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Hasta la fecha, el presente trabajo ha permitido la realizacion de las siguientes
publicaciones:

Bergofion S Codina C Bastida J Viladomat F & Mel¢é E (1992) The shake-liquid
culture as an alternative way to the multiplication of Narcissus plants. Acta
Horticulturae. 325: 447 |

ICodina C Bastida J Viladomat F Fernandez JM Bergofion S Rubiralta M &
Quirion JC (1993) Alkaloids from Narcissus mufiozii-garmendiz.
Phytochemistry. 32: 1354

Bastida J Bergofion S Viladomat F & Codina C (1994) Alkaloids from Narcissus
primigenius. Planta Med. 60: 95

Weniger B Italiano L Beck JP Anton R Bastida J Bergofion S & Codina C (1994)
Cytotoxic activity of Amaryllidaceae alkaloids. Planta Med. (en prensa)

Actualmente esta en preparacion un trabajo sobre el estudio fitoquimico de
la especie Narcissus nevadensis, y otro sobre la produccion de alcaloides en cultivos
organogénicos de Narcissus confusus.

! Sibienla especie objeto de estudio de esta publicacion no forma parte de la presente tesis, la
caracterizacion de uno de sus alcaloides, la 6-O-metil-licorenina, ha sido posible gracias al
trabajo de elucidacion estructural realizado con el mismo compuesto obtenido previamente
de Narcissus nevadensis.
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La presente Memoria esta estructurada en tres partes bien diferenciadas, como son: a)
aislamiento y elucidacién estructural de alcaloides de Amarilidaceas; b) determinacion de la
actividad farmacologica de estos compuestos, y ¢) produccion de uno de ellos, galantamina, de
probada actividad en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, por cultivos in vitro. Esta
estructuracion, susceptible de ser valorada de manera muy heterogénea, responde a un
planteamiento que tiene las justificaciones que a continuacion se comentan.

Cuando hace aproximadamente cinco afios me incorporé al laboratorio donde se ha
realizado el presente trabajo, las lineas de investigacion que se desarrollaban abarcaban diversos
campos relacionados con los productos naturales, principalmente con aquéllos de interés
farmacéutico. Esta actividad investigadora iba desde la mas puramente bioldgica, de interés en
Fisiologia Vegetal, hasta la de caracter fitoquimico, de interés en diferentes sectores, pero
principalmente el farmacéutico, incluyendo la producciéon de metabolitos secundarios por
Biotecnologia Vegetal.

Mi primera actividad investigadora se centré en el campo de los productos naturales,
desarrollando un trabajo puramente fitoquimico, dirigido al aislamiento y elucidacion estructural
de alcaloides en plantas de la familia Amaryllidaceae, el cual constituyé mi Tesis de
Licenciatura. Una vez concluido, se me presento la oportunidad de seguir trabajando en el
mismo tema y de realizar una investigacion mas completa, abarcando otros puntos de vista. Asi,
surgid la idea de iniciar un trabajo, complementario al del estudio fitoquimico, y con un cierto
componente de investigacion aplicada, que tuviese como finalidad la produccién de algin
compuesto de interés por un método alternativo a la sintesis organica.

Se contaba con informacion bibliografica muy interesante sobre la actividad
farmacolégica de algunos alcaloides de esta familia, y se tenia conocimiento de la utilidad, poco
extendida en Occidente, de los alcaloides del tipo galantamina en la enfermedad de Alzheimer
y otras demencias relacionadas. Se contaba también con datos relativos al contenido de
galantamina, y de otros alcaloides relacionados de esta familia en plantas previamente
estudiadas por el equipo investigador, o por otros grupos. En base a estos antecedentes, se llego
a la determinacion de desarrollar un trabajo de investigacion original que se centrara, no tan solo
en la obtencidn e identificacion de nuevos productos naturales de origen vegetal sino también
en la valoracion de sus posibles actividades farmacolégicas, y, especialmente, en el desarrollo
de un sistema experimental de producciéon de uno de los alcaloides de este tipo de mayor
potencial terapéutico, la galantamina, mediante el establecimiento de cultivos in vitro de una
especie productora.

La parte correspondiente a la valoracion de la actividad farmacolodgica de los alcaloides
del tipo Amaryllidaceae respondia a la necesidad de verificar si la labor fitoquimica que se venia
realizando tenia o0 no una posible aplicacion terapéutica. Esta parte se ha llevado a cabo en el
Laboratoire de Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de 1'Université Louis Pasteur de
Estrasburgo (Francia), donde tienen establecidos diversos ensayos antitumorales y/o citotoxicos,
y con el que existe una colaboracion cientifica estable. El trabajo se desarrollé durante una
estancia de dos meses en dicho centro, y se realizo con la asistencia técnica y el asesoramiento
de los especialistas en este tema.
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Si bien la parte relativa al aislamiento y elucidacion estructural no presentaba a priori
problemas insolubles, dada la trayectoria del grupo investigador, asi como tampoco la relativa
a la valoracion farmacologica de los alcaloides, como ya se ha comentado, en lo que hace
referencia al establecimiento de un método biotecnoldgico para la producciéon de estos
metabolitos secundarios, el tema era completamente novedoso, por el hecho de tratarse de
plantas bulbosas. Respecto a este tipo de plantas, existe una importante falta de informacién
bibliografica, sobre el tema, pues la mayoria de trabajos sobre cultivos in vitro se realizan con
plantas dicotiledoneas, y los relativamente escasos trabajos basados en monocotiledoneas, hacen
referencia mayoritariamente a Gramineas, y a plantas ornamentales. Asi, si el nimero de trabajos
existentes sobre el cultivo in vitro de bulbosas es reducido, los que versan sobre la produccion
de metabolitos secundarios de interés son practicamente inexistente, no llegando al millar el
numero de publicaciones en toda la historia de este tipo de cultivos. Es por todo esto, que la
parte de la produccion biotecnolégica de estos alcaloides ha presentado un mayor grado de
dificultad en su desarrollo.

Con el presente trabajo se ha pretendido sentar las bases para el establecimiento de un
sistema experimental de produccion de galantamina y alcaloides relacionados, alternativo a la
sintesis organica, como consecuencia de su elevado coste y bajo rendimiento. Las
investigaciones ahora iniciadas tendran su continuidad en la optimizacion de la produccion de
estos compuestos. La necesidad de mejorar al maximo dicha produccion se revalorizara si,
paralelamente; se confirman los buenos resultados obtenidos hasta la fecha en los ensayos
clinicos de la galantamina como terapia alternativa para la enfermedad de Alzheimer.

Los objetivos previstos, por tanto, se concretan en los siguientes puntos:

1. Aislamiento v elucidacion estructural de alcaloides de diferentes plantas de la
familia Amaryllidaceae.

Este objetivo se contempla en la primera parte de la Tesis y supone el estudio
fitoquimico del contenido alcaloidico de Narcissus primigenius y N. nevadensis,
especies pertenecientes a la familia Amaryllidaceae, siendo la primera vez que se
estudian desde este punto de vista.

2. FEvaluacion farmacologica de la actividad antitumoral de alcaloides del tipo
Amarvllidaceae.

La finalidad de esta segunda parte es la de contribuir a un mejor conocimiento de las
acciones farmacologicas que presentan este tipo de alcaloides, habiéndose ensayado
no tan solo alcaloides aislados en las dos especies objeto de estudio en la primera
parte, sino también otros previamente obtenidos por el grupo investigador en otras
especies de Narcissus. El estudio se ha realizado completamente al azar, dado que
de las plantas de las que se habian aislado estos alcaloides no existen antecedentes
conocidos de un uso etonofarmacoldgico en el tratamiento del cancer.



3. Produccién de galantamina por cultivos in vitro de Narcissus confusus.

Conocido el valor potencial de la galantamina en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer, esta tercera parte tiene como objetivo la puesta a punto de un sistema
experimental de produccion de este alcaloide mediante el uso de cultivos in vitro de
Narcissus confusus, especie que en estudios previos habia mostrado contener una
elevada proporcion de este alcaloide.

Con la presentacion de la presente memoria se ha pretendido integrar en un mismo
trabajo una serie de conocimientos y experiencias orientadas a la produccion de substancias de
interés farmacéutico, que podrian englobarse bajo la denominacion de "substancias de Quimica
Fina", dada la necesidad de conseguir su produccion por vias alternativas a las clasicas de
sintesis organica. El trabajo aqui desarrollado no es mas que una realizacion, a pequeiia escala,
de lo que es la investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos, es decir, busqueda de nuevas
sustancias, comprobacion de su eficacia sobre determinadas patologias, para, finalmente,
plantear su produccion por diversas estrategias, siendo la aqui escogida, la basada en el cultivo
in vitro vegetal.



PRIMERA PARTE.

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA COMPOSICION
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1.1. CONSIDERACIONES BOTANICAS DEL GENERO NARCISSUS L.

El género Narcissus L. pertenece a la familia Amaryllidaceae, la cual esta incluida dentro
de la subclase Monocotyledoneae, orden Asparagales (Dahlgren, 1980). Esta familia esta
constituida por plantas perennes o bianuales, con bulbos subterraneos gruesos, raramente con
rizoma, salvo en los géneros Scadoxus y Clivia (Dahlgren et al., 1985). Las hojas son todas
basales, lineares y envainadoras en la base. Las flores son solitarias o agrupadas en umbelas,
incluidas en una vaina membranosa o espata cuando estan en boton, la cual se rompe en uno o
dos segmentos papiraceos al florecer. Las flores tienen simetria radial, perianto de piezas
petaloideas mas o menos soldadas en la base, a veces con una corona en la garganta, y presentan
seis estambres. El ovario es infero, trilocular y con un estilo, y el fruto es en capsula, o raramente
en baya (Polunin, 1981).

El género Narcissus L. se originé muy probablemente a partir de un ancestro de n =6,
el cual, a consecuencia de una translocacion reciproca, habria dado lugar a los nimeros basicos
de S y 7 (Fernandes, 1975). El numero basico secundario de 11 se habria originado por
cruzamiento de una planta n =5 con el ancestro n = 6, seguido de duplicacion cromosémica. Los
nimeros basicos 5 y 11 caracterizan al subgénero Hermione (Haw.) Spach, mientras que el 7
caracteriza al subgénero Narcissus L. Seglin Fernandes, la evolucion de este género ha tenido
lugar por los procesos que se dan generalmente en los vegetales, como son la mutacion de genes,
reordenamientos cromosoémicos, duplicaciones cromosomicas, aneuploidias y poliploidias, e
hibridizacion de especies.

Los dos subgéneros que constituyen el género Narcissus presentan distribuciones
geograficas diferentes. Asi, el subgénero Hermione habita en las regiones costeras del Medite-
rraneo y del Atlantico, en la Peninsula Ibérica y en Marruecos, mientras que el subgénero
Narcissus crece sobre todo en regiones montafiosas de la Peninsula Ibérica, en Marruecos, y
también en los Pirineos y en los Alpes.

El subgénero Hermione (Haw.) Spach consta de tres secciones: Serotini Parl., Hermione
(que incluye dos subsecciones: Angustifolii A. Fernandes y Hermione) y Aurelia (J. Gay) Bak.
Dentro de este subgénero la especie de mayor interés medicinal es Narcissus tazetta.

Por su parte, el subgénero Narcissus, en el que se incluyen las especies objeto de estudio
en esta memoria, es de mayor complejidad taxonomica. Presenta ocho secciones: Apodanthi A.
Fernandes, Jonguilla DC. (que tiene dos subsecciones: la Jongquilla y la Juncifolii A. Fernan-
des.), Tapeinanthus Traub., Ganymedes (Haw.) Schult., Bulbocodium DC., Pseudonarcissus DC,
Narcissus L'y la seccion x Queltia (Salisb.) Spreng. formada por hibridos de otras secciones.

1.1.1. Seccidon Pseudonarcissus DC.

Las tres especies de Narcissus objeto de esta tesis, N. primigenius, N. nevadensis y N.
confusus, se incluyen en la seccién Pseudonarcissus DC. Esta seccion engloba muchos de los
narcisos utiles para el cultivo, algunos de los cuales son conocidos desde hace tres o cuatro
siglos. Este conocimiento tan antiguo ha originado diversos problemas a la hora de separarlos
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en especies y subespecies, ya que algunos se han descrito a partir de plantas cultivadas,
desconociéndose su auténtico origen silvestre. No hay, pues, una generalizada concordancia. Asi,
Haworth reconoce s6lo una especie en esta seccion, mientras que Pugsley reconoce veintiocho,
con muchas variedades pero no subespecies. Su monografia sobre esta seccion es la mas deta-
llada, y aunque algunas ideas han cambiado en los ultimos cincuenta afios, sigue siendo muy
interesante su lectura (Pugsley, 1933). Fernandes incluye diecinueve de las especies de Pugsley
bajo Pseudonarcissus, dejando sélo tres de esta seccion (Fernandes, 1951), pero en sus claves
de 1968 recupera dieciséis de €stas al rango de especie, con humerosas variedades pero otra vez
sin subespecies (Fernandes, 1968). Webb, en la Flora Europaea se qued6 a medio camino y
propuso reducir el nimero de especies a seis u ocho, si V. obvallaris y N. lagoi se retienen, con
N. pseudonarcissus dividida en siete subespecies (Webb, 1980). Este autor también expresa la
opinion de que N. nevadensis y N. moschatus pertenecen a un rango especifico. Este tratamiento
no ha encontrado gran aceptacion, y de acuerdo con las claves de Fernandes se puede mantener
el nombre de las especies bien conocidas, mientras que otros desaparecerian.

Los Pseudonarcissi incluyen todos los narcisos-trompeta aunque ninguno de ellos mide
mas de la definicion de trompeta como la entienden los exhibidores de narcisos, los cuales
consideran una corona como, al menos, tan larga como los pétalos. Las flores son normalmente
solitarias, siendo las Unicas excepciones, N. longispathus y N. nevadensis. Aparte del parametro
de la longitud de la corona, el otro hecho que distingue los Pseudonarcissi de otras plantas del
género es la insercion de las anteras. Estas son siempre uniseriadas, en lamina simple y de igual
longitud, mientras que en otras secciones son biseriadas, estando dispuestas en dos niveles o
laminas. También las anteras de Pseudonarcissi son Unicas al tener dispuestos filamentos a corta
distancia del extremo, comparados con los de otras secciones que estan situadas en el centro. Las
anteras son siempre mas cortas que los estilos.

Las especies de esta seccién son exclusivamente europeas, no encontrandose en las islas
del Mediterraneo (Blanchard, 1990). Son abundantes en Espafia y Portugal, y también en la
mitad Sur de Francia. Algunas llegan al norte de Gran Bretaiia y al Este de Europa en direccion
a Checoslovaquia y Rumania, donde comienza a ser dificultoso determinar si son genuinamente
nativas. Hay un gran rango de altitudes, desde el nivel del mar hasta al menos los 1900 m, y se
han encontrado en una gran diversidad de habitats. Lds que crecen a gran altitud, lo hacen mas
bien en valles que en montafias y tienden a crecer sobre suelo alcalino, aunque se dan algunas
excepciones. Cultivadas son muy tolerantes a diferentes terrenos, y ademas florecen antes.

1.1.1.1. Narcissus primigenius (Fdez. Sudrez ex Lainz) Fdez. Casas & Lainz

La primera referencia a este taxén es un estudio de la cornisa cantébrica, en el que se
distinguen dos poblaciones de N. pseudonarcissus bien diferenciadas (Diaz y Fernandez, 1980).
Unas serian las "plantas altas", que se asignarian probablemente a la var. montinus (Jordan)
Pugsley, y las otras serian las "plantas bajas", clasificadas con mas reservas dentro de la var.
humilis Pugsley, por no responder en su totalidad a la descripcion de esta variedad. Los mismos
autores distinguen otras poblaciones dentro del grupo de las "plantas bajas”, de tal manera que
tres de las siete clasificadas con esta terminologia, dada la longitud de sus pedunculos florales,
tamafio de planta y morfologia floral, responderian mejor al tipo N. nobilis. Estas Gltimas son
las que después se denominarian N. nobilis subsp. nobilis var. primigenius Fdez. Suarez (Safiudo,
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1984), observandose que el niimero de cromosomas es de 2n = 14 + 0,1B. Posteriormente, se
confirma que N. nobilis y N. primigenius son dos taxones completamente diferentes, al obser-
varse que un N. nobilis diploide no coincide con la morfologia de N. primigenius. Se nombra a
la planta definitivamente como Narcissus primigenius (Fdez. Suarez ex Lainz) Fdez. Casas &
Lainz (Fdez. Casas, 1986).

Este narciso corresponderia en sus caracteristicas al descrito en 1980 por Diaz y
Fernandez, en el punto en que se describe la supuesta var. humilis Pugsley de los N
pseudonarcissus nortefios, esto es:

- escapo de 10 a 30 cm de longitud,

- espata de 30 a 45 mm de largo,

- hojas de 7,5 a 20 cm de largo, por 3 a 8 mm de ancho,

- pedunculo floral de 2 a 8 mm,

- perianto de 32 a 55 mm de largo,

- corona de 12 a 25 mm de didmetro en su extremo superior.

N. primigenius parece reproducirse predominantemente por via sexual, pues suele crecer
aislado o en corros muy reducidos, presentando una vanabilidad individual elevada (Fdez. Casas,
1984). Una prueba de su reproduccion sexual es la existencia de al menos un hibrido de este
tax0n, que seria N. x femineri Fdez. Casas, como consecuencia del cruce con N. gr. bulbocodium
L. (Fdez. Casas, 1986).

El habitat, por lo general, son turberas o pastizales himedos, de 1000 a 1600 m de
altitud. En la tabla 1 se relacionan las diferentes localidades en que se cita N. primigenius,
extraidas de diversas fuentes bibliograficas (Safiudo, 1984; Fdez. Casas, 1984; Nieto Feliner,
1985; Fdez. Casas y Rivas Ponce, 1988).

Tabla 1. Localidades en que se cita N. primigenius

Lugar Habitat Recolector Fecha
Pto. de Pajares, cerca de Valgrande, brezal casi seco Lainz (COI, Herb LAINZ) 29/4/60
1400 m., lim. entre Ledn y Asturias

Rodiezmo (Villamanin) cerca de Bus- pradera humeda Lainz & Rodriguez Suarez ~ 29/4/58
dongo, 1300 m, Ledn (COI)

Pto. de Senales, 30TUN1170, no se cita Safiudo y Fdez. Piqueras ) no se cita

1450-1500 m., Leon

Pto. de Tarna, 30TUN17, 1300 m , ericetis nudis Fdez. Casas, Marin, Nava 12/5/84
Puebla de Lillo, Leon y Saiiudo
Pto. de Sefiales, 30TUN17, Le6n pradera Pérez Carro y Fdez. Areces  27/4/80

(LEB 11029)




Tabla 1. Localidades en que se cita N. primigenius (continuac.)

Lugar Habitat Recolector Fecha

Pto. de Seiiales, 30TUN17, Ledn brezal acidofilo Pérez Carro y Fdez. Areces  27/4/80
(LEB 11024)

Monte Teleno, 29TQ619, Leén césped humedo Llamas (LEB 11918) 21/6/77
La Guiana (PH 9702), 1600 m., claros de brezal sobre Lansac y Nieto Feliner; 11/5/82
Montes Aquilianos, Ledn cuarcitas N°5746N
La Guiana (PH 9602), 1650 m., claros de brezal Castroviejo, Fdez. Alonso,  26/5/84
Montes Aquilianos, Leén Galan, Nieto Feliner y

Valdés-Bermejo, N°10456N

El Morredero, 1800 m., (Q60396), nardetas Lansac y Nieto Feliner; 10/5/82

Leodn N°5126N

El Morredero, 1800 m., (Q60396), nardetas Nieto Feliner; N°9586N 9/7/83

Leén

Pto. de Tarna, Lillo, 30TUN16, Ledn prado subhiumedo Fdez. Casas 10476, Nava 1/5/87

v Susanna

Pto. de Tarna, 30TUN17, Asturias prado subhumedo Fdez. Casas 10468, Nava 1/5/87

-y Susanna

1.1.1.2. Narcissus nevadensis Pugsley

Conocido sdlo en una pequefia area a una altura entre 1400 y 1800 m en las bases de
Sierra Nevada, N. nevadensis puede crecer también en condiciones de cultivo (Blanchard, 1990).
Fue descubierta por Lofthouse en 1931, aunque no colecto bulbos. Se caracteriza por poder
presentar mas de una flor sobre un escapo, y a veces mas de cuatro. Estas flores, con largos
pedicelos, pueden tener mas de 5 cm de diametro, y son tanto horizontales como orientadas
hacia arriba. Los pétalos son blanquecinos o muy palidamente amarillos, y la corona es una hoja
muy oscura de color amarillo limoén, que tiene aproximadamente la misma longitud que los
pétalos, y esta muy ligeramente expandida al margen. Las hojas son anchas, mas largas que el
escapo, y erectas al principio, tendiendo a colgar cuando la flor se desarrolla. '

Crece facilmente en campo abierto, si bien prefiere suelos permanentemente hiimedos,
casi encharcados de aguas nacientes, como bordes de arroyos, o praderas y juncales, habitando
entre Scirpus holoschoenus L. Florece bien y produce abundantes semillas en capsulas anchas.
La floracidn tiene lugar en mayo para las silvestres, y a primeros de abril para las cultivadas
(Blanchard, 1990). Las principales caracteristicas son:
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- escapo de 28 cm de longitud,

- espata de 50 mm de largo,

- hojas de 29 cm de largo por 11 mm de ancho,

- flores en grupo de 1 a 4 y con 50 mm de didmetro,

- pedicelo de 20 mm de largo,

- perianto de 32 a 55 mm de largo,

- pétalos blanquecinos de 17 mm de largo por 10 mm de ancho,

- corona amarilla, expandida a 13 mm de didmetro en el margen.

- anteras uniseriadas incluidas en la corona con polen amarillo palido,
- estilo con anteras sobrepasandolo e incluidas en la corona.

Esta especie presenta una localizacion muy restringida, hasta el punto de que solamente
se conoce una Unica cita (Fdez. Casas, 1983) (tabla 2).

Tabla 2. Localidades en que se cita N. nevadensis

Lugar Habitat Recolector Fecha
Monachil, Canal de Huenes, Sierra juncal himedo Fdez. Casas 1095 & Garcia 18/4/76
Nevada, 30SV G5404, 1400 m., Guardia

Granada

Monachil, Canal de Huenes, Sierra juncal himedo Fdez. Casas 6678 & Safiudo 24/4/82
Nevada, 305V G5404, 1400 m., .

Granada

1.1.1.3. Narcissus confusus Pugsley

N. confusus se asemeja a N. hispanicus, mas particularmente a la variedad spurius, pero
difiere en la anchura, verdor de sus hojas, y en sus flores, mas pequefias y de pedicelo m4s corto,
con corona menos lobulada y con estilo relativamente mas largo. También es similar a N.
obvallaris, el cual es conocido por su porte mas pequefio, pedicelo menos erecto, segmentos del
perianto mas anchos, y corona también mas ancha y lobulada.

Esta especie es probablemente la que domina en la Espafia Central. Clusius la llama
Pseudo-Narcissus major hispanicus y cita su existencia en las plazas de Castilla la Vieja en 1576
(Clusius, 1576), y en la subsiguiente Historia la compara con el narciso comun, describiéndola
como de bulbo mas pequefio, hojas mdas verdes y largas, de tallo mas largo y de flores un poco
mas pequeflas, con el perianto y corona de un color amarillo uniforme o de color dorado.
Pugsley, en su monografia, considera probable que éste narciso, o bien N. hispanicus, sea el
origen de los narcisos dobles de los jardines ingleses (Pugsley, 1933).
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Las principales caracteristicas son:

- escapo algo menor que las hojas,

- hojas de 30 a 35 cm de largo, por mas de 14 mm de ancho,
- flor de 40 a 45 mm de diametro (excluyendo ovario),

- pedicelo de 10 mm de largo,

- tubo del perianto de 15 a 18 mm de largo,

- pétalos amarillo-dorados y proximamente concolorosos,

- corona amarilla, no muy dilatada, generalmente algo lobulada con un margen crenado-

dentado,
- filamentos insertados 3-4 mm en la base del tubo del perianto,
- estilo relativamente mas largo que el de N. hispanicus.

En la tabla 3, se relacionan las diferentes localidades en que se cita N. confusus, extraidas

de diferentes fuentes bibliograficas (Pugsley, 1933; Fdez. Casas, 1983).

Tabla 3. Localidades en que se cita N. confusus

Lugar Habitat Recolector Fecha
Sierra de Majareina, Caceres no se cita Lacaita, Nos. 25966 y 25967 1923
Sierra de Cafiamero, Caceres roquedos cuarcitosos Pérez-Chiscano (Sala 12328) 21/7/78
Santa Maria de la Alameda, prado humedo Garcia-Villaraco & Susanna 786 7/3/81
30 TUK 9996, 1400 m.,

Madnd

Santa Maria de la Alameda prado humedo Garcia-Villaraco & Susanna 790 29/3/81
30 TUK 9996, 1400 m.,

Madrid

Linares de Rioftio, no se cita Casaseca (Sala 2403) 11/4/70
Salamanca

La Honfria, Linares no se cita Diez (Sala 5380) 28/3/71
de Riofrio, Salamanca

El Maillo, Salamanca no se cita Rico (Sala 9361) 4/4/76
Valle de Alagén, no se cita Diez (M6 CI0Q) 4/71
Salamanca

Candelario, Béjar, prado subhumedo Fdez. Casas 8639 26/3/83

30TTK67, 1200 m.,
Salamanca
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1.2. CONSIDERACIONES QUIMICAS DEL GENERO NARCISSUS L.

El metabolismo nitrogenado y glucidico en narcisos fue inicialmente estudiado en el
cultivar "Paper White", tras la plantacién en un soporte arenoso, con o sin nitrgeno, y en
condiciones de oscuridad (Nightingale y Robbins, 1928). Asi, se observa que los nitratos se
reducen a nitritos y amonio en las raices, con un incremento en las cantidades de todas las
formas de nitrogeno en el bulbo, mientras que los carbohidratos de reserva se fragmentan tanto
en las raices como en el tejido de reserva. Los brotes tienen un alto contenido en formas simples
de nitrégeno y carbohidratos, mientras que el tejido de reserva contiene mas proteina y almidon.

Por su parte, Vickery y colaboradores describieron la composicion de N. poeticus crecido
en cultivo hidroponico (con nitrégeno-amonio o nitrégeno-nitrato) y en condiciones de luzy de
oscuridad (Vickery et al., 1946). Segun estos autores, un bulbo plantado contiene aproximada-
mente 6,0 g de almidon, 1,3 g de carbohidratos totales solubles, 0,2 g de nitrégeno total, y 0,1
g de nitrégeno proteico. Tras 28 dias de crecimiento, la acumulacién de nitrégeno y
carbohidratos solubles y el descenso en almiddn fueron mayores en las plantas crecidas con
nitratos que no con sales de amonio, siendo por tanto mas efectivo el tratamiento con éstas
ultimas. A su vez, los acidos organicos predominantes fueron maélico, citrico, oxalico y
succinico, pero los niveles fueron inusualmente bajos, y gran parte de esta fraccion no fue
identificada.

1.2.1. Compuestos téxicos y de uso farmacéutico

Las plantas del género Narcissus son conocidas como plantas toxicas (Jaspersen-Schib,
1970), habiéndose descrito efectos narcoticos, eméticos y purgativos, y pudiendo también
provocar nduseas y muerte en mamiferos (Henry, 1949). También se consideran como irritantes
(Long, 1924), y causantes de dermatitis por contacto (Walsh, 1910; Overton, 1926,
Beijersbergen et al., 1987, Hausen y Oestmann, 1988). Gude y colaboradores revisaron los casos
de alergias causadas por narcisos y otras bulbosas, y comprobaron que eran provocadas por el
acido chelidénico y por los alcaloides, argumentando que eran favorecidas por micro-traumas
provocados por las agujas de oxalato calcico (Ramstadt, 1953; Liiders, 1977), y concluyendo que
la mayoria de lesiones eran provocadas por un agente irritante, de naturaleza alergénica, y
probablemente relacionado con los alcaloides (Figura 1) (Gude et al., 1988).

e
H,C HC

(@]
Homolicorna Masonina

Figura 1. Alcaloides alergénicos de Narcissus pseudonarcissus L.
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Las Amarilidaceas, incluyendo el género Narcissus, constituyen una fuente importante
de alcaloides, algunos de los cuales muestran interesantes actividades bioldgicas (ver apartado
1.3.2). Estos alcaloides se originan como consecuencia de una sobreproduccion del aminoacido
tirosina, componente base en la biosintesis de estos compuestos, la cual se cree que tiene lugar
en los bulbos, dado que presentan una mayor proporcion de alcaloides que el resto de la planta
(Dopke, 1963). Estos compuestos son bases moderadamente débiles, teniendo un rango de pka
que va de 6 a 9. Cada uno contiene un s6lo atomo de nitrégeno, que es secundario o terciario,
mientras que el nimero de 4tomos de carbono oscila de dieciséis a veinte, dependiendo sobre
todo del numero de grupos metoxilo, ya que todos poseen una estructura del tipo C ;C sN-C -C,

1.2.2. Otros compuestos

Desde los tiempos de los romanos, los narcisos han sido cultivados para la extraccion de
los aceites esenciales (Baytop y Mathew, 1984). Asi, las esencias de N. poeticus, N. jonquilla
y N. tazetta se usan actualmente en perfumeria (Lexikon der Duftbausteine, 1985). Loo y
Richard han identificado ciento noventa y dos compuestos en estas especies, de los cuales las
cetonas de mayor peso molecular no eran las responsables del aroma caracteristico, sino los
ésteres, éteres y fenoles (Loo y Richard, 1988). Sorprendentemente, no se encontr6 p-cresil-éter,
lo cual es curioso teniendo en cuenta que es el compuesto responsable de la fragancia artificial
a "narciso". En cambio, a-terpineol, presente también en estos productos de perfumeria, se en-
contrd en cantidades razonables.

H

o-terpineol

Los carotenoides fueron estudiados y revisados por Booth, encontrandose que las coronas
son las fuentes mas ricas de caroteno, con unas elevadas tasas de acumulacion (Booth, 1957 y
1963). Asi, en el caso de Narcissus poeticus, las coronas de color rojo pueden acumular hasta
el 16,5% en peso seco de B-caroteno. Las trompetas amarillas también contienen carotenoides
pero sélo en pequefias cantidades, si bien superiores a las de aquellas hojas en las cuales el
contenido en carotenoides es minimo. En algunos casos, los niveles de carotenoides son tan
elevados que han permitido visualizar cristales de f-caroteno por microscopia (Frey-Wyssling,
1967; Kuhn, 1970). Por otra parte, en el cultivar "Grand Soleil d'Or" se ha observado que las
bajas temperaturas causan un incremento en la acumulacidn de B-caroteno (Smith y Parker,
1966).
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B-caroteno

Otro grupo de substancias de interés que se han encontrado recientemente en diferentes
especies de Narcissus son las lectinas manosa-especificas, las cuales muestran propiedades
similares a las de otras Amarilidiceas y Lilidceas (Van Damme et al., 1988; 1991). Los patrones
de isolectinas de 26 especies y cultivares han mostrado que la composicién en isolectinas es
especifica de cada tejido, y que se regula durante el desarrollo (Van Damme y Peumans, 1990).
Dada su importancia desde el punto de vista farmacoldgico, su presencia se discute mas amplia-
mente en el apartado 1.2.2.1 de la segunda parte.
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1.3. LOS ALCALOIDES DE LAS AMARILIDACEAS

Los alcaloides de las Amarilidaceas constituyen el grupo de compuestos del metabolismo
secundario objeto de estudio en la presente memoria. El interés por ellos no es nuevo, sino que
se inicio en el siglo pasado con el aislamiento de licorina de Narcissus pseudonarcissus (Gerrad,
1877). Desde entonces €l numero de alcaloides aislados ha ido aumentando 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 en Crinum oliganthum
(Dopke et al., 1981), asmina en Hymenocallis arenicola (Dopke et al., 1980), 0 mesembrenona
y 6-epimesembranol en Narcissus pallidulus (Bastida et al., 1989; Bergofion, 1994), no se cono-
ce la existencia de otros tipos de alcaloides en esta familia de plantas.

1.3.1. Consideraciones quimicas

Los alcaloides de las Amarilidaceas provienen de los aminoacidos fenilalanina y tirosi-
na. Quimicamente, poseen estructuras variadas que son consecuencia de diferentes tipos de
acoplamiento fenolico-oxidativo. Por regla general, son compuestos monomeéricos, aunque se
han citado algunos dimeros (Ghosal et al., 1985a; Boit y Mehlis, 1961; Kobayashi et al., 1980;
Codina et al., 1990). La numeracion quimica de este grupo de alcaloides ha variado, siendo
habitual prescindir de la numeracion correspondiente al sistema heterociclico y acudir mas a una
numeracidn en funcion de la ruta de biosintesis, como la establecida por Ghosal (Ghosal et al,
1985a). Si bien estos alcaloides pueden ser agrupados en funcion del tipo de acoplamiento
fenolico-oxidativo, también es frecuente de agruparlos en funcion del sistema heterociclico
(Tabla 4).

Tabla 4. Grupos estructurales en que pueden clasificarse los alcaloides del tipo Amaryllidaceae

Grupo estructural Esqueleto tipo Tipo de acoplamiento
N-bencil-N-fenetilamina norbelladina sin acopl.
pirrolofenantridina licorina orto-para’
2-benzopirano|3,4-glindol licorenina orto-para’
5,10b-etanofenantridina hemantamina para-para’
2-benzopiranof3,4-clindol pretazetina para-para’
5,11-metanomorfantridina montanina para-para’
dibenzofurano . galantamina para-orto’

1.3.1.1. Biosintesis

Los alcaloides del tipo Amaryllidaceaec parecen tener un precursor comun, la
norbelladina, la cual contiene una fenetilamina y una unidad C¢-C,. Por un acoplamiento
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fenolico oxidativo, simple o multiple, la norbelladina dara lugar a los alcaloides del tipo galan-
tamina (acoplamiento para-orto"), tipo hemantamina (acoplamiento para-para’) o tipo licorina
(acoplamiento orto-para’), los cuales seran precursores de la mayor parte de los alcaloides de
esta familia (Barton et al. 1963; Battersby et al., 1961, 1964).

En experimentos con Narcissus pseudonarcissus (Battersby et al., 1964), Galanthus
elwesii (Barton et al., 1963) y Nerine bowdenii (Fales, 1963; Mann et al., 1963), se mostr6 que
norbelladina marcada, y algunas aminas andlogas, se incorporaban especificamente a
galantamina. La norbelladina, asi como la O-metilnorbelladina, son precursores especificos
de galantina, hemantamina, licorina, norpluviina, crinamina, y belladina. La abundancia de
O-metilnorbelladina y N,O-dimetilnorbelladina en los narcisos se establecié por experimentos
con marcaje (Mothes et al., 1985).

En el proceso de biosintesis el aminodcido tirosina se incorpora via tiramina sélo hacia
la parte fenetilamina de la norbelladina (figura 2). Esto implicara entonces que el C-2 de la
tirosina correspondera posteriormente al carbono o respecto al nitrégeno en la unidad C-C,de
la galantamina, al C-5 de la licorina, o al C-12 de la hemantamina. Asi, el C-3 de este
aminoacido corresponde al C-11 de la hemantamina y hemantidina, al correspondiente carbono
hidroxilado en la pretazetina, y al C-4 de la licorina. Los resultados de estos estudios mostraron
también que la unidad C,-C, que lleva al anillo A de estos alcaloides no deriva de tirosina
(Mothes et al., 1985).

HO.

NH
HN OOH

Tirosina Tiramina R=H: Norbelladina

R—CH3 O-Metilnorbelladina

R; RO
—_ S D\
R; HO CHO

HN" “COOH COOH

Fenilalanina R 1=R2=H: Ac.cinamico R 1=H: Protocatecoaldehido
R=OH, R,=H: Ac pcumirico R=CH;: Isovanillina

Figura 2. Formacién de norbelladina y O-metilnorbelladina a partir de los aminoacidos precursores

Por su parte, la fenilalanina marcada en C-3 puede incorporarse al anillo A, pero no a
los anillos C y D, y el carbono bencilico de licorina, hemantamina y belladina retendria el
marcaje. La incorporacion de fenilalanina procedera por la via del acido cinamico y de los
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derivados hidroxilados del 4cido p-cumadrico y cafeico, con la subsiguiente eliminacion de dos
carbonos a fin de generar un precursor C,-C,, como el protocatecoaldehido o la isovanillina
(Figura 2). Los 4cidos cinamicos son biosintetizados a partir de fenilalanina por actuacion del
enzima PAL (fenilalanina amonio liasa), cuya presencia se ha comprobado en estas plantas.
Estos acidos cinamicos y los derivados del benzaldehido son incorporados especificamente hacia
licorina, belladina y hemantamina. La formacién bioquimica de la unidad C ¢C , incluira, pues,
la pérdida del atomo de hidrégeno en C-3 del acido cinamico, lo cual se ha comprobado en
experimentos biosintéticos de hemantamina y odulina (Fuganti et al., 1974b).

Los pasos posteriores son propios para cada grupo de estos alcaloides, los cuales, como
ya se ha indicado, se originan en funcion del tipo de acoplamiento fenolico. 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.

1.3.1.1.1. Acoplamiento fenol-oxidativo p-o’

A partir de experimentos con Narcissus cv. "King Alfred", utilizando diferentes derivados
marcados de la norbelladina, se ha establecido la secuencia biosintética de la galantamina, en
la cual una dienona y narwedina son probables intermediarios (figura 3). Se ha observado que
la norbelladina se metila primero en el nitrogeno que en el oxigeno, v, asi, el alcaloide N,p'-O-
dimetilnorbelladina triplemente marcado se incorpora posteriormente a galantamina sin perder
el marcaje (Barton et al., 1963). La formacion del puente de oxigeno es similar a la del alcaloide
tebaina en las Papaveraceas. ‘

HO H
H
HO CH,0
metilacién N
u"“
NH N
HO \CH3
Norbelladina po' N,O-Dimetilnorbelladina
+ -
-2H ' ,-2¢

Galantamina

Figura 3. Alcaloides con acoplamiento fendlico para-orto’
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1.3.1.1.2. Acoplamiento fenol-oxidativo o-p’

La ruta biosintética de la licorina comienza con la O-metilnorbelladina, la cual lleva
a norpluviina, que es el primer alcaloide pirrolofenantridinico de este acoplamiento fenélico
(Battersby et al., 1964; Kirby y Tiwari, 1966). Este compuesto se ha encontrado como precursor
de la galantina (Kirby y Tiwari., 1966), narcissidina y licorina, pero la licorina no puede
revertir a norpluviina (figura 4). En los narcisos cv. "Twink" la conversion de la O-
metilnorbelladina tritiada en 3' y 5' hacia licorina incluye la retencion en C-2 de licorina de
la mitad del tritio originalmente presente en el precursor. Esto es el resultado neto de dos
procesos estereoespecificos: primeramente protonacion en el metileno en C-2 de la norpluviina,
que lleva el marcaje de tritio en la configuracion J, y posteriormente hidroxilacion del proximo
intermediario, caranina, con una inversion completa (Mothes y col., 1985). De las experiencias
con Zephyranthes candida se deduce que probablemente lo mismo debera ocurrir en la
conversion del derivado 2 -tritiado de caranina hacia licorina 2-tritiada (Wildman y Heiner,
1967).

HO.

CH.O.
NH:
HO

O-metilnorbelladina

Galantina Norpluviina
¢ OCH,
HOy, OH
e,
CH 3O
Alcaloides tipo licorenina
N
HO
Narcisidina

Figura 4. Alcaloides con acoplamiento fenélico orfo-para’. Derivados de licorina

La conversion de O-metilnorbelladina a licorina en Clivia miniata tiene lugar también
con norpluviina y caranina como intermediarios, sin el derivado 2-oxo, pero con pérdida casi
completa del tritio originalmente presente en orfo del grupo hidroxifenélico del fragmento C -C,
de la O-metilnorbelladina doblemente tritiada en 3' y 5. Esto muestra una diferente
estereoquimica en el proceso de hidroxilacién. En experimentos con norpluviina y caranina
estereoespecificamente marcada se mostré que la hidroxilacién en C-2 tiene lugar con salto del
hidrégeno en $ pero sin inversion. La protonacion del intermediario de la O-metilnorbelladina
ditritiada a norpluviina y caranina se da en la cara o de la molécula (Mothes et al., 1985).
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La conversion bioldgica de norpluviina a narcisidina incluye la pérdida del atomo de
hidrégeno de la posicién alilica B respecto al nitrogeno del esqueleto licorano. Después de la
incorporacion de la O-metilnorbelladina ditritiada no hay pérdida de tritio en C-4 de galantina
(Kirby y Tiwari, 1966), contrastando con la biosintesis de narcisidina, en la que se pierde la
mitad del tritio de las correspondientes posiciones f del nitrogeno, sugiriendo asi que la
conversion de la O-metilnorbelladina ditritiada a narcisidina es un proceso estereoespecifico.
Galantina es el intermediario @ltimo antes de narcisidina. Se evidencia entonces que en la
biosintesis de este alcaloide la pérdida de hidrogeno del metileno P respecto al nitrégeno tiene
lugar con estereoquimica opuesta (Fuganti et al., 1974a).

Algunos alcaloides hemiacetalicos y lactonicos del tipo licorina se originan por la rotura
del correspondiente enlace C-N de norpluviina (figura 5). Asi, norbelladina se incorpora a
homolicorina, y O-metilnorbelladina se incorpora a clivonina (un derivado de la hipeastrina
aislado en Clivia miniata), y a odulina (derivado de licorenina en los narcisos cv. "King
Alfred"). Finalmente, se ha observado que licorina se incorpora a hipeastrina en Hippeastrum
vittatum, La conversion bioldgica de norpluviina a licorenina incluye la pérdida del hidrégeno
pro-7R del precursor, el cual es el que se introduce en la protonacion durante la incorporacion
del 3,4-dihidroxibenzaldehido en la unidad aromatica C-C, de norpluviina. Este resultado
confirma la estereoespecificidad de la protonacion y la hidroxilacion (Fuganti y Mazza, 1973).

Hohlu "
CH,0. CHO.
metlacion
—>
N
HO CH30
Norpluviina

Figura 5. Alcaloides con acoplamiento fenélico orfo-para’. Derivados de licorenina
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1.3.1.1.3. Acoplamiento fenol-oxidativo p-p’

Para el estudio de la biosintesis del alcaloide hemantamina se ha investigado si la
norbelladina se metila para dar O-metilnorbelladina, y posteriormente hemantamina por un
acoplamiento fenodlico-oxidativo para-para’ (Battersby et al., 1961). Asi, se ha caracterizado una
metiltransferasa en Nerine bowdenii que metila especificamente la norbelladina a O-metilnor-
belladina (Fales, 1963; Mann et al., 1963). Posteriormente, aparecen noroxomaritidina,
normaritidina, oxocrinina y crinina como intermediarios (figura 6). La hidroxilacion del car-
bono saturado en la biosintesis de hemantamina tiene lugar estereoespecificamente con pérdida
del hidrogeno pro-2R y con retencion en la configuracion (Mothes et al., 1985).

O

HO. 0
C CH.O. @ +2nt
H; CH, ) Hy C e
—> h—> ——
NH PP A NM
H H HO

O-metilnorbelladina Noroxomaritidina

R1 =H, R2=OH: Mantina
R1 =0OH, R2=H: Montanina

Hemantamina H O

Narciclasina

Figura 6.Alcaloides con acoplamiento fenolico para-para’. Derivados del crinano

La conversion quimica de los derivados 11-hidroxilados del nucleo del crinano hacia los
derivados tipo montanina apoya la teoria de que estos alcaloides 5,1 1-metanomorfantridinicos,
producidos por muchas especies de Haemanthus, derivan biosintéticamente de O-
metilnorbelladina por un acoplamiento para-para’, seguido de reordenamiento de un
intermediario similar a hemantamina. Asi, en Haemanthus coccineus se ha podido establecer
la participacion de O-metilnorbelladina en la biosintesis de mantina y montanina (Figura 6).
Durante la conversion, un hidrogeno pro-2S de este intermediario se pierde, lo cual sugiere que
si se incluye un intermediario analogo a la hemantamina tiene que producirse un proceso
estereoquimico en la hidroxilacion en C-11 del esqueleto del crinano, diferente al observado en
estas plantas (Mothes et al., 1985).
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Muchas Amarilidaceas contienen la lactama narciclasina, ademas de hemantamina,
norpluviina y licorina. La marciclasina deriva de hemantamina por eliminacién de dos
carbonos (figura 6). Tedricamente, los alcaloides tipo hemantamina y tipo licorina son posibles
intermediarios. Experimentos de marcaje con O-metilnorbelladina plurimarcada prueban que
narciclasina se biosintetiza por un acoplamiento para-para’ conforme a la via del tipo
hemantamina (Fuganti y Mazza, 1971, 1972; Feinstein y Wildman, 1976). Ademas, noroxoma-
ritidina, normaritidina, oxocrinina, y crinina pueden incorporarse especificamente no solo
a narciclasina sino también a hemantamina, lo cual sugiere la via propuesta (Mothes et al.,
1985).

La ismina es otro alcaloide de las Amarilidaceas, en cuya formacion es eliminada una
unidad C,(figura 6). Hipotéticamente, oxocrinina y noroxomaritidina son precursores de este
alcaloide en Sprekelia formosissima, lo cual sugiere que la ismina representa un producto
natural de degradacion de la seric hemantamina a pretazetina. Durante la biosintesis de
ismina, se pierde el hidrogeno pro-6R de noroxomaritidina, al igual que en la conversion de
hemantamina a hemantidina (Fuganti, 1973).

En la biosintesis de pretazetina a partir de hemantamina se ha observado la eliminacién
del hidrégeno pro-6R, y posterior hidroxilacion de esta posicion para obtener la hemantidina,
la cual se metilaria en el nitrégeno (figura 7). A continuacidn se produce una rotacién de 90°
sobre el enlace C-10a a C-10b, y se da el reordenamiento necesario para la formacion del
hemiacetal, con lo cual se completa la pretazetina (Wildman y Bailey, 1969).

OCH,

F—NCH

() OH
Hemantamina Hemantidina Pretazetina

Figura 7. Alcaloides con acoplamiento fendlico para-para’. Biosintesis de pretazetina

1.3.2. Consideraciones biologicas

A modo de revision, en la tabla 5 se relacionan aquellos alcaloides para los que se ha
determinado su accion tanto a nivel de la planta que los produce, como a nivel de relaciéon con
otras plantas. Mencion aparte constituyen las acciones farmacologicas a nivel humano, las cuales
se describen en la segunda parte de esta memoria.
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Tabla 5. Acciones a nivel del vegetal productor

Alcaloide Accion

Referencia

- Inhibicion de la germinacion de semillas
y crecimiento de las plantulas en especies
productoras y no productoras.

Licorina

- Via de detoxificacion de licorina para
la planta productora.

Licorina, fosfolipidos

- Favorece la deposicion de azicares acilados
en plantas productoras.

Licorina, fosfolipidos

- Potente promotor del crecimiento de la raiz.

- Estimula la germinacion de semillas y el cre-
cimiento de plantulas en especies productoras
y no productoras.

- Acumulacién en drganos de reserva.

Licorina, 1-O-Glucésido

Licorina, 1-O-palmitoil - Favorece el crecimiento de raices aéreas.

- Estimula la formacion de raices adventicias
y el crecimiento lineal.

Licorina, 1-O-(6'-O-palmitoil-
B-D-glucopiranésido)

Narciclasina - Igual que licorina.

Narciclasina, 1-O-Glu' - Igual que licorina, 1-O-glucésido.

Pancratistatina - Igual que licorina.

]

Pancratistatina, 1-O-Glu - Igual que licorina, 1-O-glucésido.

Pancratistatina, 7-deoxi- - Igual que licorina.

Pancratistatina, 7-deoxi- - Igual que licorina, 1-O-glucésido.
1-0-Glu'

Pseudolicorina - Igual que licorina.

Pseudolicorina, 1-O-Glu - Igual que licorina, 1-O-glucésido.

Pseudolicorina, Metil- - Igual que licorina.

Pseudolicorina, Metil-, - Igual que licorina, 1-O-glucédsido.

1-0-Glu'

Rillistina - Translocacién de iones divalentes
de la rizosfera a la parte aérea.

Ghosal et al., 1986b

Ghosal et al., 1985¢

Ghosal et al., 1987

Ghosal et al,, 1985a
Ghosal et al., 1986b

Ghosal et al., 1989a
Ghosal et al., 1985¢

Ghosal et al., 1985¢

Ghosal et al., 1985¢
Ghosal et al,, 1985¢
Ghosal et al.,, 1985¢
Ghosal et al., 1985¢
Ghosal et al, 1985¢

Ghosal et al., 1985¢

Ghosal et al., 1985¢
Ghosal et al, 1985¢
Ghosal et al., 1985¢

Ghosal et al., 1985¢

Ghosal y Razdan, 1984

! Glucésido (en derivados de alcaloides)
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Como puede observarse, los alcaloides de las Amarilidaceas, al igual que la mayoria de
los alcaloides, muestran un efecto inhibidor del crecimiento. No asi, en cambio, los
glucosiloxialcaloides, que parecen activarlo de forma bastante clara. Sin embargo, este efecto
no se observa solamente a nivel de la planta que los produce, sino que estos alcaloides inhiben
el crecimiento de otras plantas superiores, de algas, e incluso de levaduras (tablas 6 y 7). Asi,
licorina, por ejemplo, es un potente inhibidor del crecimiento en toda clase de organismos
eucariotas. De hecho, este compuesto inhibe la biosintesis del acido ascérbico en la patata,
habiéndose estudiado las relaciones estructura-actividad en dicho proceso (Arrigoni et al., 1975,
1976; Evidente et al., 1983). La licorina es tan particularmente toxica, incluso para la planta
productora, que ésta debe conjugarla con fosfolipidos para anular este efecto.

1. R =H; Licorina
2. R =Palmitoil, Licorina, 1-O-Palmitoil
3.R= CHZORS;R]=R2=R3=R4=R5=H;

40/%/ ; Licorina, 1-O-Ghucésido
RO

O
4, R como 3, Rl = R2 = R3 = R4 =H; R5 = Pahlmitoil;
Licorina, 1-O-(6'-O-palmitoil-BD-glicopiranésido)

~

Es de especial interés la relacion huésped-patogeno en el caso de Pancratium biflorum
y la hierba parasita Imperata cylindrica. Biosintéticamente, licorina es un precursor de unge-
remina, existiendo la hipotesis de que la accion inhibidora del crecimiento por parte de licorina
no se debe a ésta sino a ungeremina. Esto tiene su reflejo a nivel vegetal en la relacion entre
estas dos plantas, en el sentido de que en condiciones de stress no se da la conversiéon normal
de licorina a ungeremina, el cual es citotoxico para el patéogeno, sino que se sintetiza
pancrasidina, con un efecto contrario, es decir, estimula el crecimiento de la hierba parasita,
e incluso de bacterias, tales como Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (figura 8).

HO%.
OH >
H N -
On,,
l/ Enona intermedia Ungeremina
< OH OH
N 2\ HOy, HOy, JOH
Licorina
< —<
N N
Epéxido intermedio Pancrasidina

1. Situacién normal. Ungeremina actiia como citotoxico.

2. Sitwacién de stress. P idina la el crecimiento del parasito.

Figura 8. Metabolitos de licorina
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Tabla 6. Acciones sobre otros vegetales

Alcaloide

Accion

Referencia

Licoricidina

Licoricidinol

Licorina

Licorina, 1-O-8-D-glucésido

Licorina, 1-0-(6'-O-palmitoil-
B-D-glucopirandsido)

- Inhibe el crecimiento en coleoptilo de Avena,
la germinacion en Oryza, y también la division
celular en cultivos de tejyidos de Nicotiana.

- Igual que licoricidina.

- Suprime la produccion de etileno inducida por
IAA en segmentos de hipocotilo etiolados de
Vigna radiata.

- Inhibicidn de la sintesis proteica en hipocotilos
de Vigna radiata, pero no la de RNA. Inhibe la
sintesis proteica en eucariotas.

- Inhibe la biosintesis del dcido ascorbico en
patata.

- Toxica a hierbas parasitas (Imperata
cylindrica).

- Igual que licorina, 1-O-8-D-glucésido.

Okamoto et al., 1968

Kang et al., 1984

Imaseki y Kang, 1984

Arrigoni etal., 1975

Ghosal et al., 1985¢

Ghosal et al., 1985¢

Pancrasidina - Promotor del crecimiento en huésped y Ghosal et al., 1989b
hierba parasita. '
Ungeremina - Toxica a hierbas parasitas (/mperata Ghosal et al., 1989b
cylindrica).
Tabla 7. Acciones sobre hongos
Alcaloide Accion Referencia
Licorina - Hallada en la rizosfera y de presencia presumi- Lavermicocca et al., 1989
ble, aunque no detectada, en el suelo alrededor
de las partes subterraneas de Sternbergia lutea,
lutea, en contacto con la cepa ITM 311 de
Pseudomonas sp.
- Inhibe el crecimiento de Phytophtora cap- Amicoy Stefanizzi, 1980
sici.
- Inhibe el crecimiento de Phymatotrichum Greathouse y Rigler, 1941
omnivorum.,
Pseudolicorina - Inhibidora del crecimiento de P. omni- Greathouse y Rigler, 1941

vorum.
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En la tabla 8 se relacionan algunos alcaloides del tipo Amaryllidaceae que ejercen
diversas acciones sobre insectos. Sin embargo, en estas interacciones planta-insecto, a veces no
intervienen solamente los alcaloides. Asi, por ejemplo, en el caso de la interaccion entre Lycoris
radiata y la mariposa amarilla Furema hecabe Mandarina, se han aislado flavonoides que tienen
una actividad similar a la de los alcaloides de la figura 9, como el (-)-3'-hidroxi-4'-metoxi-7-
hidroxi-8-metilflavano.

Tabla 8. Acciones sobre insectos

Alcaloide Accion Referencia

Galantamina, hemicarbonato - Insecticida frente a la mariposa amarilla Numata et al., 1983
Eurema hecabe Mandarina.

Licorenina, 6-O-metil - Repelente frente a la mariposa amarilla Numata et al., 1983

Licoricidinol - Insecticida de potente accion frente a la Numata et al., 1983
mariposa amarilla.

Licorina - Repelente frente a la langosta del desierto Singh and Pant, 1980
Singh, 1983

3
Licoricidinol 6-O-metil-licorenina Hemicarbonato de galantamina

Figura 9. Respuesta metabolica a la mariposa amarilla en Lycoris radiata

Finalmente, es interesante indicar los efectos toxicos de algunos de los alcaloides de las
Amarilidaceas sobre algunos mamiferos y el hombre (tabla 9). Estos suelen ser causados por una
ingestion de bulbos de Narcissus jonquilla, 1o cual suele ocurrir en excursionistas que confunden
esta planta con cebollas silvestres. Similar toxicidad se ha observado en el caso del ganado
vacuno que pace espontaneamente en prados en los que crece N. pseudonarcissus. En el caso de
N. tazetta ha llegado a afectar al ser humano, produciéndose algunas muertes. Igualmente es
conocida la toxicidad debida a tazetina y producida por "sobredosis” de la Amariliddcea
alucinogena Pancratium trianthum en ciertas etnias de Botswana. Sin embargo, si bien presentan
una cierta toxicidad, muchos de estos alcaloides tienen una utilidad terapéutica a nivel humano,



Contribucion al estudio de la composicion alcaloidica en el género Narcissus L.

que se comenta en la segunda parte de esta memoria. También se han citado casos de efectos

alérgicos debido a un contacto con estas plantas (tabla 9). Se trata de afecciones profesionales

propias de los floristas y cultivadores de estas plantas, que pueden ser evitadas simplemente

manipulando las plantas con guantes.

Tabla 9. Acciones sobre mamiferos

Alcaloide Accion Referencia
Galantamina - Toxica. Vigneau et al., 1984
Homolicorina - Elicitor en dermatitis por contacto. Gude et al., 1988
Licoramina - Toxica. Vigneau et al., 1984
Masonina - Alergeno en dermatitis por contacto, Gude et al., 1988

Tazetina

-Toxica.

Emboden, 1972
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2.1. PROCEDENCIA DEL MATERIAL VEGETAL

Las dos especies estudiadas desde el punto de vista de su composicion alcaloidica son
Narcissus primigenius y Narcissus nevadensis, pertenecientes ambas a la familia Amaryllida-
ceae. La especie Narcissus primigenius (Fdez. Suarez ex Lainz) Fdez. Casas & Lainz se recolecto
en Mayo de 1989 en el Puerto de las Sefiales, localizado en la provincia de Le6n, mientras que
Narcissus nevadensis Pugsley fue recolectada en Abril de 1990, en las proximidades de Sierra
Nevada, Granada. La recoleccion tuvo lugar en pleno periodo de floracidn, por lo que pudieron
ser clasificadas y autentificadas, depositandose varios ejemplares en el Jardi Botanic de Barce-
lona (n> 890174 y 900188 para N. primigenius y N. nevadensis respectivamente)

Para el aislamiento y caracterizacion de los alcaloides de ambas especies se partié de
planta entera, es decir, parte aérea y bulbo, y, como se ha indicado, en el momento de la
floracién pues es entonces cuando la parte aérea ha alcanzado el maximo desarrollo y suel
contener una mayor concentracion de alcaloides. El bulbo, aunque no esta en su momento de
maximo desarrollo, el cual tiene lugar en otofio, una vez la planta ha completado los ciclos vege-
tativo y reproductivo, se utiliza igualmente dado que acumula alcaloides en una elevada
proporcion. El proceso de extraccion se ha realizado a partir de material fresco, a fin de evitar
- posibles alteraciones de los alcaloides.
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2.2. EXTRACCION DE LOS ALCALOIDES

El método seguido para la extraccion y fraccionamiento de los alcaloides se basa en el
establecido previamente para este tipo de compuestos (Codina et al., 1993). Basicamente consta
de una primera parte, que es la despigmentacion o eliminacion de los pigmentos mas lip6filos
del extracto metanolico y acidificado de la planta (carotenos y clorofilas), utilizando para ello
un disolvente de polaridad similar, como por ejemplo butanol, éter etilico o éter de petréleo. La
segunda parte del proceso es el fraccionamiento propiamente dicho, en el cual se requiere
trabajar a diferentes pH a fin de tener los alcaloides, que por definicion son sustancias basicas,
en forma neutra o salina, y poder recuperarlos con el disolvente mas adecuado a su polaridad.
El objetivo Gltimo de obtener diversos extractos enriquecidos en un tipo determinado de
alcaloides es el evitar que puedan recuperarse otras sustancias organicas que no sean de interés.
Esta segunda parte puede resultar simple o bastante complicada, en funcién de la cantidad de
material de partida, siendo necesario en algunos casos obtener hasta 4 extractos:

- extracto etéreo salino, que puede contener alcaloides fendlicos del tipo narciclasina
y similares (Piozzi et al., 1968).

- extracto cloroférmico salino, que esta constituido por alcaloides cuyas sales son
solubles en cloroformo que pueden ser lactonicos, o carentes de funciones polares
tales como hidroxilos o aminas (Lyle et al., 1960).

- extracto cloroférmico neutro, formado por alcaloides fenodlicos cuyas sales no son so-
lubles en éter etilico, y, por tanto, pueden recuperarse en forma neutra en cloroformo.

- extracto neutro cloroformo-etanolico, formado por alcaloides fendlicos neutros poco
solubles en cloroformo o éter etilico.

2.2.1. Fraccionamiento de Narcissus primigenius

La cantidad de muestra recolectada fue de 5900 g, expresado en peso fresco. El material
vegetal, una vez triturado y empaquetado en cartuchos de papel de filtro, se extrajo con metanol
en un Soxhlet, por un periodo de unas 10 horas. Este primer extracto bruto asi obtenido se
concentro a 50°C y presion reducida, lo que permitid obtener una pasta verde espesa, que se
disolvié en cantidad suficiente de HCI para obtener una solucion al 2 % en clorhidrico, que
denominamos "extracto acido 1".

Este extracto se despigmentd exhaustivamente con éter etilico en sucesivas etapas. Los
extractos etéreos reunidos y concentrados se lavaron con una solucion al 2 % de HCI, que se
unié al "extracto acido 1". Seguidamente se efectud una cromatografia en capa fina bidimensio-
nal, utilizando como primer eluyente la mezcla CHCI;-EtOH (9:1) y posteriormente AcOEt-
EtOH-H,0O (10:2:1), para comprobar la posible presencia de narciclasina u otro alcaloide simi-
lar, los cuales requieren este tipo excepcional de extraccidn respecto al resto de alcaloides del
tipo Amaryllidaceae (Piozzi et al., 1968). Para detectar estos alcaloides se requiere no tan sélo
observar la fluorescencia al UV, sino que, ademas, al no reaccionar con el iodo del reactivo de
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Dragendorft, se precisa utilizar una solucion reveladora de FeCl; al 5 %, la cual produce
coloraci6n violeta por combinacién del i6n Fe ™ con los abundantes hidroxilos fenélicos de estas
moléculas, la cual no se observé en nuestro caso, razon por la que se constato la ausencia de
estos alcaloides en esta planta.

Tras la despigmentacion se procedio al fraccionamiento del extracto acido carente ya de
las sustancias mas lipofilas, el "extracto acido 2", en 4 extractos, A, B, Cy D (esquema 1) segin
el procedimiento que a continuacion se representa:

MUESTRA (6 kg)

Extraccién con MeCH

Y

EXTR. METANOLICO

HC! para 2%

Y

EXTR. ACIDO 1
Lavar con éter

\
EXTR. ACIDD 2 EXTR. %TEREO
CHCly ' Lavar con HCI

{

EXTR. CLOROFORMICO EXTR, ACIDO3 : 1

Evaparar I NHOH/GCl EXTR. ETEREO

1 J '

GOMA MARRON FASE ACUOSA CHCl,

HCLIN/CHC), CHCIyEOH
[<TrJ]
FASEACUOSA EXTRA EXTR.D EXTR.C
(535g) ©80g) 1167

Esquema 1. Proceso extractivo seguido con Narcissus primigenius

El extracto A esta constituido por aquellos alcaloides cuyas sales son solubles en CHCL,
(Lyle et al., 1960), siendo, por tanto, alcaloides lactdnicos o carentes de funciones polares, tales
como hidroxilos 0 aminas. Para obtenerlo se extrajo el "extracto acido 2" con CHCI, hasta que
la fase orgdnica did reaccidn negativa con el reactivo de Dragendorff. Se reunieron las fases
cloroférmicas, s¢ lavaron con solucion al 5% de Na£O, y se llevaron a sequedad a 40°C y pre-
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sion reducida. Se obtuvo asi una goma marrén que tras secarse en estufa a 50°C proporcioné
5,35 g del extracto A.

El "extracto 4cido 3" se neutralizé primero y se llevo a pH alcalino después, utilizando
NH,OH al 25 %, comprobandose oportunamente el cambio de pH con papel indicador. Un pH
de 8 a 9 es el Optimo para realizar los pasos extractivos siguientes con el maximo rendimiento.
A continuacion se lava con CHCI, para obtener los extractos B y C. Una vez reunidos, los extrac-
tos cloroférmicos se concentraron a 40°C y presion reducida hasta un volumen de unos 100 ml.
Este volumen se dejo 48 horas en camara frigorifica a una temperatura de unos 4°C con el objeto
de obtener el posible extracto B, correspondiente a los alcaloides fenélicos poco solubles en
CHCl,, que aparecerian en forma de precipitado, cosa que no ocurrio en esta ocasion. Asi, pues,
el liquido extractivo se evapord a sequedad, obteniéndose 11,67 g de extracto C, en forma de
residuo gomoso.

E] "extracto acido 3", una vez alcalinizado y lavado con CHCI, se extrajo posteriormente
con una mezcla algo mas polar, CHCI;-EtOH, en la proporcion 3:2. Una vez reunidas las fases
organicas se obtuvieron 9,80 g de otro residuo gomoso, que constituyo el extracto D.

2.2.2. Fraccionamiento de Narcissus nevadensis

El proceso de extraccidon de Narcissus nevadensis, representado en el esquema 2, no ha
sido tan complejo, ya que la cantidad de muestra de partida fue bastante limitada (1350 g), y, por
consiguiente, el volumen de impurezas fue mas reducido.

El material vegetal se extrajo exhaustivamente con metanol en un aparato Soxhlet
durante 9-10 horas, obteniéndose un primer extracto bruto que se llevo a sequedad a 50°C y
presion reducida. Se obtuvo asi una pasta verde espesa, que se disolvié en cantidad suficiente
de acido acético, para obtener una solucion al 5% en acético, constituyendo el "extracto acido
1", el cual se despigmenté posteriormente con éter etilico. Los extractos etéreos se reunieron,
concentraron y lavaron con una solucién al 5% de acido acético, y se unieron al extracto acido
anterior, constituyendo el "extracto acido 2". A continuacién, con la fraccidn etérea se realizo
una cromatografia en capa fina en las mismas condiciones que las descritas para N. primigenius,
para determinar la posible presencia de alcaloides fen6licos de tipo narciclasina, comproban-
dose también en este caso la ausencia de los mismos.
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MUESTRA (1,35 kg)

Bxtraccién con MeOH

Y

EXTR. METANOLICO

HACO para 5%

v

EXTR. ACIDO 1
Lavar con éter

!-:XTR.' ACIDO 2 EXTR. !ZTEREO
l Lavar con HC!I

1

FASE ACUOSA EXTR. CLOROFORMICO EXTR. ETEREO

Na,COy hasta pH 89
cu’gl,’

Concentrar a 40°C

EXTR. C
@ns g

Esquema 2. Proceso extractivo seguido con Narcissus nevadensis

El "extracto acido 2", carente de las sustancias mas lipofilas, pero conteniendo alcaloides
en forma salina, fue alcalinizado hasta pH 8-9, utilizando para ello una solucion saturada de
carbonato sodico, que se iba afiadiendo poco a poco sobre el extracto acido bajo agitacion
magnética, comprobandose oportunamente el cambio de pH con papel indicador. Tras esta
alcalinizacion, el "extracto alcalino” se lavo repetidas veces con cloroformo para obtener el
extracto alcaloidico final. Una vez reunidos los extractos cloroformicos se concentraron a 40°C
y presion reducida hasta casi sequedad, completandose el proceso de desecacion en estufa a
50°C durante una noche. El peso final del residuo gomoso marrdn obtenido fue de 2715 mg de
extracto C.
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2.3. SEPARACION DE LOS ALCALOIDES
2.3.1. Aislamiento de los alcaloides de N. primigenius

Una vez obtenidos los extractos alcaloidicos A, C y D, se procedié a su analisis por TLC
en cromatofolios de Silicagel Merck 60F,,, de 20 x 20 cm y 0.2 mm de espesor, utilizando
diferentes liquidos de desarrollo y revelando con ¢l reactivo de Dragendorff. En la tabla 9 figu-
ran las manchas previsiblemente alcaloidicas, la coloracion que con el reactivo de revelado, asi
como el hRf (Rf x 100) de cada una.

Tabla 9. Ensayos preliminares por TLC con coloracion y valores de hRf

Alcaloide Coloracién Liquidos de desarrollo!
1 o it v
al naranja 11 -- 40 51
a2 amarillo 11 -- 30 29
cl naranja - 31 30 29
c2 amarillo -- 23 17 19
c3 violeta - 74 79 -
c4 rojo ladrillo - 68 72 -
cS naranja claro -- 2 6 -
dl1 naranja 15 24 31 -
d2 ocre 1 1 5 -
d3 violeta -- 73 82 —
d4 rojo purpura -- 28 32 -
ds naranja claro - 12 18 -

'I: CHCL,-EtOH (9.5:0.5). II: CHCI,-EtOH (9.5:0.5) saturado con NH,. III: CHCL,-EtOH (9:1). IV: CHC,-EtOH
(9:1) saturado con NH;.

2.3.1.1. Extracto A

La buena capacidad separadora de las mezclas cloroformo-etanélicas se comprobé
ensayando otros liquidos de desarrollo, tales como mezclas acetato de etilo-metanol-amoniaco,
acetato de etilo-hexano-metanol, o acetato de etilo-metanol, siempre en distintas proporciones.
Se verifico que entre éstas, la unica que conseguia separar los tres alcaloides de este extracto era
la mezcla acetato de etilo-metanol-amoniaco (8,5:1,5 y atmdsfera de amoniaco), pero aun asi,
la mezcla CHCI-EtOH (9:1) con atmosfera amoniacal ofrecia mejor resolucion, razén por la que
fue esta tiltima la seleccionada para separar los tres alcaloides.

Se prepar6 una columna usando silice SDS cromagel de 40-60 pm (230-400 mesh) para
realizar una cromatografia "flash" del extracto, segun la metodologia descrita para esta técnica
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(Clark Still et al., 1978). Una vez cargada la muestra, se inicid la elucion con CHCl; y 4 ml de
solucion amoniacal al 25 % por litro de disolvente, y se fue aumentando progresivamente la
polaridad, recogiéndose fracciones de 100 ml (esquema 3). :

5,35 g de Extracto A
Columna “Flash”
Blucién CHClyEIOH/NH;
10:0 9505 91 8:2
{1200 mD (1000 ml) {1200 ml) (1200 m))
— al, a2 a2 —

Esquema 1. Fraccionamiento del extracto A

El perfil de elucién se controlé reduciendo el volumen de las fracciones en rotavapor a
40°C y presion reducida hasta unos 5 ml, para luego aplicar en cromatofolios de Silicagel 60F 55,
y desarrollar con CHCI1,-EtOH (9:1) en atmosfera saturada de NH,. En la tabla 10 se muestra el
perfil de elucidn. :

Tabla 10. Perfil de elucion del extracto A

Fracciones Manchas alcaloidicas Peso
(hRf, coloracion e intensidad’) (mg)
14-15 51, naranja, intenso nr
17-18" 51, naranja, intenso nr

29, amarillo, medio

19-28 29, amarillo, medio nr

! alta, media o baja (valores empiricos).
nr = no registrado. Eluyente: CHCL,-EtOH (9:1) NH,.

Finalmente pudieron obtenerse dos alcaloides:

- Elalcaloide al (hRf 51), mayoritario en este extracto, se consiguio cristalizar en CHCl
EtOH, y se recristalizé6 en CHCL;, proporcionando 1,5 g de agujas blancas, que se
identificaron como homolicorina.
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- El alcaloide a2 (hRf29) se pudo identificar como 8-O-demetilhomolicorina. Se crista-
liz6 en CHCl;, aunque se recristalizé en MeOH, obteniéndose 1,22 g de finas agujas.

2.3.1.2. Extracto C

Para el estudio del extracto C se ensayaron liquidos de desarrollo basados en las mezclas
binarias de CHCL;-EtOH, y también en atmdsfera saturada de NH, La mezcla que consiguié una
mejor separacion fue la de CHCI+EtOH (9:1), dando un incremento del hRf de 13 entre las dos
principales manchas, razon por la que se consider6 el mas efectivo para una separacion por CC
"flash". Ademas de estas dos manchas, se podia observar una zona de color anaranjado claro a
un hRf superior a 70, y otra mucho mas tenue a hRf inferiores a 17. Estas manchas aparecian di-
fuminadas, por lo que debian corresponder a alcaloides minoritarios del extracto C.

Teniendo en cuenta estos hechos, se prepard la columna siguiendo el procedimiento
"flash” convencional y se relleno con Silicagel de 40-60 pm. La elucion se inicié con CHCI,
puro, y se fue aumentando gradualmente la polaridad hasta llegar a un méximo de CHCI sEtOH
(8:2) (esquema 4). Se recogieron fracciones de 100 ml, y el perfil de elucion se controld
reduciendo el volumen de dichas fracciones a unos S ml y desarrollando en TLC con la mezcla
CHCI;-EtOH (9:1) (tabla 11).

11,67 g de Extracto C
Columna “Flash"
Elucién CHCly-EtOH
10:0 9,5‘:0.5 91 8:2
(1500 m)) 1000 mb) (1000 ml) {2000 m))
3, ol cl cl,2 cl,¢2,¢5

Esquema 4. Fraccionamiento del extracto C
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Tabla 11. Perfil de elucion del extracto C

Fracciones Manchas alcaloidicas Peso
(hRf, coloracién e intensidad’) (mg)
10-15 79, violeta, intensa y difusa’ 80

72, rojo ladrillo, intensa y difusa’

16-21 79, violeta, media' nr
72, rojo ladrillo, media’
30, naranja, intensa

22-35 30, naranja, intensa nr
36-49 30, naranja, intensa nr
17, amarilla, intensa

50-55 30, naranja, media 462
17, amarilla, intensa
6, naranja, débil

! alta, media o baja (valores empiricos).
? tras varios dias de exposicion al aire.
nr = no registrado. Eluyente: CHCL,-EtOH (9:1).

Los alcaloides que se pudieron aislar de las respectivas fracciones fueron los siguientes:

- El alcaloide cl, identificado como 8-O-demetithomolicorina y presente tambi€n esta
presente en el extracto A. Se obtuvo 1 g de finas agujas incoloras tras recristalizar en
MeOH.

- El alcaloide c2 se pudo aislar por PTLC, utilizando cromatoplacas Merck de Silicagel
60F,,, de un espesor de 1 mm, y usando como liquido de desarrollo el mismo eluyente
con que se habia realizado la CC "flash". Tras recristalizar en acetona, se obtuvieron 34
mg de cristales plumosos incoloros, que fueron identificados como hemantamina.

- De la zona alcaloidica con valores mas elevados de hRf, se concentraron las fracciones
a unos 5 ml, y se procedid a ensayar en TLC, detectandose 3 manchas no bien definidas
en cuanto a limites pero si en cuanto a color. Una mancha naranja con un valor de hRf
de 71 apareci6 tras revelar. Unos dias después se apreciaron dos manchas mas. Una de
ellas, de color violeta, aparecio a un hRf de 79 (alcaloide c3) y la otra de color rojo-
ladrillo, apareci6 a un hRf de 72 (alcaloide c4). Se procedio a realizar una PTLC de los
80 mg de estas fracciones con la misma mezcla de disolventes y se aislaron 12,7 mg de
trisferidina (alcaloide c4) que tras posterior purificacion quedaron en 7,7 mg. El otro
producto (alcaloide ¢3) fue imposible de cristalizar y no se pudo determinar su
estructura.
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- En la zona de valores inferiores de hRf aparecié una mancha naranja muy tenue tras
revelar con el reactivo de Dragendorff. Se realizé una PTLC de los 462 mg del residuo
seco de las ultimas fracciones y se pudo separar, aunque sin llegar a cristalizar, el alca-
loide c5 (hRf 6). Se procedi6 a su repurificacion sobre cromatoplacas Merck de Silicagel
60F,, de 0,25 mm de espesor, pero el producto fue imposible de cristalizar.

2.3.1.3. Extracto D

Siguiendo el procedimiento empleado en los extractos anteriores, se ensayaron los liqui-
dos de desarrollo compuestos por mezclas binarias de CHCI;-EtOH, acompafiadas o no de
atmosfera amoniacal, y se constaté como mas idonea para separar los alcaloides de este extracto
la mezcla de CHCI,;-EtOH (9,5:0,5) en atmosfera de NH,;.

Aparte de las manchas de los alcaloides d1 y d2, con valores de hRf de 24 y 1, respectiva-
mente, aparecieron otras manchas interesantes. Asi, a hRf superiores a 24 se observaron dos
manchas, una de ellas mas definida, de color rojo purpura, correspondiente al alcaloide d4, y otra
a hRf de 73, y color violeta tras unos dias de exposicion al aire, correspondiente al compuesto
d3. Desafortunadamente, estos dos productos no pudieron ser aislados. Al igual que en el
extracto C, la zona de hRf inferior a 24, de color anaranjado claro, correspondiente al alcaloide
ds, tampoco pudo ser aislada, algo previsible, al ser una mancha de muy poca intensidad.

Asi, pues, y comprobando la eficacia de la mezcla de CHCL;-EtOH (9,5:0,5) con NH,
para separar los alcaloides mayoritarios del extracto D (d1 y d2), se procedié a montar una
columna "flash" del mismo modo que en los anteriores extractos. Se comenzo eluyendo con
CHCI, con 4 ml de NH; (25 %) por litro de disolvente, para ir luego incrementando la polaridad
por adicion de EtOH. En el esquema 5 se muestra el fraccionamiento de estos alcaloides.

9.8 g de Extracto D
Columna "Flash®
Elucién CHCly-EtOH/NH,
10:0 9.J:0.5 91 8:2
(2000 m]) (1200 ml) (1200 ml) (3000 ml)
—— d3, d4, d1 d1 d1,d5,d2

Esquema 5. Fraccionamiento del extracto D

Las fracciones que se recogieron fueron de 100 ml, y se siguié su perfil de elucion por
concentracion en rotavapor hasta unos 5 ml, y posterior cromatografia de una parte alicuota (Spl)
de cada una de ellas. Los resultados obtenidos figuran en la tabla 12.
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- El alcaloide d1 (hRf 24) cristalizé facilmente, dada la gran cantidad en que se encontraba
presente en el extracto D. Se consiguié su recristalizacion en MeOH, obteniendo 1,8 g
de finas agujas incoloras de 8-O-demetilhomolicorina. El hecho de que este alcaloide
apareciera en todos los extractos puede ser debido tanto a la presencia del grupo
lactonico, que le llevaria a aparecer en el extracto A, como del grupo hidroxifendlico
libre, que le conferiria la posibilidad, como asi ocurri6, de aislarse en otros extractos,
incluso en mayor proporcion que en el extracto A.

- El alcaloide d2 (hRf de 1) fue algo mas dificil de cristalizar, pero finalmente se
consiguié en acetona. Tras sucesivas recristalizaciones en el mismo disolvente se
obtuvieron 131 mg de un polvo cristalino color azafran, que posteriormente se identifico
como 8-O-demetilmaritidina.

- En el caso de los alcaloides d3 (hRf 73), d4 (hRf 28) y d5 (hRf 12), ocurri¢ algo similar
a lo sucedido en el extracto C, es decir, se pudo constatar su presencia pero no se
pudieron aislar en cantidad suficiente para conseguir su identificacion. En cualquier
caso, y en base a los datos de hRf'y el color de las manchas, se puéde afirmar que los
alcaloides d3, d4 y d5 no son los mismos que los ¢3, c4 y c5.

Tabla 12. Perfil de elucién del extracto D

Fracciones Manchas alcaloidicas Peso
(hRf, coloracion e intensidad') (mg)
23-26 73 (violeta, medio)’ nr

28 (rojo purpura, intenso)’

27-30 73 (violeta, medio)’ nr
28 (rojo purpura, intenso)’
24 (naranja, medio)

31-37 28 (rojo purpura, débil)! nr
24 (naranja, intenso)

38-50 24 (naranja, intenso) nr

51-57 24 (naranja, medio) nr
12 (naranja, débil)

58-68 12 (naranja, débil) nr

69-74 1 (ocre, intenso) .nr

! alta, media o baja (valores empiricos).
2 tras varios dias de exposicion al aire.
nr = no registrado. Eluyente : CHCL-EtOH (9,5:0,5) NH,
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2.3.2. Aislamiento de los alcaloides de Narcissus nevadensis

Una vez obtenido ¢l extracto alcaloidico, se procedio a ensayar por CCF con diferentes
liquidos de desarrollo en cromatofolios de Silicagel Merck 60F,,, de 20 x 20 cm y 0.2 mm de
espesor. En la tabla 13 figuran las manchas previsiblemente alcaloidicas, ya que dieron positivo
con el reactivo de DragendorfY, la coloracién que han dado al revelar con este reactivo, asi como
el hRf (Rf x 100) de cada una de ellas.

Tabla 13. Ensayos preliminares por TLC con coloracion y valores de hRf

Alcaloide Coloracién Liquidos de desarrollo’

I I m v A% V1 VI v

1 gris oscuro’ 22 31 35 53 38 79 46 68
2 naranja 18 62 33 82 37 89 41 85
3 naranja 10 46 21 67 23 82 31 73
4 gris claro? 2 18 10 57 12 80 22 70
5 negro’ 1 10 5 30 7 67 12 58
6 varias manchas 1 5 3 : 5 4 7 5

segun eluyente

'Y: CHCI,-EtOH (9.75:0.25). II: CHCI,-EtOH (9.75:0.25) NH, saturado. III: CHCL-EtOH (9.5:0.5).

1V: CHCI;-EtOH (9.5:0.5) NH; saturado. V: CHCL-EtOH (9.25:0.75). VI: CHCL,-EtOH (9.25:0.75) NH,
saturado. VII: CHCL-EtOH (9:1). VIIL: CHCL-EtOH (9:1) NH,; saturado.

2 Color que aparece varios dias después del revelado.

3 Zona de 0 a 22 de hRf.

4 Zona de 0 a 60 de hRf

3 Zona de 0 a 53 de hRf

Después de ensayar con diferentes liquidos de desarrollo, tales como mezclas acetato de
etilo-etanol-amoniaco, acetato de etilo-hexano-etanol, o acetato de etilo-etanol, y en distintas
proporciones, se comprobo la buena capacidad separadora de las mezclas cloroformo-etandlicas,
siendo la de cloroformo-etanol (9.5:0.5) en atmosfera saturada de amoniaco, la que conseguia
una mejor separacion de los alcaloides (tabla 13).

2.3.2.1. Extracto C

Una vez seleccionada la mezcla separadora, se monté una columna de 25 mm de
diametro con silice SDS cromagel de 40-60 um (230-400 mesh) para realizar una cromatografia
"flash" del extracto. Una vez empaquetada la columna y cargada la muestra, se inicio la elucion
con cloroformo con 4 ml de soluciéon amoniacal al 25 % por cada litro de disolvente, y se fue
aumentando paulatinamente la polaridad con metanol hasta un maximo de metanol del 20 % v/v
respecto al cloroformo. Se colectaron 101 fracciones de 50 ml cada una, y dos ltimas de 0.5 |
hasta que la reaccion con el reactivo de Dragendorff resulto negativa. El perfil de elucion se
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control6 reduciendo el volumen de las fracciones en rotavapor a 50°C y presidn reducida. De
cada una de ellas se aplicaron unos 10 ul en cromatofolios de Silicagel 60F ,5,, desarrollandose
con la mezcla elegida inicialmente, es decir, cloroformo-etanol (9.5:0.5) en atmosfera saturada
de amoniaco. El perfil de elucién definitivo, una vez reunidas las fracciones con la misma
composicion cualitativa de alcaloides, fue el que figura en la tabla 14.

Tabla 14. Perfil de elucion del extracto C

Fracciones Manchas alcaloidicas Peso
(hRf, coloracidn e intensidad') (mg)
13-16 65 (negro, media) 87

33 (negro, media)

17-38 65 (negro, baja) 837
55 (naranja oscuro, baja)
44 (naranja oscuro, alta)
14 (gris anaranjado, media)

39-65 44 (naranja oscuro, media) 519
14 (gris anaranjado, alta)
4 (gris anaranjado, baja)

66-83 14 (naranja grisaceo, alta) 337
4 (gris anaranjado, alta) :
3 (anaranjado oscuro, media)
2 (gris oscuro, media)
1 (negro, media)

84-87 2 (gris oscuro, media) 12
1 (negro, alta)

88-98 1 (negro, alta) 17

99-103 1 (o0 menos, gris, media) 317

!alta, media o baja (valores empiricos).

Los alcaloides que se han podido aislar de las respectivas fracciones han sido los
siguientes:

- Fracciones 39-65. Se realiz6 una cromatografia en columna convencional con Silice SDS
Cromagel con diametro inferior a 40 um. Se utiliz6 la mezcla elegida inicialmente
(cloroformo-etanol 9.5:0.5 y amoniaco) pero, a pesar de recoger 57 fracciones de volu-
menes pequefios (20 ml), la separacion de los tres productos resulté infructuosa. No
obstante, reuniendo las fracciones 7 a 24 se consiguié una mayor purificacion de la
fraccion inicial, obteniéndose 257 mg de la suma de los tres alcaloides. Tras purificacion
por PTLC con cromatoplacas Merck de Silicagel 60F ,;,de 1 mm de espesor, y utilizando
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la misma mezcla eluyente, se consiguieron separar y cristalizar 88 mg del alcaloide 6-O-
Metil-licorenina (hRf 44), asi como 6 mg del alcaloide galantina (hRf 14). También se
detecto la presencia del alcaloide con hRf de 4, pero no fue posible su total purificacion
en esta fase.

Fracciones 66-83. Al igual que en el caso anterior, se realizé una CC con las mismas
condiciones de fases movil y estacionaria, pudiéndose separar dos alcaloides. Se
recogieron 34 fracciones de 20 ml cada una. El primero de los alcaloides se aislé con
gran pureza en la fracciones 6 a 11 y se identifico como licorenina (hRf 4), de 1a que
cristalizaron 40 mg. Posteriormente se recogieron 74 mg de las fracciones 12 a 23, de los
que se pudieron purificar por PTLC 12 mg de sternbergina (hRf 3).

Fracciones 84-87. Dada la pequefia cantidad, solo fue posible utilizar 1a técnica de PTLC,
la cual result6 especialmente 1til para aislar y cristalizar 9 mg de licorina (hRf 2).

Fracciones 88-98. A partir de las aguas madres fue posible cristalizar aciculas de
narcisidina (hRf 1) que fueron recristalizadas en acetona (18 mg).

Fracciones 99-103. De forma similar al caso anterior, se cristalizaron 2 mg del nuevo
alcaloide 2-epilicorina (hRf 0).
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2.4. IDENTIFICACION DE LOS ALCALOIDES

Para determinar la estructura de los alcaloides aislados ha sido necesario aplicar las
siguientes técnicas:

- Espectroscopia de Infrarrojo (IR): se han registrado en un espectrofotometro Perkin-
Elmer, modelo 1430, en pastilla de KBr (Departament de Farmacologia 1 Quimica
Terapéutica, Divisio de Ciéncies de la Salut, Universitat de Barcelona), y en un aparato
Bomem, modelo DA3 con transformada de Fourier, de resolucién de 0,02 cm™ y
posibilidad de trabajar en vacio (Serveis dEspectroscopia, Universitat de Barcelona).

- Espectroscopia de RMN de protén ('H-RMN) de 200 MHz'y de carbono 13 (*C-RMN)
de 50,6 MHz: registrados en un espectrofotémetro Varian XL-200 utilizando tetrametil-
silano como referencia interna y expresando los desplazamientos quimicos en partes por
millén (Servei de Ressonancia Magnética Nuclear de la Generalitat de Catalunya,
Facultat de Quimiques de la Universitat de Barcelona, y Servei dEspectroscopia de la
Facultat de Farmacia de la misma Universidad). También se realizaron algunos analisis
en un espectrofotometro Bruker-200 en las mismas condiciones de trabajo (Institute de
Chimie des Substances Naturelles de Gif-Sur-Yvette, Francia).

- Correlacion homonuclear '"H-"H (COSY): realizada utilizando la secuencia estandard
(Bax et al., 1981a), con 32 acumulaciones durante 256 valores, una amplitud de espectro
de 1600 Hz, un tiempo entre dos acumulaciones consecutivas de 2 segundos, y un tiempo
de adquisicion de 0,16 segundos. Para que resalte mejor la definicion de los picos y la
densidad, la mediciéon se realizo con datos "pseudoecho” y pliegue triangular
respectivamente (Bax et al.; 1981b).

- Espectro de masas (EM): realizado en un espectrofotometro Hewlett Packard 59865A,
con una energia de ionizacion de 70 eV (Departament de Quimica Organica, Facultat de
Quimiques, Universitat de Barcelona).

- Punto de fusion (PF): realizado en tubos capilares abiertos en un aparato Biichi, y no
corregidos (Departament de Farmacologia 1 Quimica Terapeéutica, Divisié de Ciéncies
de la Salut, Universitat de Barcelona).
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2.5. CALCULOS MOLECULARES SOBRE LOS ALCALOIDES AISLADOS

Se han realizado algunos calculos moleculares sobre determinados alcaloides aislados,
a fin de venificar asignaciones en los espectros realizados. Para ello se ha utilizado el programa
informatico Alchemy 1II version 2.00 (Tripos Associates, Inc, St. Louis). De este programa se han
usado funciones como la de minimizacion de energia y las que realizan medidas de los angulos
de enlace y torsion en las moléculas.

En el caso concreto de la funcion de minimizacion de energia, el programa utiliza un
algoritmo gradiente-conjugado que reposiciona los atomos de la molécula seleccionada hasta
encontrar el valor minimo de la funcién Energia. Esta funcion depende de factores tales como
la longitud de los enlaces, los angulos de enlace, los angulos de torsion, las interacciones de
fuera del plano de la molécula y las de Van der Waals. El programa minimizador se detiene
después de que las sucesivas iteraciones tienen una diferencia de energia menor que un valor de
ruido de fondo que se puede escoger al configurar el programa o bien si llega a un limite de
iteraciones, que también puede ser configurado antes de iniciar la minimizacion.

Tras este proceso, el programa puede dar la informacién de la Energia de la molécula
estudiada con el mismo algoritmo y ademas nos permite el calculo de parametros como
longitudes de enlace, angulos de enlace y angulos de torsidon en atomos seleccionados de la
molécula. La funcion Energia depende de estos parametros y, por tanto, se puede seguir cual es
la tendencia de la molécula a partir de una conformacion metaestable determinada. Para obtener
los datos de longitud de enlace, el programa requiere que se seleccionen dos 4tomos contiguos
que nos interesen, tres, si se desea conocer el valor de un angulo de enlace determinado y cuatro
si se pretende saber un angulo de torsion.
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3.1. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS ALCALOIDES DE NARCISSUS
PRIMIGENIUS

Como ya se ha mencionado en el apartado de Material y Métodos, se han aislado 5
alcaloides de Narcissus primigenius (figura 10) de los cuales 4, homolicorina (1), 8-O-
demetilhomolicorina (2), hemantamina (3) y 8-O-demetilmaritidina (4), han sido
completamente elucidados, mientras que la trisferidina (5) lo ha sido solo presumiblemente,
aunque con bastantes visos de certeza en base a los resultados obtenidos en otra especie (Sellés,
1993). Todos los alcaloides aislados de esta planta ya han sido detectados previamente en otras
especies de la familia Amaryllidaceae, a pesar de lo cual se debe precisar que el aislamiento de
8-O-demetilmaritidina representa el tercero en una especie de esta familia y el primero en
Narcissus, y el de trisferidina constituye el segundo en el género Narcissus, y parece indicar una
cierta tendencia a la presencia de alcaloides fenantridinicos en amarilidiceas con similares
caracteristicas genotipicas (pertenecientes a la seccion Pseudonarcissus DC.) y geograficas,
como son las especies Narcissus bicolor (Viladomat et al., 1990) y Narcissus asturiensis (Sellés,
1993).

En la exposicion de los resultados correspondientes al estudio fitoquimico se presenta
una descripcion de cada uno de los alcaloides aislados, en base a las técnicas espectroscopicas
empleadas para su completa elucidacién. En algunos casos, la confirmacion de las asignaciones
se ha basado en los célculos de las conformaciones mas estables para estos alcaloides, obtenidos
con el programa informatico Alchemy I (Tripos Associates, Inc.), el cual permite verificar datos
como los angulos de enlace y torsién necesarios para comprobar la veracidad de ciertas
asignaciones. ~

Figura 10. Alcaloides aislados de Narcisssus primigenius
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3.1.1. Homolicorina

La elucidacion estructural de esta alcaloide se ha realizado en base a la aplicacion de
técnicas espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear. La utilizacién de otras técnicas
como la espectroscopia de IR y MS, o las fisicas (pf, [« ], ae y Masa exacta) ha tenido un valor
confirmatorio.

Asi, en el espectro de 'H-RMN de homolicorina (figura 11 y tabla 14) se observa una
serie de sefiales caracteristicas, que luego se pueden ver repetidas en otros alcaloides del mismo
origen biosintético: 2 singuletes en zona aromatica, a 8 7,56 y 6,98 ppm, que corresponden a los
protones aromaticos H-7 y H-10, respectivamente, y otros 2 singuletes, a 8 3,96 y 2,00 ppm, el
primero de los cuales integra seis protones y se corresponde a los dos grupos metoxilo del anillo
aromatico, mientras que el segundo, mas apantallado, integra 3 protones que debe al grupo N-
metilo. El proton H-7 aparece a campos mas bajos que el H-10 debido al efecto de
desapantallamiento inducido por el carbonilo lactdnico en peri. La posicion relativa en para
entre los dos protones aromaticos se justifica por la ausencia de acoplamiento entre ellos.

Otras sefiales mas complejas son las que aparecen en la zona alifatica:

- el protén H-1, como un doble doblete de dobletes, debido a su triple acoplamiento con
los dos protones H-2 y con el protén metinico H-10b. H-1 presenta la evidencia de estar
en posicion o por comparacion del desplazamiento quimico y de la multiplicidad, con
compuestos analogos (Hawksworth et al., 1965). La magnitud del acoplamiento H-1/H-
10b justifica la union cis entre los anillos B y C, siendo la conformacion de minima
energia para esta molécula la que aparece en la figura 12 con una conformacion de
semisilla esperada para ¢l anillo C,

- los protones H-2, dentro de una sefial ancha a 6 2,49-2,67 ppm, que es un multiplete y
que engloba a su vez a los protones H-11 y H-10b,

- el protén olefinico H-3, dentro de una sefial ancha a 6 5,50 ppm,

- el proton metinico H-4a, como un doble doblete a 6 de 2,68 ppm, a causa de su aco-
plamiento con H-10b, junto con un acoplamiento alilico transoide con H-3. La constante
de acoplamiento entre H-4a y H-10b, con un valor de 9,6 Hz, s6lo puede deberse a una
relacion trans-diaxial entre los dos protones,

- los protones H-12 y H-12 3 aparecen como doble doblete de dobletes y doble doblete,
respectivamente. El proton o estd mas desapantallado debido a la orientacién cis
respecto al par electronico no compartido del N (Moyenehan et al., 1962). La inversion
conformacional de éste esta restringida ya que si el grupo N-metilo esta en posicion «
tiene lugar un impedimento estérico con el H-10 (figura 12).
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Tabla 14. Datos del espectro de 'H-RMN de homolicorina
(registrado en CDCl, a 200 MHz)

H 0 (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 481 ddd 12endo =42
1,2ex0=1,9
1,10b=138

2 2,49 m

3 5,50 m (W =7)

4a 2,68 dd 4a,10b=9,6
433=20

7 7,56 s

10 6,98 s

10b 2,64 dd 10b,4a=9,6
10b,1 =138

11 2,61-2,67 m

12a 3,14 ddd 120,12 =92
120,118 = 5,3
12,110 =4,1

128 2,23 dd 12B,11a = 18,0
128,120 =9,2

N-Me 2,00 s

0O-Me 3,96 3

El modelo molecular de minima energia (figura 12), no so6lo evidencia la relacion en cis
entre los anillos B y C, sino que permite obtener los 4ngulos de torsion entre H-1 y H-10b (41,8°)
y entre H-4a y H-10b (132,5°), que estan en relacion directa con las constantes de acoplamiento
observadas.

Y
- \/ N
ey N
Bt | /
\\ s /
I N S
\// - \\‘___/__
/>/ . / / /
i
if

Alchemy i
N 1\ TRIPOS Assoclates
L St. Louls, Mo.

Figura 12, Conformacion mas estable de homolicorina
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En cuanto al espectro de C-RMN de homolicorina (figura 13, tabla 15) presenta,
paralela-mente al espectro de 'H-RMN, unas sefiales caracteristicas que proporcionan
informacion valiosa sobre la estructura del compuesto. La sefial mas tipica es la correspondiente
al carbonilo lacténico, que en este caso aparece a & 165,9 ppm, pudiendo tener un claro valor
de diagndstico para este tipo de alcaloides, dado que hasta la fecha no se conocen alcaloides
lactonicos con un esqueleto base diferente al de homolicorina presentes en esta familia de
plantas. Otras sefiales tipicas, aunque de menor relevancia, serian las atribuidas al grupo N-
metilo a & 43,4 ppm, y las de los metoxilos aromaticos y del metileno en C-12 (distinguibles
entre ellas por medio de la experiencia DEPT).

Tabla 15. Datos del espectro de *C-RMN de homolicorina
(registrado en CDCl, a 50,6 MHz)

C o (ppm) multiplicidad
1 77,6 d
2 30,8 t
3 1151 d
4 140,8 s
4a 66,2 d
6 165,9 s
6a 116,7 s
7 111,6 d
8 148,38 s
9 153,0 s
10 110,8 d
10a 137,6 s
10b 43,8 d
11 27,6 t
12 56,2 t
MeOAr 56,1 q
MeOAr 55,3 q
MeN 43,4 q

Ademas, se presentan las siguientes siete sefiales correspondientes a carbonos de la parte
no aromatica:

- el carbono olefinico C-3, como doblete a & 115,1 ppm, mientras que el C-4, pertene-
ciente al mismo sistema olefinico y, ademas, cuaternario, lo hace a 140,8 ppm,

- un doblete a 8 77,6 ppm, atribuible al carbono en « respecto a la lactona,

- el carbono metinico C4a, que esta en posicion « respecto al nitrégeno, como doblete a
66,2 ppm,

- el carbono metinico en C-10b, en « respecto al anillo aromatico a 43,8 ppm,
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- el carbono metilénico C-2 a & 30,8 ppm, mientras que el también metilénico C-11 lo
hacea 6 27,6 ppm.

Finalmente, en la zona mas desapantallada aparecerian las sefiales que corresponden a
los carbonos del anillo aromatico, cuatro de ellos cuaternarios y dos terciarios, los dos carbonos
olefinicos, y el ya referido carbonilo lactdnico. La asignacion de las sefiales se ha basado en ¢l
estudio realizado por Jeffs y colaboradores sobre homolicorina y otros derivados con el mismo
esqueleto base (Jeffs et al., 1985).

Como se ha indicado, la realizacion del espectro de MS o IR ha servido en algunos casos,
y éste es uno de ellos, para verificar los datos deducidos por la interpretacion de los espectros
de RMN. Asi, el modelo de fragmentaciones de homelicorina y de otros alcaloides lactonicos
de Amarilidiceas ya habia sido ampliamente estudiado en el pasado (Ibuka et al., 1966; Schnoes
et al., 1968), y presenta una serie de fragmentos claramente diagndsticos. Este modelo se expone
aqui, ya que sirve como base para la explicacién de los espectros de MS de otros alcaloides con
el mismo tipo de esqueleto aislados en esta especie, y en la que se describird posteriormente
(homolicorina y 8-O-demetilhomolicorina en Narcissus primigenius y licorenina y 6-O-metil-
licorenina en Narcissus nevadensis).

El espectro de MS de homolicorina (figuras 14 y 15) muestra una notoria baja
abundancia para el i0n molecular a m'z = 315. Esta molécula presenta un tipo de fragmentacién
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 substltuyentes) y otro que contiene
la mitad lactona.
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Figura 14. Espectro de MS de homolicorina
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El fragmento mas caracteristico de homolicorina y derivados se da a m/z = 109. Un
mecanismo explicativo para esta fragmentacion puede basarse en un proceso tipo retro Diels-
Alder con formacion del fragmento de m/z = 109, que experimenta una pérdida subsiguiente de
hidrogeno radical para dar el pico a mz = 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
eliminacion posterior de CO y de metilo daria las especies de m/z = 150 y m/z = 135 respectiva-
mente. La pérdida de un radical hidrogeno, metilo o etilénico del fragmento de m/z = 109 puede
dar lugar, respectivamente, a los picos a m’z =108, m’z=94 y m/z = 82.

H C’NQ
3

4
—| mz= 82

yo—N
3 -CH=CH, .
—‘ + -CHy
+
cx, CH,0, _| /
— Ni -H ;
0 ) H.C" — yc—N
CHO CH,0 + 3 3
mz=315 O mz=206 ; O mz= 109
1 co
+°
CH,0. —.| .
co* -CH,
- » mz= 150 g m/z= 135
CH,O o
mz=178

Figura 15, Fragmentaciones mas usuales en homolicorina

Homolicorina (1) - agujas blancas. AE encontrado: C, 67,85; H, 6,71; N, 4,50. C,;H,,NO,
requiere: C, 68,57, H, 6,66; N, 4,44%. Pf: 169-171°. [«], +86° (EtOH,; ¢ 0,56). IR v, cm’
(KBr): 2820, 1700, 1600, 1260-1245, 1080. MS m‘z (int. rel.): 315 (<1), 206 (3), 178 (11), 150
(8), 135 (6), 109 (100), 108 (59), 94 (14), 82 (1). Los datos espectroscopicos de 'Hy “C-RMN
se muestran en las tablas 14 y 15.

3.1.2, 8-O-Demetilhomolicorina

La elucidacion estructural de este alcaloide no ha resultado demasiado dificil por
presentar todos sus datos espectrales una gran similitud con el alcaloide homolicorina, descrito
en el apartado anterior.

La realizacion del espectro de 'H-RMN (figura 16, tabla 16) ha permitido evidenciar que
el alcaloide es idéntico al anterior, excepto por la ausencia de un metoxilo aromatico. Este hecho
se refleja en la figura 16, en la cual puede apreciarse que la integracion de los metoxilos
aromaticos es 3, como la del grupo N-metilo, y también se puede comparar con la figura 11,y
con el espectro de 'H-RMN de homolicorina.
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Los protones mds importantes para distinguir si es 8-O-demetilhomelicorina o 9-O-
demetilhomolicerina son los H-7 y H-10. Estos protones se asignan facilmente en virtud del des-
apantallamiento del H-7 por el grupo carbonilo lactonico. Se puede afirmar que es el isomero
en 8 y no en 9, debido a que los desplazamientos observados son los mismos que los observados
por Jeffs y colaboradores en 1985, y diferentes a los encontrados para 9-O-demetilhomolicorina
(Bastida et al., 1987b). Una segunda evidencia viene dada por el dato fisico del punto de fusion,
138-140°C, coincidente por el descrito por Jeffs y colaboradores de 1985 para la 8-O-
demetilhomolicorina (Jeffs et al., 1985), y claramente diferente del observado para el isomero
en 9, de 270-272°C (Bastida et al., 1987b). Debe hacerse notar que a pesar de que en el trabajo
de Jeffs y colaboradores se nombra al compuesto como 9-O-demetilhomolicorina (Jeffs et al.,
1985) de acuerdo con el sistema de numeracion biosintética propuesta por Ghosal y adoptado
en la presente memoria, €l nombre correcto es el de 8-O-demetilhomolicorina (Ghosal et al.,
1985a).

Tabla 16. Datos del espectro de 'H-RMN de 8-O-demetilhomolicorina
(registrado en CDCl, a 200 MHz)

H 6 (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 478 ddd 1,2endo =42
1,2ex0=1,7

2 2,52 m

3 5,53 m (W% =7)

4a 2,77 bd : 4a,10b = 10,0

7 7,54 S

10 7,08 s

10b 2,58 dd 10b,4a = 10,0

11 2,49-2.64 m

12a 3,20 ddd 122,128 =9,2
120,11 =7,0
12,112 =3,5

128 2,31 dd 128,11 = 18,3
128,120 =9,2

N-Me 2,03 s

O-Me 3,91

El espectro de "C-RMN corrobora la estructura propuesta. Dada la similitud con homo-
licorina, inicamente se expone una tabla comparativa (tabla 17) que refleja la pérdida de un
metoxilo aromatico, asi como un apantallamiento de unos 2 ppm en el carbono C-8, como con-
secuencia de un cambio de metoxilacion (homolicorina) a hidroxilacion (8-O-demetil-homoli-
corina) y un desapantallamiento de la posicion vecina C-7 al cambiar la funcionalizacion en la
posicion 8.
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Tabla 17. Datos comparativos de los espectros de >C-RMN de homolicorina (1) y 8-O-demetilhomolicorina 2)
(registrados en CDCIl, a 50,6 MHz)

C 1 2 multiplicidad
1 77,6 77,6 d
2 30,8 30,9 t
3 115,1 116,3 d
4 140,8 140,0 s
4a 66,2 66,5 d
6 165,9 165,9 s
6a 116,7 1171 s
7 111,6 1158 d
8 1488 146,3 5
9 153,0 151,9 s
10 110,8 110,7 d
10a 137,6 136,2 s
10b 43,8 433 d
11 27,6 27,5 Tt
12 56,2 56,1 t
MeOAr 56,1 55,9 q
MeOAr 583 e q
MeN 434 429 q

El estudio de las fragmentaciones en el espectro de masas de los alcaloides del tipo
homolicorina (Ibuka et al., 1966; Schnoes et al., 1968) es aplicable en 8-O-demetilhomolicori-
na (figura 17). Asi, el pico molecular, a m’z de 301, es de baja intensidad, hecho caracteristico
en los alcaloides del tipo de la homolicorina. En cuanto al modelo de fragmentacion, es del todo
similar al de homolicorina: un proceso del tipo retro-Diels-Alder justifica el pico base a m'z =
109, y la principal diferencia radica en el peso del fragmento complementario, en funcion de las
sustitu-ciones que pueda presentar el alcaloide. El resto de sefiales se explican segiin el mismo
modelo que el de las fragmentaciones de homolicorina (figura 15).
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Figura 17. Espectro de MS de 8-O-Demetithomolicorina
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8-0O-Demetilhomolicorina (2) - finas agujas incoloras; AE encontrado: C, 67,52; H, 6,31; N,
4,60. C,gH,,NO,. 1H,0 requiere: C, 67,77, H, 6,31; N, 4,65%. Pf: 138-140°. [a],+89,6° (CHCI
c0,41). IR v, cm™ (KBr): 3500-2700, 1690, 1260, 1075. MS m/z (int. rel.): 301 (<1), 192 (<1),
164 (4), 136 (3), 121 (2), 109 (100), 108 (44), 94 (5), 82 (5). Los datos espectroscopicos de 'H
y *C-RMN se muestran en las tablas 16 y 17.

3.1.3. Hemantamina

El tercer alcaloide aislado de Narcissus primigenius ha sido identificado como heman-
tamina en base a su espectro de 'H-RMN vy al experimento de correlacion homonuclear de
protén. Adicionalmente se han realizado los espectros de C-RMN, IR y MS que confirmaron
la estructura propuesta. Este alcaloide, aislado previamente en numerosas especies de
Amarilidaceas (Fernandez, 1993), se corresponde con una estructura del tipo a.-crinano, es decir,
con el puente etilideno C-11/C-12 orientado hacia la cara «. La estructura que se ha encontrado
como energéticamente mas estable, después de minimizar la energia de la estructura es la que
se representa en la figura 18.
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Figura 18, Conformacion mas estable de hemantamina

En el espectro de '"H-RMN de hemantamina (figura 19, tabla 18) se observan como
sefiales mas caracteristicas:

- cuatro singuletes a & 6,82, 6,47, 5,88 y 3,36 ppm, que corresponden respectivamente a
los protones aromaticos H-10, H-7, los dos protones del grupo metilendioxo, y el
metoxilo no aromatico en la posicion 3, sefiales que concuerdan con las descritas en la
bibliografia (Pabugguoglu et al, 1989; Bastida et al, 1987b),



Contribucion al estudio de la composicion alcaloidica en el género Narcissus L. 59

- la olefina de las posiciones 1-2, que constituye un sistema ABX con H-3, distinguiéndose
H-1, a d 6,42 ppm, el cual acopla unicamente con H-2, mientras que de éste Gltimo con
6 6,32 ppm, se aprecia ademas un acoplamiento con el vecino H-3 dando como sefial un
doble doblete,

- el protén H-3, que acopla a su vez con los dos hidrogenos de la posicion 4, y podria
acoplar también con H-1 por estar en una posicion alilica del tipo transoide. Sin
embargo, la posicion « del protén H-3 no permite un acoplamiento detectable con H-1,
lo cual no sucede en el caso de siculinina, en que hay un acoplamiento de 2,1 Hz entre
H-1 y H-3 (Pabugguoglu et al., 1989), o en el de crinamina, que muestra un acopla-
miento de 2,0 Hz entre esos dos protones (Ghosal et al., 1986a). En estos dos alcaloides
el acoplamiento entre H-1 y H-3 se debe a la orientacion hacia la cara §§ del proton de
la posicién 3.

- Los protones en 4 muestran la sefial mas compleja, pues primeramente acoplan entre si
con una constante geminal de gran intensidad, y también acoplan con el proton en 4a 'y
el de la posicion 3.

- Un doble doblete a 6 3,42 ppm, correspondiente al protén 4a, que acopla con los
protones en 4« y 4B. Otras sefiales con la misma multiplicidad, dobles dobletes, se
aprecian a d 4,0, 3,35 y 3,24 ppm, y corresponden respectivamente, al proton H-11ya
los dos protones no equivalentes en 12. El hecho de que los dos protones de 1a posicion
12 no sean equivalentes es la causa de que H-11 aparezca como un doble doblete y no
como un triplete. '

- Los protones metilénicos en 6 muestran un gran acoplamiento geminal (Haugwitz et al.,
1965). El mayor desapantallamiento de H-6« esta relacionado con su disposicion en cis
respecto al par de electrones no enlazante del nitrégeno (Moyenehan et al., 1962).
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Figura 19. Espectro de 'H-RMN de hemantamina (registrado en CDCL,)
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Tabla 18. Datos del espectro de 'H-RMN de hemantamina
(registrado en CDCl; a 200 MHz)

H 0 (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 6,42 d 1,2=10,0

2 6,32 dd 2,1=100
23=55

3 3,87 m 32=55
340 =40
34p =37

4q 2,2 ddd 40,43 =13,8
4a,4a=132
40.3=3,7

4p 2,08 ddd 48,400 =13,8
403,4a=6,7
4B,3=4,0

4a 3,42 dd 43,40 =132
43,43 =6,7

60 4.35 d 60,6p =16,6

6 3,77 d 6f,6a =16,6

7 6,47 s

10 6,82 s )

11 4,00 dd 11,12ex0 = 6,3
11,12endo=3,4

12exo0 3,35 dd 12exo0,12endo = 14,0
12ex0,11 =6,3

12endo 3,24 dd : 12endo,12exo0 = 14,0
12endo,11 =34

OCH,0 5,88 s

O-Me 3,36 s

Estos acoplamientos se justifican por medio de un experimento de correlacion
homonuclear (COSY) en el que se observa que el singulete del metoxilo no aromatico se solapa
con las sefiales de correlacion de su zona del espectro (& 3,3-3,6) (figura 20). Se observa también
que hay correlacion de H-3 con el proton H-2 y los dos H-4, y se pueden distinguir los H-12 en
base a su correlacion con H-11.
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Figura 20. Experimento COSY de hemantamina realizado en CDCl,

Por otra parte, la conformacion mas estable de la molécula, puede confirmarse
experimentalmente por medio de la técnica 2D-NOE, que permite verificar la configuracion
relativa para H-3 y H-11, asi como la disposicién del puente etilideno C-11/C-12, en la cual
radica la diferencia entre las series de la hemantamina y la erinina. Asi, H-6a, con & 4,35 ppm,
muestra efecto NOE con H-12endo, cuyo & es de 3,24 ppm. H-12exo0 esta a campos mas bajos
debido a su disposicion en cis respecto al par de electrones libres del nitrogeno (Moyenehan et
al., 1962). A su vez, H-6B (8 = 3,77 ppm) se cierra hacia H-4a, lo que confirma la disposicion
en trans de los anillos By C. Ademas, la existencia de efecto NOE entre H-11, con & 4,00 ppm,
y H-4«, con § 3,42 ppm, en posicion pseudoaxial, implica una disposicion en syn del hidroxilo
en C-11 con respecto al anillo aromatico, y la conformacion en semisilla del anillo C (como ya
se apreciaba en la figura 18).

En el espectro de "C-RMN de hemantamina (figura 21, tabla 19) se pueden apreciar las
siguientes sefiales:
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- una zona caracteristica, correspondiente a la olefina formada por los carbonos C-1/C-2,

que se puede observar en la zona aromatica a & 130,4 y 127,7 ppm, respectivamente. Se
ha podido constatar, por comparacion 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 tipo de sustituyente en este ultimo carbono. Asi, crinamina, con el
metoxilo en C-3 en posicion ecuatorial, tiene un desplazamiento de 135,8 ppm para el
C-1, lo que representa un desapantallamiento de 7,8 ppm respecto de hemantamina, la
cual es igual a crinamina salvo en la estereoquimica en C-3 (Frahm et al., 1985).

El carbono de la posicion alilica C-3 aparece a 8 72,5 ppm. Como se vera posterior-
mente, al comparar con 8-O-demetilmaritidina, este carbono se ve afectado en su
desplazamiento por una sustitucion por hidroxilo o metoxilo, y si ésta es en posicion
ecuatorial o axial. Un ejemplo seria el caso de crinamina, en la cual la posicion ecua-
torial del metoxilo en este carbono permite un 8 de 76 ppm, lo que lleva a un desapan-
tallamiento en 3,5 ppm respecto a hemantamina (Frahm et al., 1985). En cuanto a la
influencia de la hidroxilacién/metoxilacién en este carbono, se puede constatar que en
vitatina, analogo de hemantamina pero hidroxilado en 3, hay un desplazamiento en este
carbono de 64 ppm, lo que representa un apantallamiento de 8,5 ppm respecto al
correspondiente carbono de hemantamina (Frahm et al., 1985). Asi, pues, en base a
estos datos, se puede concluir que existe un metoxilo en posicidn axial unido al C-3.

El C-4 tiene un valor de & de 27,4 ppm, y por comparacion con la 8-O-demetil-
maritidina, se observa que esta afectado de forma opuesta a como sucede al C-3 res-
pecto del cambio hidroxilacién/metoxilacion. También esta influenciado por la posicion
axial o ecuatorial del sustituyente en C-3, y se puede hacer la analogia con crinamina,
en el sentido de que el metoxilo en ecuatorial en este Gitimo alcaloide lleva a un
apantallamiento en el vecino respecto a hemantamina.

El carbono terciario C-4a, que forma parte de la union entre los anillos B y C, tiene un
valor & de 62,3 ppm, que es un valor normal para un alcaloide como la hemantamina,
con una union en frans entre dichos anillos, y con un sustituyente axial en 3. El carbono
cuaternario C-10b se observa a 49,7 ppm debido a su proximidad al carbono 11 con un
hidroxilo.

Los carbonos 11 y 12 aparecen a 79,5 y 60,5 ppm, respectivamente, valores debidos a la
gran influencia del hidroxilo en 11, que produce un intenso desapantallamiento.

El resto de seiiales del anillo aromatico, grupo metilendioxo y metoxilo no aromatico,
son sefiales tipicas, considerandose innecesario su comentario.
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Tabla 19. Datos del espectro de *C-RMN de hemantamina
(registrado’en CDCI, a 50,6 MHz)

C o (ppm) multiplicidad
1 130,4 d
2 127,7 d
3 72,5 d
4 27,4 t
4a 62,3 d
6 62,8 t
6a 125,7 s
7 106,9 d
8 146,1 s
9 146,5 S
10 103,2 d
i0a 135,3 s
10b 49,7 S
11 79,5 d
12 60,5 t
OCH.0 100,7 t
MeO 56,2 q

En cuanto al espectro de masas de hemantamina, es algo mas complicado que el de los
dos alcaloides descritos anteriormente (figura 22). El modelo de fragmentacion ha sido estudiado
sobre todo por Duffield (Duffield et al., 1965), pero los mejores trabajos son los publicados por
Longevialle y colaboradores (Longevialle et al., 1973a y b).

Un primer hecho destacable es la presencia del hidroxilo en C-11 afecta bastante a los
procesos de fragmentacion de la molécula (figuras 23, 24 y 25).

Hemantamina presenta un pico molecular de poca intensidad a m/z 301, asi como tres
modos fundamentales de fragmentacion: pérdida de CH,OH, pérdida de C,H,N y pérdida de
CHO. En general, para los alcaloides del tipo crinano (o o P indistintamente) la pérdida de
metanol (figura 23) esta mas favorecida en las moléculas en las que el puente y el sustituyente
en C-3 estan en cis. El fragmento de m/z = 269 se forma entonces, pero mucho mas facilmente
que cuando no se cumple esta condicidn. 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 forma-
cidn, m/z = 240 que se produce por pérdida de un radical tipo formaldehido, m/z = 211, que
procede del anterior por fragmentacion de una unidad metilenimina, m’z = 210 y m/z = 209, que
deriva por pérdida sucesiva de dos radicales hidrogeno y, finalmente, el que es el pico base a m/z
= 181, derivado de la pérdida de una molécula de formaldehido. Otra posibilidad para el ion m/z
= 269 incluye la pérdida de su cadena cetdnica como consecuencia de una reordenacion de
McLafferty con uno de los hidrégenos del esqueleto llevando al i6n de m/z = 225 que puede
experimentar una subsiguiente eliminacion de hidrégeno.
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Figura 22. Espectro de Masas de hemantamina

Los procesos que llevan a la pérdida de C,H;N (M-43) y C,H,N (M-44) son también
importantes. En hemantamina 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 signi-
ficancia 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 C,H,; 6 C;HN dominara enteramente el patron de la
fragmentacion. El modelo propuesto por Longevialle y colaboradores, consiste en la apertura del
anillo D por rotura del enlace C-11/C-12, seguido de reordenamiento del hidrogeno 11-
hidroxilico, que se pierde (Longevialle et al., 1973b). El grupo aldehidico asi formado puede
entonces inducir rotura del enlace C-6/C-6a, generando un i0n oxonio en conjugacion con el
anillo aromatico. Una rotura homolitica del enlace C-4a/C-5 elimina la mitad nitrogenada
CH,=NCH,, con generacion del radical m/z = 258. De esta manera, €l i6n oxonio induce la
pérdiga 4e un hidrogeno radical llevando al fragmento mz = 257 seguido de pérdida de metanol

o de.un radical metoxilo, lo que daria los fragmentos de m/z = 225 y m’z = 227.
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Figura 23. Fragmentaciones de hemantamina. Pérdida de CH,OH.
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Figura 24. Fragmentaciones de hemantamina. Pérdida de C,H.N.
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La pérdida de CHO observada por Longevialle y colaboradores para otros compuestos
del grupo de la hemantamina, es poco importante en ésta. Picos caracteristicos de este grupo
son los m/z =272, m/'z =230, m’z = 198 y m/z = 197 (figura 25).

mz=272

"CH,N=CH, i

mz= 198

CHO
< "C,HNO < g ﬁo
/ o (N
mz= 197 'CH3OH m'z=230

Figura 25, Fragmentaciones de hemantamina. Pérdida de CHO.

Hemantamina (3) - cristales plumosos incoloros, Masa exacta m/z 301,1309; calculado para
C,,H,,NO, 301,1313. Pf: 195-198°. [a],, +38,3° (CHCly; ¢ 0,45). IR v_ cm™ (KBr): 3350-
2960, 1480, 1340, 1240, 1040, 940. MS m/z (int. rel.): 301 (24), 269 (39), 268 (17), 258 (6),
257 (19), 240 (26), 227 (41), 225 (41), 224 (35), 211 (36), 210 (17), 209 (26), 181 (100). Los
datos espectroscopicos de 'H'y *C-RMN se muestran en las tablas 18 y 19.

3.1.4. 8—O-Deme_tilmaritidina

El cuarto alcaloide aislado de Narcissus primigenius es una molécula bastante inusual
en la familia de las Amaryllidaceae. La primera cita sobre este alcaloide fue su aislamiento en
1987, de Hymenocallis rotata Herb. y posteriormente se encontr6 también en especies del género
- Sternbergia (Pabugguoglu et al., 1989). Con este trabajo, pues se reporta, por tercera vez el
aislamiento de este alcaloide en una amarilidacea, y la primera en el género Narcissus. Ademas,
se han podido completar los datos espectroscopicos de este compuesto al haberse realizado el
espectro de "C-RMN, el cual no estaba descrito en la literatura. Dado que es un producto poco
frecuente, se describen con mayor detalle, los diferentes espectros realizados.
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Asi, el espectro de IR (figura 26) de 8-O-demetilmaritidina muestra como sefiales mas
caracteristicas:

- a3421 cm’, una banda ancha atribuible a un hidroxilo libre.

- a 1260 cm’, una banda intensa que puede asignarse al estiramiento de uno (o mas)
enlaces C-O-C (previsiblemente correspondientes a metoxilos).

- finalmente, una sefial algo mas inespecifica, pero que puede ser atribuida a la vibracion
del enlace ArC-C, observada a 1507 cm™.
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Figura 26. Espectro de IR de 8-O-demetilmaritidina

El espectro de IR da poca informacion sobre la estructura de la molécula, siendo el de
'H-RMN de mayor utilidad para la elucidacion. Este espectro (figura 28, tabla 20) muestra, como
sefiales mas caracteristicas las siguientes:

- un grupo metoxilo aromatico a & 3,89 ppm, y dos protones aromaticos como singuletes
ad 6,48y 6,82 ppm,

- los protones H-1 y H-2, que presentan un acoplamiento cis-olefinico entre si, y H-2,ade-
mas, con los H-3a y H-4B, con lo que H-2 se muestra como doble doblete de dobletes,

- el proton H-3, que aparece en «, pues si estuviera en § mostraria un acoplamiento alilico
cercano a los 2 Hz con H-1, y el acoplamiento de H-2 con H-3 seria atn de mas baja
intensidad, como ocurre con epimaritidina (Ghosal et al., 1985b) y bulbispermina (Ali
et al., 1984). Todo ello es similar a lo observado en hemantamina (Bastida et al.,
1987a).
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- El proton H-4« 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-4 8 muestra
como hecho caracteristico un acoplamiento con H-2, debido a un mecanismo W (ya que
se encuentran en el mismo plano). Todas estas afirmaciones pueden verse mas
claramente en el modelo estructural de minima energia obtenido para la 8-O-
demetilmaritidina (figura 27).

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

/A Alchemy |l
/f—/"\ TRIPOS Associates
L=l 8L Louls, Mo.

Figura 27. Conformacion mas estable en 8-O-demetilmaritidina
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Tabla 20. Datos del espectro de '"H-RMN de 8-O-demetilmaritidina

(registrado en CDCl, a 200 MHz)

H o (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 6,5 d 1,2=10,0

2 5,9 ddd 2,1=10,0
23a =352
2,4p <1

3a 4,25 td 3a,2=35,2
3a,40 =4,0

4o 1,7 td 40,48 =133
4a.4a=133
4a,300 =4,0

4p 1,9 m

4a 3,4-3,6 dd

6a 4,41 d 6a,6p =164

6P 3,81 d 68,60 = 16,4

7 6,48 s

10 6,82 s

llexo 1,8-2,0 m

l1endo 2,18 ddd 1lendo,l1exo = 12,2
11endo,12endo = 9,1
llendo,12ex0 = 4,3

12exo0 3,31 ddd 12exo0,12endo = 12,7
12ex0,11ex0 =100
12ex0,11endo =43

12endo 2,91 ddd 12endo,12ex0 = 12,7
12endo,11endo = 9,1
12endo,11ex0 = 6,2

O-Me 3,89 s

El complejo sistema de los protones del puente 5,10b-etano fue clarificado con
la realizacion de un COSY (figura 29). En este experimento se observa que los protones del
metileno en C-12 aparecen a campos mas bajos que los del metileno en C-11 debido al efecto

de desapantallamiento al estar en « respecto al nitrogeno.
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Figura 29. Experimento COSY de 8-O-demetilmaritidina

Para la interpretacion del espectro de *C-RMN de 8-O-demetilmaritidina (figura 30,
tabla 21), es de gran utilidad el trabajo de Frahm y colaboradores en el que se estudian otros
alcaloides de Amarilidiceas emparentados con éste, entre ellos, los del grupo del (-)-1,2-
dehidrocrinano (Frahm et al., 1985).

Las sefiales que se identifican son las siguientes:

- los dos carbonos olefinicos en C-1 y C-2 entre los dobletes aromaticos se situarian en los
130,35 ppm y 127,68 ppm. Se ha observado, por los valores de desplazamiento de C-1
y C-2 para otros compuestos andlogos, que éstos dependen de la estereoquimica de C-
10b y de C-3, y ademas son influenciados por el sustituyente en C-3 (Frahm et al., 1985).

- el carbono alilico C-3 responde al cambio de metoxilacion en hemantamina a hidroxila-
cion en 8-O-demetilmaritidina, con un apantallamiento de unos 10 ppm en su 6. En
todos los casos un sustituyente en posicion axial produce un apantallamiento de 2 a 3
ppm. Previsiblemente, nuestro sustituyente estd en posicion axial, pues si comparamos
con bulbispermina, alcaloide con el mismo nicleo de a-crinano, y con hidroxilo en
ecuatorial en la posicion 3, el desplazamiento en esta posicion aparece desapantallado
en 2 ppm respecto a 8-O-demetilmaritidina.
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Figura 30. Espectro de "C-RMN de 8-O-demetilmaritidina (registrado en CDCl,)
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- El carbono C-4 experimenta el efecto inverso a C-3 respecto a la hidroxilacion o la
metoxilacion, y las posiciones en ecuatorial o axial del sustituyente en ese carbono y en
8-O-demetilmaritidina manifiesta un desapantallamiento mayor que en hemantamina.

- El carbono terciario C-4a, que en las uniones frans de los anillos B/C presenta un
desplazamiento entre 61-63 ppm con un sustituyente en axial en la posicion 3, tiene un
apantallamiento de 5 ppm si hay epimerizacién en esa posicidn, y experimenta un
apantallamiento similar con una hidroxilacién en 6«, de lo que se puede deducir, que la
unién B/C es frans ya que C-3 tiene el sustituyente en posicion axial y C-6 no tiene
ningin sustituyente, lo cual coincide también con los resultados de 'H-RMN.

- El carbono C-6 tiene un desplazamiento acorde con la ausencia de sustitucién en este
carbono, ya que una hidroxilacion desapantallaria del orden de 12 a 14 ppm. Por otra
parte, se puede deducir deducir que no hay sustitucion en este carbono a partir de los
datos del desplazamiento de C-4a y los de 'H-RMN de los protones en C-6.

- En cuanto a las sefiales del anillo aromatico, 1a sefial de C-6a, carbono cuaternario, se
observa a 121,1 ppm, que concuerda sobre todo, con el hecho de 1a no-sustituciéon en C-
7, 1o mismo que para el caso de C-6. El carbno C-7 aparece también dentro de sus valo-
res normales, 109,8 ppm, al igual que C-8, a 144,8 ppm, que corresponde a una
sustitucion por hidroxilo; C-10, igual que C-7, muestra doblete. Finalmente, el cuater-
nario C-10a, resuena a 136,5 ppm.

- El carbono C-10b, carbono terciario, presenta un desplazamiento & de 44,0 ppm, que es
el valor normal cuando no hay hidroxilacion en 11, ni epéxido en las posiciones del
doble enlace 1,2, como ocurre en flexinina (Frahm et al., 1985).

- Los carbonos C-11 y C-12, a 42,8 y 52,8 ppm, respectivamente, tienen los valores que
estan de acuerdo con carbonos no sustituidos en esa posicion.

- Finalmente, la sefial correspondiente al carbono metoxilico se observa a 6 55,8, valor
caracteristico de los carbonos metoxilicos. No hay carbono metoxilico en el anillo A ni
otros metoxilos en otras posiciones.
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Tabla 21. Datos del espectro de *C-RMN de 8-O-demetilmaritidina
(registrado en CDC1,+CD,0D a 50,6 MHz)

C & (ppm) multiplicidad
1 130,3 d
2 127,6 d
3 63,3 d
4 31,6 t
4a 62,8 d
6 60,9 t
6a 121,1 S
7 109,8 d
8 144,8 s
9 146,0 s
10 109,2 d
10a 136,5 s
10b 44,0 s
1 42,8 d
12 52,8 t
MeO - 558 q

Para la interpretacion del espectro de masas de 8-O-demetilmaritidina (figura 31), que
no habia sido estudiado a fondo, han sido de gran ayuda los trabajos de Longevialle y
colaboradores (Longevialle et al., 1973a y b), y especialmente el de Kihara y colaboradores, en
el que se describe por primera vez tras su aislamiento (Kihara et al., 1987). En el espectro de
masas de este alcaloide se observa el pico molecular a m/z = 273. La presencia del doble enlace
de las posiciones 1,2 influencia el modo de fragmentacidn. Asi, el modelo de fragmentacion de
este compuesto es marcadamente diferente del de otro compuesto analogo, pero 11-hidroxilado
como es hemantamina. La ruta del proceso, incluyendo la pérdida del enlace 1,10b, es de gran
importancia, pues incluye la ruptura de los enlaces 4a,10b y 3,4 estd caracterizada por la
presencia del doble enlace 1,2. Este es el mecanismo mas importante que conduce a las subsi-
guientes fragmentaciones en 8-O-demetilmaritidina.

Un hecho caracteristico de la fragmentacion de ésta molécula (figura 32) es la pérdida
de un nitrégeno contenido en la mitad C H N (M-55), que puede tener lugar por la rotura de los
enlaces 11/12, 10b/4a 'y 3/4, seguido de pérdida de C;H N, dando lugar al i6n radical conjugado
de m/z =218 que puede perder el hidrogeno hidroxilico formandose el m/z = 217. Este modelo
de fragmentacion también es claramente diferente al postulado para hemantamina. Este i6n
puede perder CH;O dando el fragmento m/’z = 189, que, a su vez, por pérdida de un hidrogeno
originara el pico m/z = 188. Por otra parte, la presencia de un hidroxilo en 3 permite la
fragmentacion que se deriva de la pérdida de CHO. Asi, a partir del i6n radical de m/z = 218, por
pérdida de un i6n formaldehido se forma el ion de mz = 189, ¢l cual puede perder un CH;O
dando el i6n radical de m/z = 158, que por pérdida de un hidrégeno originard el de m/z =157.
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Figura 31. Espectro de Masas de 8-O-demetilmaritidina

H
AT °
CHO,
—
HO mz=217
“CHO
G g
CH,O !)
HO * HO .
mz=189
| |”
CHO,
o
. . HO' +
mz= 157 mz=158 m'z= 189 o= 188

Figura 32. Fragmentaciones de masas en 8-O-demetilmaritidina

La pérdida del atomo de nitrogeno con dos carbonos y 4 6 5 hidrégenos, constituye otro
posible proceso de fragmentacion observado en alcaloides con este nucleo. En el caso de 8-O-
demetilmaritidina, no obstante es poco significativo. A consecuencia de una rotura del enlace
4a,10b, seguida de reordenamiento de un hidrogeno de C-11, se abre una forma iminio a partir
del i6n molecular, el cual puede perder C,H,N para dar el i6n m/z = 231.
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La identificacion como 8-O-demetilmaritidina se ha verificado en base al dato fisico
del punto de fusion. Este dato, es de gran relevancia dado que la diferencia de valores entre
ambos isomero es del orden de 100°C, siendo superior el del isomero en 9.

8-O-demetilmaritidina (4) - cristales color azafran; Masa exacta m/z 273,1360 calculado para
C,H,,NO, 273,1365. Pf: 139-141°. [« ], +28° (EtOH, ¢ 0,53). IR v,,, cm™ (KBr): 3421, 1507,
1260. MS m/z (int. rel.): 273 (5), 257 (5), 230 (2), 218 (<1), 217 (1), 215 (1), 214 (<1), 189 (4),
188 (<1), 158 (1), 157 (5). Los datos espectroscopicos de 'H y PC-RMN se muestran en las
tablas 20 y 21.

3.1.5. Trisferidina

El quinto alcaloide aislado de Narcissus primigenius se ha identificado como trisferidina
en base al espectro de 'H-RMN, ya que el producto obtenido no ha permitido realizar un analisis
mas completo. De todas maneras, la estructura es suficientemente sencilla como para permitir
su confirmacion. Este alcaloide, derivado de una fenantridina, tiene como nombre sistematico
el de 8,9-Metilendioxifenantridina y parece estar relacionado biosintéticamente con el grupo
de la licorina. Este hecho ha sido puesto de manifesto por Suau y colaboradores quienes
postulan una relacion entre trisferidina e ismina, compuesto este Gltimo aislado en Lapiedra
martinezii (Suau et al., 1990a). Este seria el segundo aislamiento de este alcaloide en el género
Narcissus después del realizado en N. asturiensis (Sellés, 1993).

El espectro de '"H-RMN de trisferidina (figura 33, tabla 22) presenta las siguientes
sefiales:

un singulete muy desapantallado a 6 9,13 ppm, asignable al proton iminico en 6,

- dos dobletes a & 8,41 y 8,15 ppm, debidos a los protones de las posiciones 1 y 4 respec-
tivamente,

- dos singuletes a 7,93 y 7,37 ppm, que corresponderian a los protones H-10 y H-7, y
debido a su multiplicidad guardan una relacidn para en un sistema bencénico
tetrasustituido (la distincidn entre estas sefiales se ha hecho por homologia con las
equivalentes determinadas para la trisferidina aislada en N. asturiensis, donde se
pudieron corroborar las asignaciones con experimentos bidimensionales de RMN),

- dos dobles dobletes a 7,65 y 7,73, respectivamente, asignables a H-2 y H-3 y, por altimo,
un singulete a & 6,22 ppm, asignable a los dos protones del anillo dioxol.

Trisferidina (5) - solido amorfo. AE encontrado: C, 75,41; H, 4,11; N, 6,29. C H ,NO ,requiere:
C, 75,30, H, 4,07; N, 6,29%. Pf: 138° Los datos espectroscopicos de 'H se muestran en la tabla
22.
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Tabla 22. Datos del espectro de 'H-RMN de trisferidina
(registrado en CDCI; a 200 MHz)

H o (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 8,41 dd @8, 1,6)

2 7,65 ddd (8,8, 1,3)
3 7,73 s

4 8,15 dd (8,1,3)

6 9,13 s

7 7,37 s

10 7,93 s

OCH,0 6,22 s
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3.2. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS ALCALOIDES DE NARCISSUS
NEVADENSIS

Los alcaloides aislados esta especie estan representados en la figura 34 y son los
siguientes: licorenina (6), 6-O-metil-licorenina (7), licorina (8), 2-epi-licorina (9), narcisidina
(10), galantina (11) y sternbergina (12). De ellos, los dos primeros derivan por reordenamiento
de un alcaloide que no ha sido aislado en la planta, la norpluviina. El resto pertenece al tipo
general de la licorina.

Figura 34, Alcaloides aislados de Narcissus nevadensis

3.2.1. Licorenina

Este alcaloide, frecuente en las Amarilidaceas, es del mismo tipo estructural que
homolicorina (1) y 8-O-demetilhomolicorina (2) y su elucidacion se ha realizado en base a los
datos de RMN. La realizacion del espectro de IR ha permitido comprobar la ausencia de lactona
en la posicion 6, a diferencia de 1y 2.

El espectro de 'H-RMN de licorenina (figura 35, tabla 23) posee dos singuletes
caracteristicos a 6 6,99 y 6,87, y que corresponden a los protones aromaticos H-7 y H-10,
respectivamente, y otros dos que se observan a 3,88 y 2,08 ppm. El primero de ellos integra 6
protones, asignables a dos grupos metoxilo unidos a un anillo aromatico, mientras que el otro
singulete, a campos mads altos, integra 3 protones que corresponden a un grupo N-metilo. A
diferencia del alcaloide lactonico del cual proviene, la homolicorina (1), el proton H-7 de
licorenina no experimenta el efecto de desapantallamiento debido al carbonilo lacténico, y pasa
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Figura 35. Espectro de '"H-RMN de licorenina (registrado en CDCly)
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a ocupar una posicion a campos mas altos (Hawksworth et al., 1965). Por su parte, el
desplazamiento del H-10 permanece invariable respecto al alcaloide cabeza de serie.

Otras sefiales son:
- un singulete a & 6,05 ppm, asignable al proton de la posicion 6,
- un singulete ancho a 8 5,47 ppm, correspondiente al proton olefinico de 3,

- un doblete ancho correspondiente al H-1 a 8 4,35 ppm, y que, a consecuencia del acopla-
miento de baja magnitud con H-10b, evidencia una relacion cis entre los anillos By C,
al igual que sucede con 1y 2.

- Los protones H-2 aparecen como un multiplete en una zona de dificil resolucion, en la
que coinciden con los H-11.

- El proton metinico H-4a aparece como doblete ancho a causa de su acoplamiento con H-
10b. La magnitud de este acoplamiento sélo puede explicarse en base a una relacion
trans diaxial entre ambos protones.

- Finalmente, los protones H-12a y H-12p aparecen como doble doblete de dobletes y
doble doblete, respectivamente. La inversion configuracional del nitrégeno esta restrin-
gida, pues si el grupo N-metilo estuviese en posicion o habria impedimento estérico con
H-10. '

Tabla 23. Datos del espectro de '"H-RMN de licorenina
(registrado en CDCl; a 200 MHz)

H o (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 435 brd 1,10b=53

2a 2,35 m

2p 2,60 m

3 5,47 brs

4a 2,78 brd 4a,10b =10,0

6 6,05 s

7 6,87 S

10 6,99 s

10b 2,49 dd 10b,4a = 10,0
10b,1=53

11 2,40-2,60 m

12a 3,15 ddd 122,12 =9,0
12a,118 =65
12,11 =3,3

128 2,26 dd 12B,11e = 18,0
128,120 =9,0

N-Me 2,08

O-Me 3,88
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La zona de mas dificil resolucion, la comprendida entre los metoxilos aromaticos y el
grupo N-metilo, ha podido ser resuelta con la realizacion de un experimento 2D-COSY (figura
36).
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Figura 36. Experimento COSY de licorenina realizado en CDC1,/CD,0D
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En cuanto al espectro de "C-RMN (figura 37, tabla 24), es consistente con una estructura
de la serie homolicorina sin el grupo carbonilo (Jeffs et al., 1985). Las sefiales mas caracteristi-
cas serian: tres cuartetos a & 55,9, 55,7 y 43,7 ppm para los grupos metoxilo y grupo N-metilo,
respectivamente, y tres carbonos metinicos a 115,9, 112,8 y 109,8 ppm asignables al carbono
olefinico C-3 y a los carbonos aromaticos C-10 y C-7. Por comparacion con homolicerina (tabla
15), se observa la ausencia de la sefial de la lactona y, por €l contrario, la aparicion de una nueva
sefial a & 91,7 ppm que solo puede ser atribuida a un cambio de sustitucidn en la posicion 6, de
una lactona por un hemiacetal (la estereoquimica de esta posicion se habia verificado previa-
mente con un experimento 2D-NOE, en el cual se comprobd la ausencia de este efecto entre H-1
y H-6). En otra zona del espectro, aparecen tres carbonos metinicos a 67,3, 66,5 y 44,0 ppm para
C-4a, C-1y C-10b, tres carbonos metilénicos a 56,7, 31,5 y 27,8 ppm para C-12, C-2y C-11,y
cinco singuletes a campos bajos para los carbonos cuaternarios C-8, C-9, C-4, C-6a y C-10a, res-
pectivamente.
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Tabla 24. Datos del espectro de ’C-RMN de licorenina
(registrado en CDCl, a 50,6 MHz)

C d (ppm) multiplicidad
1 66,5 d
2 31,5 t
3 115,9 d
4 140,5 s
4a 67,3 d
6 91,7 s
6a 130,3 s
7 112,8 d
8 1494 s
9 149,4 s
10 109,8 d
10a 127,0 s
10b 44,0 d
11 27,8 t
12 56,7 t
MeOAr 55,9 q
MeN 43,7 q

El espectro de masas de licorenina es muy similar al de los demas alcaloides de tipo
homolicorina. Su descripcidn se hara conjuntamente con la del derivado 6-O-metil-licorenina,
en el apartado siguiente.

Licorenina (6) - finas aciculas incoloras; AE encontrado: C, 63,78; H, 6,88; N, 4,11.
C,sH:3NO,. 1H,O requiere: C, 64,44; H, 6,92; N, 4,18%. Pf: 198°. [a],+169,4° (MeOH, ¢ 0,52).
IR v,,, cm™ (KBr): 1528,5, 1503,5, 1216,6, 1121,0, 1031,4. MS m/z (int. rel.): 317 (<1), 208
(<1), 191 (1), 109 (100), 108 (32), 94 (6), 82 (6). Los datos espectroscopicos de 'Hy “C-RMN
se muestran en las tablas 23 y 24.

3.2.2. 6-O-Metil-licorenina

Este alcaloide es un derivado del anterior, que ha sido aislado hasta la fecha en muy
pocas ocasiones. Recientemente se ha aislado y caracterizado completamente en Narcissus
mufiozii-garmendice. En contra de la opinion de que los alcaloides 6-metoxiderivados podrian
ser artefactos de extraccion, Numata y colaboradores detectaron una funcion bioldgica del tipo
repelente de insectos para este compuesto (Numata et al., 1983). Ello hace pensar que este
alcaloide es un producto completamente natural, ya que los artefactos no suelen tener funciones
bioldgicas y sobre todo funciones relacionadas con la defensa para las plantas productoras.
(Codina et al., 1993).
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La realizacion del espectro de IR de este alcaloide no representa una contribucion
importante a su elucidacion, ya que las sefiales que muestra son bastante inespecificas (figura
38) y como mucho, muestra la presencia de los estiramientos de doble enlace a 1608,0 cm™, y
otras debidas a la vibracién de enlaces C-O-C en la zona en torno a 1000 cm™.

Lre 3

4501

1388.3

1.15

Figura 38. Espectro de IR de 6-O-metil-licorenina

El espectro de 'H-RMN (figura 39, tabla 25) de este alcaloide es del todo similar al de
licorenina (6) (figura 35). La diferencia mas visible es la presencia de un singulete a & 5,54
ppm, que corresponde al proton de la mitad carbinol, el cual aparece méas desapantallado que en
el caso del protdn andlogo de licorenina, debido al cambio de sustituyente en esa posicion. El
resto de desplazamientos estan en consonancia con una estructura con una relacion cis entre los
anillos B y C, de forma similar a como ocurria en licorenina. Asi, la conformacion mas estable
de la molécula es la que aparece representada en la figura 40.
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Figura 39. Espectro de 'H-RMN de 6-O-metil-licorenina (registrado en CDCl,)
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Tabla 25. Datos del espectro de 'H-RMN de 6-O-metil-licorenina
(registrado en CDCl, a 200 MHz)

H o (ppm) multiplicidad J (Hz)
1 4,29 brd 1,10b=58
2a 2,35 m
26 2,65 m
3 3,50 m :
4a 2,78 brd 4a,10b=9,3
6p 5,54 S
7 6,80 s
10 6,93 s
10b 2,49 dd 10b,42=9,3
10b,1 =58
11 2,40-2,60 m
12a 3,15 ddd 120,128 =9,2
12,118 =5,3
12a,11a =41
128 2,26 dd 128,112 =18,0
12B,12¢ = 9,2
N-Me 2,10 S
O-Me 3,89 S
3,88
3,55
\
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Figura 40. Conformacién mas estable de 6-O-metil-licorenina

Para confirmar la asignacidn de las dos sefiales pertenecientes al anillo aromatico se ha
llevado a cabo una experiencia 2D-NOE (figura 41), que muestra un claro efecto NOE entre la
sefial a 8 6,93 y la debida al grupo N-metilo con & 2,10, de tal manera que la primera
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corresponderia a H-10, mientras que ¢l otro singulete aromatico a & 6,80, corresponderia a H-7.
Esta ultima asignacién se confirma por el efecto mostrado con esa sefial y la debida a H-6B, con
6 5,54 ppm. La técnica 2D-NOE, ademas, ha permitido confirmar la estereoquimica del proton
metinico en C-6, observandose proximidad espacial entre H-1 y el grupo metoxilo en C-6, pero
no efecto NOE entre el proton H-6 y el H-1, lo cual induce a pensar que el metoxilo se encuentra
en la cara « de la molécula. La conformacion mas estable de la molécula, representada en la
figura 40, confirma la veracidad de estas observaciones.

NCIL
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Figura 41. Experimento 2D-NOE de 6-O-metil-licorenina

La realizacion del espectro de *C-RMN del producto (figura 42, tabla 26) ha permitido
verificar el cambio de hidroxilacion por metoxilacion en 6-O-metil-licorenina, lo cual
representa que el carbono metinico C-6 aparece a & 98,2 ppm, que corresponde a un
desapantallamiento de unos 6 ppm respecto al carbono de la misma posicion de licorenina (6).
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Tabla 26. Datos comparativos de los espectros de *C-RMN de licorenina (1) y 6-O-metil-licorenina (2)
(registrados en CDCl; a 50,6 MHz)

C 1 2 multiplicidad
1 66,5 66,6 d
2 31,6 31,3 t
3 115,9 115,7 d
4 140,5 140,7 s
4a 67,8 67,3 d
6 91,7 98,2 d
6a 130,8 130,5 s
7 109,8 109,7 d
8 148,4 1483 s
9 148,4 148,3 s
10 112,6 112,4 d
10a 127,0 125,6 s
10b 44,0 440 d
11 27,8 27,8 t
12 56,7 56,6 t
MeOAr 55,9, 55,7 55,8, 55,5 q
.Y 250 T — 55,1 q
MeN 43,7 43,8 q

Por lo que respecta al espectro de masas, sigue el mismo modelo que homolicorina (1),
8-O-demetilhomolicorina (2) y licorenina (6) ya descritos anteriormente. En este caso, el ion
molecular estd a m/z = 331 y el pico base a m/z = 109, lo cual supone seguir el proceso general
retro-Diels Alder de los otros alcaloides del tipo homolicorina. El espectro de masas y las
fragmentaciones propuestas se muestran en las figuras 43 y 44.
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Figura 43. Espectro de Masas de 6-O-metil-licorenina
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Figura 44, Fragmentaciones mas representativas de licorenina y 6-O-metil-licorenina

6-O-Maetil-licorenina (7) - finas aciculas incoloras; masa exacta m'z 331,1789 calculado
para C,oH,NO, 331,1784. Pf: 125°. [a], +164,1° (CHCI;; ¢ 0,53). IR v,,,, cm™ (KBr): 1608,
1250, 1080. MS m/z (int. rel.): 331 (<1), 300 (1), 222 (<1), 191 (6), 109 (100), 108 (21), 94
(3), 82 (3). Los datos espectroscopicos de 'H y “C-RMN se muestran en las tablas 25 y 26.

3.2.3. Licorina

Este alcaloide, aislado también de Narcissus nevadensis, es el alcaloide mas frecuente
y ampliamente distribuido entre las Amarilidaceas. Fue el primer alcaloide aislado en esta
familia, y actualmente se conocen multitud de acciones biologicas para este compuesto, tanto
en su forma base como en forma conjugada con azicares o fosfatos. Da nombre a un grupo
genérico de alcaloides del tipo Amaryllidaceae, los derivados de un acoplamiento fenélico orto-
para’, o "grupo de la licorina”.

Todos los alcaloides aislados de esta especie, incluidos los descritos anteriormente
licorenina y 6-O-metil-licorenina, pertenecen al mismo tipo biosinténtico de la licorina, pero
los posteriores, 2-epilicorina, galantina, narcisidina y sternbergina, ademas corresponden al
mismo tipo quimico, razén por la que comentan con un poco mas de detalle las caracteristicas
espectroscopicas de licorina, y en la descripcion de los siguientes alcaloides se hace hincapié
en los aspectos mas relevantes que los diferencian de licorina.

El espectro de IR presenta como unicos rasgos destacables la presencia de las sefiales
correspondientes a un estiramiento de hidroxilo (3332 ¢cm™), asi como a la vibracion de los
enlaces C-O-C (1233 cm™) y O-CH,-O (939 cm™).
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Frente a la inespecificidad de las sefiales del IR, los espectros de RMN ('H y PC-RMN)
ofrecen algo mas de informacion. Asi, el espectro de 'H-RMN de licorina (figura 45, tabla 27)
presenta las siguientes sefiales:

- dos singuletes en la zona aromatica a 6,92 y 6,62 ppm correspondientes a los protones
H-10 y H-7 del anillo A, que no acoplan entre si,

- un singulete a 6 5,97 ppm, que integra dos protones y que corresponden al grupo
metilendioxo del anillo dioxol,

- un singulete ancho a 8 5,67 ppm, asignable al protén vinilico H-3,
- un singulete ancho a 6 4,59 ppm, correspondiente al H-1,

- dos dobletes a & 4,22 y 3,62 ppm para los protones P y «, respectivamente, de la
posicidn 6, adyacente al 4tomo de nitrogeno y al nicleo aromatico. La asignacion del
proton B a campos mas bajos esta en concordancia con su disposicion cis con respecto
al par de electrones libres del atomo de nitrogeno. Se trata de un sisterna AB simple, con
una constante de acoplamiento (J,,,, = 14 Hz) tipica de los protones geminales.

- El protén H-2 aparece como un multiplete solapado con la sefial de H-6.

- Un multiplete a 6 3,40 ppm, asignado al proton B de la posicién 12. El protén « se
encuentra a campos mas altos, concretamente a 2,48 ppm como doble doblete de
dobletes. En este caso, los protones de la posicion 12 formarian un sistema AX simple
(Evidente et al., 1983a).

- Un doblete ancho a & 2,97 y otro a 2,70 ppm (J = 10,5 Hz), asignables a H-4a y H-10b,
respectivamente, formando un sistema AM. La disposicion trans entre los anillos By C
del sistema tetraciclico se pone de manifiesto por la magnitud de la constante de
acoplamiento (Kotera et al., 1966). Ademas, en esta zona alifatica puede observarse el
multiplete correspondiente a los protones de la posicion 11.
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Tabla 27, Datos del espectro de '"H-RMN de licorina
(registrado en CD,0D a 200 MHz)

H o (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 4,59 s

2 4,22 d (solapado con 6)
3 5,67 brs

4a 2,97 brd 4a,10b=10,3
60 3,62 d 60,60 =14
6B 422 d 6B,6a = 14

7 6,62 s

10 6,92 s

10b 2,70 brd 10b,4a=10,3
ayp 2,40-2,60 m

12a 2,48 dd 12¢,12B =10
12p 3,40 m

OCH,0 5,97 s

La verificacion de algunas asignaciones se ha podido realizar mediante un experimento
2D-NOE (figura 46). Asi, se observa un claro efecto entre las sefiales a & 6,92 y la de 4,59 ppm,
correspondiendo esta ultima al protéon H-1. En cambio, no se observé efecto NOE al irradiar la
sefial a 6 6,62 ppm. Por ello ¢l singulete a & 6,92 ppm se asigna al protén aromatico H-10 y la
sefial a & 6,62 ppm al proton H-7.

QCH:.©

H-10 H-7 LH'
Il L
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Figura 46. Experimento 2D-NOE de licorina realizado en CD,0D
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Una confirmacion ulterior de la estructura de 1a licorina viene dada a través del calculo
de la conformacion mas estable de la molécula. En esta conformacion (figura 47) se puede
apreciar datos como la proximidad espacial entre H-10 y H-1, H-6« y H-4a, H-3 y H-2, asi como
la disposicion en trans entre los anillos By C.

Alchemy it

N TRIPOS Assoclates
L St. Louis, Mo.

Figura 47. Conformacion mas estable de licorina

El espectro de *C-RMN de licorina (figura 48, tabla 28) y otros alcaloides del mismo
tipo es ‘bien conocido y sirve de comparacion en el resto de alcaloides, todos ellos
correspondientes al mismo esqueleto del licorano.

Las sefiales que presenta son las siguientes:

- a campos mas bajos: cinco sefiales de baja intensidad, discriminadas en la experiencia
DEPT como los carbonos cuaternarnos del anillo aromatico y el carbono cuaternario del
doble enlace. Los carbonos correspondientes al anillo aromatico se presentan a 6 146,5,
146,0, 128,5 y 127.8, y corresponden, respectivamente, a los carbonos C-8, C-9, C-6a 'y
C-10a. Estos desplazamientos varian en funcion de los sustituyentes en C-8 y C-9, como
se vera en los alcaloides que se describen posteriormente. Asi, el carbono olefinico y
cuaternario C-4 se presenta a 141,9 ppm. A continuacion, se observan las sefiales de los
carbonos metinicos. La sefial a 8 117,5 ppm se asigna al carbono olefinico C-3 y esta
sujeta a variacion en los alcaloides derivados de narcisidina, en los cuales el doble
enlace no se encuentra entre 3 y 4, sino entre 4y 11. Los dobletes a 106,7 y 104,5 ppm
se asignan a los carbonos aromaticos C-7 y C-10. Por altimo, se encuentra la sefial a
100,5 ppm, correspondiente al carbono metilénico del grupo metilendioxo.
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- a campos altos: mediante la experiencia DEPT se distinguen los carbonos metilénicos
C-12, C-6 y C-11, los cuales aparecen a & 56,2, 53,0 y 27,6 ppm, respectivamente. Las
sefiales restantes corresponderian, las mas desapantalladas, a 6 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 & 60,6 y 39,2 ppm, a los carbonos C-4a y C-10b. Las sefiales de los
carbonos C-1 y C-2 estan sujetas a un pequefio desapantallamiento del orden de 1 ppm
para el caso del epimero en 2, que se comentara posteriormente.

Tabla 28. Datos del espectro de >C-RMN de licorina
(registrado en CDC1,+CD,0D a 50,6 MHz)

C o (ppm) multiplicidad
1 70,1 d
2 71,3 t
3 117,5 d
4 141,9 s
4a 60,6 d
6 53,0 t
6a 128,5 S
7 106,7 d
8 146,5 s
9 146,0 )
10 104,5 d
10a 1278 s
10b 39,2 d
11 27,6 t
12 56,2 t
OCH.O 100,5 t

En cuanto al espectro de masas de licorina (figuras 49 y 50), presenta un ién molecular
relativamente intenso a m/z = 287. El pico base se observa a 226, aunque es también importante
el de 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 que llevaria 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 i0n molecular.
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Figura 49. Espectro de masas de licorina

HO,

mwz=212

Figura 50, Fragmentaciones de masas de licorina

Licorina (8) - finas aciculas incoloras; AE encontrado: C, 66,85; H, 5,91; N, 4,43. C,;H;NO,
requiere: C, 66,77; H, 5,95; N, 4,76%. Pf: 256°. [a],-83,11° (EtOH, ¢ 0,48). IR v ,,,cm ™ (KBr):
3332, 1500, 1233, 939. MS mv/z (int. rel.): 287 (24), 269 (4), 268 (18), 227 (51), 226 (100), 212
(4). Los datos espectroscopicos de 'H y *C-RMN se muestran en las tablas 27 y 28.
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3.2.4. 2-Epilicorina

Este alcaloide, correspondiente al tipo de la licorina, e idéntico al anterior salvo en la
configuracion del carbono 2, presenta, como era de esperar, una gran similitud en todos los datos
espectroscopicos con los de licorina, presentando iinicamente diferencias puntuales que se ex-
pondréan a continuacion.

La identificacion de este compuesto como 2-epilicorina se debe a la interpretacion de
los datos del analisis de RMN. El espectro de '"H-RMN es practicamente idéntico al homologo
de licorina, como se puede apreciar en la tabla comparativa (tabla 29). Unicamente se advierten
ligeras variaciones en torno a 0,1-0,2 ppm en los protones mas directamente afectados por la
epimerizacion en 2, es decir, H-1, H-2 y H-3. Ademas, se ha realizado, la experiencia COSY
(figura 51), que ha confirmado las asignaciones y todos los acoplamientos, y el experimento
NOE (figura 53).
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Figura 51. Experimento COSY en 2-epilicorina
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Tabla 29. Datos comparativos del espectro de 'H-RMN de licorina (1) y 2-epilicorina (2)
(registrados en CD,0D a 200 MHz)

H 1[5, multiplicidad, J (Hz)] 2 [6, multiplicidad, J (Hz)]
1 459 449

2 4,22 d, (solapado con 6f) 4,15 d, (solapado con 68)
3 5,67 brs 5,61 brs

4a 2,97 brd, 42,10b = 10,3 2,97 brd, 4a,10b=10,3
60 3,62d,6a,6p =14 3,62d,6a,68 =14

6B 422d,6B,60 =14 4,154, 6B, 60 = 14

7 6,62s 6,61s

10 6,92s 6,88 s

10b 2,70 brd, 10b,4a = 10,3 2,70 brd, 10b,4a= 10,3
1layp 2,40-2,60 m zona 2,60 m

12a 2,48 dd, 12,12p =10 2,48 dd, 12«, 12 = 10,0
12 3,40 m 3,40m

OCH,0 5,97s 591s

Las diferencias con licorina son muy pequefias, y basicamente se pueden apreciar en el
experimento NOE (figura 53). Por medio de este espectro se observa un claro efecto entre la
sefial a 6 6,88 ppm y la de 4,49, que permite distinguir entre los protones aromaticos, ya que la
primera sefial corresponderia a H-10 y la segunda a H-1, aunque para definir la estereoquimica
del carbono 2 lo que realmente ha sido util es el efecto NOE. observado entre H-2 (6 4,15 ppm)
y H-10b (2,90 ppm) que tnicamente es posible si ambos protones se encuentran en la misma
cara de la molécula. E] modelo molecular de minima energia permite apreciar mas claramente
esta coplanaridad asi como las asignaciones de los protones aromaticos (figura 52).
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Figura 52. Conformacion mas estable en 2-epilicorina
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Figura 53. Experimento 2D-NOE de 2-epilicorina
El espectro de “C-RMN de 2-epilicorina (figura 54, tabla 30) no ha presentado ninguna

diferencia significativa respecto a licorina.

Tabla 30. Datos comparativos de los espectros de *C-RMN de licorina (1) y 2-epi-licorina (2)
(registrados en CDC1,+CD,0D a 50,6 MHz)

C 1 2 multiplicidad
1 70,1 71,1 d
2 71,3 - 72,4 t
3 117,5 119,3 d
4 1419 nd S
4a ) 60,6 61,9 d
6 53,0 54,4 t
6a 128,5 nd s
7 106,7 1079 d
8 146,5 nd s
9 146,0 nd S
10 104.,5 105,8 d
10a 127.8 nd S
10b 39,2 40,2 d
11 27,6 29,2 t
12 56,2 56,8 t
OCH,0 100,5 101,9 t

nd = no detectado (algunos carbonos cuaternarios de 2-epilicorina)



(@o*ao-10a) ue opensidar) eurtodifida-z op NINU-D;, op onoedsy p¢ eandry

—~ 335,884

— - 397,904
- o 308.804

— - .403.934




Contribucion al estudio de la composicion alcaloidica en el género Narcissus L. 105

Con los datos espectroscopicos de RMN se ha asignado tentativamente a este producto
aislado de Narcissus nevadensis la estructura de 2-epilicorina, que concuerda casi en su totali-
dad en todos los datos espectroscdpicos con licorina, salvo en el pequefio detalle mencionado
en el experimento 2D-NOE, pero por contra difiere en propiedades fisicas como el hRf en
diferentes solventes (vease la seccion de Material y Métodos) y el punto de fusion: 170-172°C
para 2-epilicorina, frente a 258°C para licorina.

2-Epilicorina (9) - finas aciculas; AE encontrado: C, 66,7; H, 6,0, N, 5,1. C,(H,;,NO, requiere:
C,669;H,60;N, 5,1%. Pf: 170-172°. [«]5-217,0° (CHCI, c. 1,1). MS m/z (int. rel.): 287 (55),
269 (35), 268 (5), 227 (90), 226 (100). Los datos espectroscopicos de Hy "C-RMN se muestran
en las tablas 29y 30.

3.2.5. Galantina

Este alcaloide fue aislado por primera vez de Galanthus voronowii, y desde entonces se
ha encontrado también en otros géneros de Amarilidaceas, incluyendo Narcissus (Bastida et al.,
1990).

Pese a haberse realizado el espectro de IR (figura 55), en el que lo tnico destacable es
la presencia de la sefial de hidroxilo, lo que realmente proporciona informacion de la estructura
son los espectros de RMN (figuras 57 y 59) y las experiencias COSY (figura 56) y XCOR (figura
58) realizadas. '

| W

20,07y e g e v e

Figura 55. Espectro de IR de galantina

El espectro de 'H-RMN (figura 57, tabla 31) muestra los singuletes caracteristicos a &
6,87 y 6,64 ppm, correspondientes a los protones aromaticos H-10 y H-7, respectivamente, pero
ademas presenta:



106

Resultados y discusion

dos dobletes a 6.4,14 y 3,55 ppm, para el sistema AB correspondiente a los protones de
la posicion 6,

tres singuletes a 6 3,90, 3,88 y 3,55 ppm, para los dos grupos metoxilo del anillo
aromatico y el metoxilo alifatico respectivamente, y un singulete ancho, asignable al
proton vinilico H-3, que gracias a los diferentes acoplamientos que muestra con H-2 y
H-4a, permite clarificar bastante bien la zona por medio de una experiencia COSY
(figura 56).

Posterior examen del espectro revela:
un singulete ancho a & 4,67 ppm, atribuible al proton H-1,

dos multipletes a 6 3,80 y el intervalo 2,45-2,60 ppm, asignables a los protones H-2 y H-
11, respectivamente,

un doble doblete y un doble doblete de dobletes, para los protones o y B de la posicion
H-12, respectivamente,

una sefial, aparentemente un singulete, a 2,65 ppm, que integra dos protones, y que se
asignaria a las posiciones 4a 'y 10b. La convergencia de estos dos protones con respecto
a la 9-O-metilpseudolicorina (Evidente et al., 1984) esta en concordancia con el efecto
de apantallamiento del grupo metoxilo en C-2 sobre el proton de la posicion H-4a, el cual
se ha observado también en otros compuestos estructuralmente similares, como la
hipamina y la licorina. La correlacion, observada por el experimento COSY, de esta
sefial a 2,65 ppm con H-3 (el cual, a su vez, manifiesta acoplamiento con H-2),
clarifica al protén H-4a, con el que acopla por una relacidn alilica transoide, pero ade-
mas, la sefial con este desplazamiento quimico acopla con H-1, lo cual permite clarificar
el proton H-10b.
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Tabla 31. Datos del espectro de "H-RMN de galantina

:

Figura 56. Experimento COSY en galantina

o e =

(registrado en CD;0D a 200 MHz)

H d (ppm) multiplicidad J (Hz)

1 4,67 s

2 3,80 m

3 5,62 brs

4a 2,70 S

6a 3,55 d 6a,68 =14

6p 4,14 d 6p,6c =14

7 6,64 s

10 6,87 s

10b 2,70 s

llay B 2,63 m

12a 2,40 dd 12a,128 =164
12a,118 =8,2

128 3,35 ddd 12B,12a =164
128,11 =10,0
12B,11B =6,0

MeOAr 3,90 s

' 3,88 s
MeO 3,55 s
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El espectro de "C-RMN de galantina (figura 59, tabla 32) esta en concordancia con los
datos bibliograficos (Kobayashi et al., 1977). Las diferencias fundamentales con un compuesto
como el cabeza de serie licorina radican en el desplazamiento de los carbonos del anillo C. De
esta manera, el carbono que soporta el metoxilo (C-2) experimenta un desapantallamiento de
cerca de 8 ppm en el cambio hidroxilacion en licorina por metoxilacion en galantina, mientras
que los carbonos vecinos C-1 y C-3 experimentan sendos apantallamientos de unos 3 ppm de
media, respectivamente. Las posiciones C-8 y C-9 no experimentan variaciones sustanciales en
el cambio de carbonos de puente en el sistema benzodioxol, en el caso de licorina, a carbonos
aromaticos que soportan sendos grupos metoxilo, en el caso de galantina. El resto de sefiales
guarda una gran similitud con las del cabeza de serie licorina, excepcion hecha de los grupos
metoxilo y la ausencia del grupo metilendioxo.

Tabla 32. Datos del espectro de ?C-RMN de galantina
(registrado en CDCl, a 50,6 MHz)

C o (ppm) multiplicidad
1 68,3 d
2 81,0 d
3 115,1 d
4 143,9 s
4a 60,9 d
6 56,6 t
6a 129,3 s
7 110,8 d
8 147,8 s
9 1476 s
10 108,0 d
10a 126,6 s
10b 41,5 d
11 28,5 t
12 53,8 t
MeOAr 57,3 q
56,0 q
MeO 55,9 q

La comprobacion de las asignaciones realizadas se ha observado por medio de un
experimento heteronuclear bidimensional XCOR (figura 58), en el que, por ejemplo, se aprecia
la correlacion de H-4a/H-10b, los cuales muestran una compleja sefial a 6 2,65 ppm, y tanto C-
4a (8 60,9 ppm) como C-10b (5 41,5 ppm).



23 777
i
1
3
4

opy
47 3

£
. d 2R
ite

—— N
— 2 NG

Jpp—

=
I

i

C-6 C11O

cx | ¢ Ly
[&39
C-on

C-10a

|

B et Rammar R e e . APt S | ¢ — ,
thi 132 T ¢ Y] 1e¢ we L1 78 44

e g e e
1 w %

Figura 59. Espectro de *C-RMN de galantina (registrado en CDCL,-CD,0OD)




Contribucion al estudio de la composicion alcaloidica en el género Narcissus L. 111
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Figura 58. Experimento XCOR de galantina

En cuanto al espectro de masas, ha resultado en concordancia a la literatura citada (figura
60). Este espectro de masas es algo diferente al del cabeza de serie licorina, aunque las
fragmentaciones se basan en los mismos procesos. El trabajo de Kinstle y colaboradores,
proporciona la base para el estudio de las fragmentaciones en el espectro de masas de los
alcaloides del grupo de la licorina (Kinstle et al., 1966).



112

Resultados y discusion
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Figura 60. Espectro de masas de galantina

Asi, galantina experimenta un proceso muy similar al de metilpseudolicorina (Kinstle
et al., 1966), que se concreta en la pérdida de 32, 60 y 61 unidades de masa, no manifestando
el anillo A ningun tipo de fragmentacion. El proceso de fragmentacion (figura 61) es muy similar
al de licorina, salvo en las abundancias relativas de los diferentes fragmentos, que difieren
sustancialmente, siendo en este caso uno de los fragmentos mas importantes el de mz =242,y
el de m/z =243, a diferencia de las dos licorinas (normal y 2-epi) descritas anteriormente.

Figura 61.
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Fragmentaciones de masas mas importantes en galantina
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Galantina (10) - cristales plumosos blancos; masa exacta m/z 317,1658, calculado para
C,sH,;NO, 317,1627. P 160-162°. [a],-81,6° (EtOH, ¢ 0,21). IR v ,,, cm™ (KBr): 3460, 1650,
1520, 1050. MS m/z (int. rel.): 317 (8), 285 (6), 284 (5), 257 (18), 256 (5), 243 (42), 242 (44),
125 (29), 111 (40), 43 (100). Los datos espectroscopicos de 'H y *C-RMN se muestran en las
tablas 31y 32. '

3.2.6. Narcisidina

Otro de los alcaloides del tipo licorina aislados de esta planta fue narcisidina, alcaloide
del cual existia una formulacion inicial erronea (Fales y Wildman, 1958), que fue posteriormente
revisada mediante estudios de espectroscopia de masas (Kinstle et al., 1966). La estructura de
narcisidina fue finalmente establecida en base al analisis de rayos X (Clardy et al., 1970). De
todas maneras, hasta la fecha se carecia de datos de 'H-RMN o *C-RMN de esta molécula. Su
estudio, pues, se ha podido completar con el presente aislamiento.

El hecho de no existir datos de RMN tiene sus razones, dada la gran inestabilidad de este
alcaloide. Es relevante el hecho de los escasos aislamientos de este narcisidina, aunque si de
diversos derivados suyos, como por ejemplo, 3-O-Acetilnarcisidina aislada en Hippeastrum
puniceum (Quirion et al., 1991), cloruro de N-clorometilnarcisidinio, artefacto aislado en
Lapiedra martinezii (Suau et al., 1990c). Parece clara la gran inestabilidad del alcaloide base,
que lo hace especialmente reactivo con los solventes y reactivos utilizados durante los procesos
de extraccion y separacion, lo cual hace muy dificil su aislamiento. Esta gran inestabilidad
radica, probablemente, en la olefina presente en el anillo D, que confiere a la estructura una gran
rigidez con el atomo de nitrogeno como cabeza de puente de un biciclo, con lo cual la nucleofilia
aumenta considerablemente, disminuyendo por tanto la estabilidad del compuesto (Suau et al.,
1990c¢).

Haciendo referencia a la descripcion de sus datos espectroscopicos, debe hacerse men-
cién de los datos de RMN del producto. Asi, el espectro de 'H-RMN de narecisidina (figura 62
y tabla 33) presento las siguientes sefiales:

- seis singuletes caracteristicos, dos a 8 6,90 y 6,70 ppm, asignables a dos protones
aromaticos de un sistema para-orientado, uno a 5,60 ppm, para un proton olefinico H-11,
y tres singuletes a 3,88, 3,84 y 3,45 ppm, asignables cada uno de ellos a un grupo meto-
xilo, y estando los dos primeros ligados a un anillo aromatico y el tercero a uno alifatico.

- otras sefiales han sido dos dobletes de sistemas AB solapados a 6 4,10 y 3,57 ppm inte-
grando cada uno dos protones: el primero de ellos a H-6 y H-12«, y el segundo a H-6
y H-128. EI hecho de que estas sefiales engloben dos protones se debe a la similitud
entre la posicion 6 y la 12, ya que ambas son posiciones alilicas y en « respecto a un
heteroatomo. La diferencia de desplazamientos entre H-63/H-12¢« y H-60/H-12p se debe
a la orientacion respecto al par de electrones no compartido del nitrégeno (Moyenehan
et al., 1962). Un hecho que refuerza esta similitud es la baja o nula constante de
acoplamiento de ninguno de los protones en 12 con el proton H-11. Igualmente, aparece
una sefial ancha mtegrando dos protones a & 4,68 ppm para H-3 y H-1 de acuerdo con
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una orientacion cis diaxial dada previamente para ungiminorina (el analogo de narci-
sidina con un grupo metilendioxo aromatico) (Richomme et al., 1989).

- finalmente, aparece un doble doblete a 8 2,73 ppm, atribuible a H-10b.

Las asignaciones se han realizado en base a las estructuras establecidas para ungimine-
rina y siculinina (Richomme et al., 1989).

Tabla 33. Datos del espectro de 'H-RMN de narcisidina
(registrado en CDCl; a 200 MHz)

H o (ppm) multiplicidad J (Hz)
1 4,68 brs (solapado con 3)
2 3,79 m (solapado con 4a)
3 4,68 brs (solapado con 3)
4a 3,79 m (solapado con 2)
6a 3,56 d 6a,6p =14
68 4,10 d 6p,6a =14
7 6,70 s
10 6,90 s
10b 2,70 dd 10b,42 = 10,3
11 5,59 brs
12a 4,10 brd 12,12 =14
12p 3,56 d : 12B,12a = 14
MeOAr 3,87 s

3,85 s
MeO 3,44 s

El espectro de “C-RMN (figura 63, tabla 34) ha resuitado mas clarificador en la
elucidacion definitiva de la estructura propuesta. Si se compara con el de licorina, en los puntos
donde es comparable, es decir, basicamente el entorno del anillo D, se puede observar que:

- la sefial debida a C-11 desaparece de las posiciones alifaticas a 6 del orden de 28 ppm,

- la sefial debida a C-3, que tiene valores de & en torno a 117 ppm, tampoco aparece, pero
si se observa una sefial a 0 121,3 ppm, que es un doblete. Si se postula una hidroxilacion
en 3, es imposible por tanto que sea este carbono el que aparezca a 121,3 ppm, ya que
lo haria como singulete y no como doblete.

- finalmente, C-12 no aparece a los valores normales, que corresponderian a una posicion
metilénica con otro metileno adyacente, y el nimero total de metilenos desciende de 3
a2

Todo ello parece indicar que la olefina no se encuentra entre 3 y 4, pues €l numero de
metilenos seria 3 y la sefial de C-3 apareceria como un singulete, sino que se encuentra entre 4
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y 11, lo que favorece que la sefial de este carbono no sea alifatica sino olefinica, el nimero de
metilenos sea de 2, y C-12 se desapantalle en unos 6 ppm al cambiar de alifatico a alilico. En
la tabla 33 puede observarse mas explicitamente la comparacion entre narcisidina y ungimino-
rina (Suau et al., 1990b) en base a los datos espectroscopicos de *C-RMN.

Tabla 34. Datos comparativos de los espectros de P*C-RMN de narcisidina (1) y ungiminorina (2)

(registrados en CDCl, a 50,6 MHz)

C 1 2 multiplicidad
1 67,9 68,1 d
2 80,4 80,3 t
3 68,8 68,4 d
4 140,7 140,2 s
4a 63,4 63,4 d
6 54,4 54,6 t
6a 1293 131,1 s
7 107,9 105,6 d
8 148,4 147,5 s
9 147,1 145,9 s
10 110,5 107,8 d
10a 127,4 127,2 s
10b 41,4 41,5 d
11 121,3 120,6 d
12 62,6 62,3 t
MeOQAr 580 el q
MeO 56,0 58,1 q
OCHO = - 101,0 t

En cuanto al espectro de masas de narcisidina (figuras 64 y 65), se confirma el peso
molecular, aunque parece anémalo dado que no se presentan o son de poca intensidad los picos
am/’z=272 6 273 debido a la pérdida de los carbonos del puente C, y C,. Ademas, también se
observan picos intensos en la regiéon m/z = 257 a 259, los cuales requieren una pérdida de

C;H(O, y por tanto, la presencia de substituyentes de tipo hidroxilo y metoxilo.

117
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Figura 64. Espectro de Masas de narcisidina
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Figura 65. Posibles fragmentaciones de narcisidina

Queda aun un aspecto por discutir y es el que hace referencia, como ya se ha indicado
a la gran inestabilidad de este compuesto siendo muy dificil de aislar en forma base, pero no
como derivado-acetilado en el anillo C y como sal de amonio cuaternario. La explicacion
probablemente deriva del anillo D altamente tensionado en alcaloides de este tipo, incluyendo
a la ungiminorina. Las conformaciones de minima energia obtenidas con el programa Alchemy
II para este alcaloide y para los derivados 3-O-acetilnarcisidina y el ién clorometilnarcisidinio
(figura 66, tabla 35) no aclaran gran cosa, ya que la energia de esta conformacion en el alcaloide
base es de 10,9 unidades, mientras que en el derivado acetilado es de 8,3 unidades, y,
curiosamente en el ion es todavia superior (la estabilidad de este producto seria debida a las
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interacciones intermoleculares ionicas si no se considera la alta reactividad de los otros
compuestos en el nitrégeno cabeza de puente). Por otra parte, las energias calculadas estan en
relacion directa con las tensiones angulares obtenidas, y éstas son, en ultimo término, un reflejo
del sustituyente presente en la molécula.

A Alchemy Il 1 Alchemy Il 3
£~ P v

Figura 66. Conformaciones de energia minima de 3-O-acetilnarcisidina (1), narcisidina (2) y
cloruro de N-clorometilnarcisidinio (3)

Si se consideran los angulos de enlace para la olefina del anilio D, presumible
responsable de la alta inestabilidad del alcaloide base, se observa que pasa de 112,3° para el
heterociclo sin sustituyentes (Energia=5,9) a una media de 110° en narcisidina (Energia=10,9),
109,1° en clorometilnarcisidina (Energia=15,5) y 110° en 3-O-acetilnarcisidina (Energia=8,3)
(tabla 34). Ello indica que el cierre de los angulos de enlace en el heterociclo del anillo D
aumenta la energia de la molécula, y por tanto, estd en relacion directa con la inestabilidad
global de ésta. '"

Tabla 35. Angulos de enlace y energias en la olefina de Narcisidina y derivados

Molécula Ang 4a 4,11 Ang4,11,12 Energia
3-pirrolina 112,3 112,3 5,9
3-O-acetilnarcisidina 110,6 109,1 8,3
narcisidina 111 109,4 10,9
ion clorometilnarcisidinio 109,6 108,7 15,5

Narcisidina (11) - finas agujas oscuras; AE encontrado: C, 64,44; H, 7,01; N, 4,11. C,H,,NO;
requiere: C, 64,85; H, 6,95; N, 4,20%. Pf: 203-205°. [« ]p-31° (CHCl, ¢ 1,5). MS m/z (int. rel.):
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332(7), 284 (36), 282 (4), 258 (18), 227 (75), 226 (100). Los datos espectroscopicos de Hy "C-
RMN se muestran en las tablas 33 y 34.

3.2.7. Sternbergina

El séptimo alcaloide aislado de Narcissus nevadensis se ha identificado como stern-
bergina (7) en base a sus datos fisicos y espectroscopicos.

En el espectro de 'H-RMN de sternbergina (figura 67, tabla 36) se observa una
conformidad con el patron mas o menos general de sefiales observadas para los alcaloides del
grupo de la licorina. En este caso, las diferencias basicas radican en la ausencia del anillo dioxol
y la presencia de un grupo acetilo en la posicion 1. Los desplazamientos de los protones han sido
asignados considerando la integracion y la multiplicidad de las sefiales. El patron de las sefiales
mas importantes proporciona la siguiente informacion:

- la sefial que integra 3 protones, singulete a 6 1,81 ppm, corresponde a un grupo acetilo,
probablemente ligado al anillo C. De hecho, s6lo uno de los dos protones unidos a los
carbonos alifaticos oxigenados fue desapantallado.

- un sigulete a & 3,72 ppm integrando 3 protones, indica la presencia de un grupo metoxilo
unido a un anillo aromatico.

Tabla 36, Datos del espectro de 'H-RMN de sternbergina
(registrado en CDCI, a 200 MHz)

H O (ppm) multiplicidad  J (Hz)

1 5,75 dd 1,2=22
1,10b=22

2 4,16 m 21=22
(solapado con 6)

3 5,56 m

4a 2,78 dd 4a,10b=10,3
(solapado con 10b)

6 3,49 d 60,6p =14

6B 4,16 d 68,60 =14

7 6,64 S

10 6,70 S

10b 2,78 dd 10b,4a=10,3
10b,1 =2,6

llayB 2,63 m

12a 3,30 ddd 12¢,12p5 = 8,8

12B 2,39 brq 12B,12¢ = 8,8

MeOAr 3,72 s

AcO 1,81 s
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Para situar el grupo acetilo se ha realizado la experiencia de ROESY (figura 68). Dicho
grupo acetilo se localiza en C-1 por la evidencia de este espectro, en el cual se muestra una
proximidad espacial entre los protones H-1 (6 = 5,75 ppm) y H-10 (8 = 6,67 ppm). Por otra
parte, este espectro también muestra proximidad espacial entre el grupo metoxilo aromatico (8
= 3,72 ppm) y el protén H-10, por lo que el grupo metoxilo se situaria en C-9.

7

F1 looo

Figura 68. Experimento ROESY de sternbergina

En el espectro de "C-RMN (figura 69, tabla 37) los desplazamientos se han establecido
por medio de la experiencia DEPT. La asignacion de las resonancias de los carbonos cuaterna-
rios se ha efectuado por comparacion con las de los desplazamientos citados para el sistema de

la licorina.
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Tabla 37. Datos del espectro de *C-RMN de sternbergina
(registrado en CDC1L+CD,0D a 50,6 MHz)

C 8 (ppm) multiplicidad
1 71,6 d
2 68,9 d
3 117,8 d
4 1444 s
4a 61,4 d
6 53,3 t
6a 1272 s
7 113,4 d
8 146,1 s
9 141,8 s
10 107,6 d
10a 1243 s
10b 38,1 d
11 27,9 t
12 55,8 t
MeOAr 55,6 q
COMe 20,4 q

‘También se ha realizado un experimento XCOR que completa a todos los anteriores,
confirmando la veracidad de las sefiales de "C-RMN respecto a las de 'H-RMN.

En cuanto al espectro de masas de este producto (figuras 70 y 71), también-se-ha reali-
zado, si bien ha tenido solamente un valor confirmatorio. Este espectro muestra el pico ion mole-
cular a m/z =331, teniendo otros picos significativos a m’z =270, m’z =254 y m’z= 252,y dos
picos muy intensos a m/z = 229 y nvz = 228 (pico base). Estos fragmentos, como era de esperar,
estan en consonancia con los observados para licorina y derivados (Kinstle et al., 1966).

Average of 5.368 to 6.786 min. frow DATR:DIP?S514.D
180,

SCALED
907 28

92
71
681
s¢
481
101 278 331

Rhundance

iee 350

208
Hass/Charge

Figura 70. Espectro de Masas de sternbergina
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mz =270

nz =229

Figura 71. Fragmentaciones de masas de sternbergina

Sternbergina (12) - agujas blancas; AE encontrado: C, 65,29; H, 6,98; N, 4,22. C,;H, NO,
requiere: C, 65,24; H, 6,39; N, 4,23%. Pf: 197-202°. [a], -78,8° (CHCl,, ¢ 0,7). MS m/z (int.
rel.): 331 (25), 270 (25), 252 (15), 229 (66), 228 (100). Los datos espectroscopicos de 'H'y
BC-RMN se muestran en las tablas 36 y 37.

3.2.8. Observaciones finales

Para finalizar, merece la pena destacar la presencia en Narcissus nevadensis de alcaloides
con origen biosintético por acoplamiento fenol-oxidativo orto-para’, asi como la ausencia de
otros tipos alcaloidicos incluido el tipo fenantridina, que supuestamente afecta a la seccion
Pseudonarcissus DC. Por otra parte, es curioso constatar que tanto en esta especie como en
Narcissus primigenius han resultado mayoritarios los alcaloides del tipo homolicorina, concreta-
mente homelicorina y 8-O-demetilhomolicorina en N. primigenius y licorenina y 6-O-metil-
licorenina en N. nevadensis. Por 1ltimo, el contenido alcaloidico ha sido mayor en la especie
cantabrica (N. primigenius) que en la penibética (N. nevadensis), aunque el nimero de alcaloides
aislados ha sido mayor en esta Gltima.



4. CONCLUSIONES
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Del trabajo fitoquimico realizado en la presente memoria se pueden establecer las
siguientes conclusiones:

1. Con este trabajo se ha realizado una primera aportacion al estudio de la composiciéon
alcaloidica de dos especies ibéricas del género Narcissus L., N. primigenius (Fdez.
Sudrez ex Lainz) Fdez. Casas & Lainz y N. nevadensis Pugsley, pertenecientes ambas
a la seccion Pseudonarcissus DC.

2. De la especie Narcissus primigenius se han aislado cinco alcaloides, todos ellos
conocidos, de los cuales, dos pertenecen al tipo homolicorina, homelicorina y 8-O-
demetilhomolicorina, otros dos al tipo a-crinano, hemantamina y 8-O-
demetilmaritidina, y el ultimo, correspondiente al nucleo quimico de la fenantridina,
y ha resultado ser la 8,9-metilendioxifenantridina o trisferidina.

3. Se han completado los datos espectroscdpicos de 8-O-demetilmaritidina, uno de los
alcaloides minoritarios de N. primigenius, siendo la tercera vez que se obtiene de una
amariliddcea y la primera de una especie de Narcissus.

4. El estudio fitoquimico de Narcissus nevadensis ha conducido al aislamiento de siete
alcaloides, todos ellos conocidos, de los cuales cinco (licorina, galantina, narcisi-
dina, 2-epilicorina y sternbergina) pertenecen al grupo estructural de la licorina,
mientras que los dos restantes, licorenina y 6-O-metil-licorenina, pertenecen al tipo
homolicorina.

5. El aislamiento de narcisidina en Narcissus nevadensis representa una contribucion
importante a la caracterizacion de esta molécula, pues se han realizado por primera
vez los espectros de 'TH-RMN y “C-RMN.

7. Finalmente, se han completado los datos espectroscopicos de 2-epilicorina, epimero
del alcaloide licorina, el mas ampliamente distribuido entre la familia Amary-
llidaceae.
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