!®®; de Caliphruria
subedentata obtenida en condiciones de laboratorio se necesitarian 158 toneladas
de planta fresca para obtener esta misma cantidad del alcaloide; aunque la
diferencia es apreciable se debe reconocer que la optimizaciébn del proceso
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ayudaria a mejorar los rendimientos y que ademas C. subedentata es hasta el
momento la mejor fuente de obtencién del compuesto en nuestro pais.

El alcaloide con mayor porcentaje de rendimiento es licorina (0.052% base seca);
confirmandose lo reportado en la literatura para otras especies de Amaryllidaceae
16; |os alcaloides con menores porcentajes son Hamayna y homolicorina con
0.01% y 9.5x10°% en base seca respectivamente demostrando que son
alcaloides poco comunes en la especie.

Otro alcaloide importante hallado es maritidina con un 3.68% el cual es usado
como precursor en la sintesis de galantamina ademas de ser poco comun en
especies de Amaryllidaceae 14°.

El extracto D (fase acuosa), que tedéricamente podria contener alcaloides poco
solubles en solventes organicos como por ejemplo, los N-Oxidos y alcaloides
cuaternarios, el analisis espectroscopico posterior descarto la presencia de este
tipo de alcaloides en la planta.
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CONCLUSIONES

. Se comprob6 la presencia de alcaloides en Caliphruria subedentata
identificados como:

Tipo licorina-licorenina: licorina (1), homolicorina (6)

Tipo Galantamina: galantamina (3)

Tipo Hemantamina-crinina: hemantamina (2); maritidina (4), Hamayna (5);
gue podria facilitar la clasificacion quimiotaxondmica de la especie.

El rendimiento de extraccion del crudo alcaloidico es bajo comparado con
otras especies de la familia Amaryllidaceae por el método tradicional de
extraccion 4cido-base obteniéndose 0.48% de rendimiento en base seca.

El porcentaje de galantamina encontrado es bajo (5.32% con respecto al
crudo de alcaloides) en relacion con otras especies de Amaryllidaceae no
endémicas, pero es la mejor fuente hasta el momento para la obtencion del
alcaloide en nuestro pais.

El alcaloide con mayor porcentaje de rendimiento es licorina (0.052% base
seca); confirmandose lo reportado en la literatura para otras especies de
Amaryllidaceae; los alcaloides con menores porcentajes son Hamayna y
homolicorina con 0.01% y 9.5x102 % que son poco comunes en esta familia
botanica.

La presencia de maritidina en la planta constituye un aporte valioso ya que
se utiliza como precursor de galantamina.
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9. PROYECCIONES

Continuar con las investigaciones para la implementaciéon de planta piloto la
cual permita vislumbrar la produccién industrial con el paso de los afios de
galantamina; iniciando con el estudio de las concentraciones alcaloidicas en
las diferentes etapas metabdlicas de la planta.

Promover el uso de este material vegetal medicinal (Caliphruria
subedentata) de donde se obtiene galantamina como alternativa a mejores
condiciones de vida a los pacientes de mal de Alzheimer.

Efectuar ensayos para el establecimiento de la dosis minima letal con
planta seca y molida, permitiendo el empleo de toda la planta y reducir el
costo en la extraccion de galantamina ademas de desarrollar
investigaciones que fortalezcan la obtencion de nuevos derivados, su tipo y
grado de actividad bioldgica.
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