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RESUMEN. Muchas especies de plantas de la farnilia Amaryllidaceae son
usadas en la medicina popular contra diferentes enfermedades, principal-
mente como citotdxicas, entre ellas se destaca el uso de varias especies de
Zephyrantes en diferentes regiones del mundo. Se encoentré actividad cito-
tOxieca in vitro en células KB (carcinoma de labio humano) en los extractos
alcohdélicos obtenidos de los bulbos de la planta Zephyrantes citrina Baker,
recolectados en Caibarien {Cuba}, lo cual motivd realizar su estudio fitoqui-
mico. En este articulo se reporta el aislamiento y caracterizacién de cinco
alcaloides de esta planta. Los alealoides licorina y haemanthamina {comu-
nes en las plantas de la famnilia Amaryllidaceae) fueron identificados por
sus constantes fisicas, analisis espectroscépico y comparacién con muestra
auténtica. La estructura de cavinina (primera vez en el género} fue estable-
cida por sus constantes fisicas y analisis espectroscopico (IR, de masas y
RMN-H). Mientras que joubertiamina fue identificada por sus constantes
fisicas ¥ datos espectroscopicos (IR, de masas), este compuesto pertenece
al grupo de Ia mesembrina ¥ es la cuarta ocasidén en gue se aisla un alcaloi-
de de este grupo en Amaryilidaceae. La estructura del alcaloide novedoso
zephyramina fue establecida a partir de sus constantes fisicas y analisis
espectroscdpico (IR, de masas, RMN-'H y RMN-2C), pertenece a la serie de
la erinina sin sustituyente hidroxilo en el puente etilénico, anillo oxirano
en los C-C, y sustituyentes metoxilos en el anillo A.

ABSTRACT. Many plant species of the Amaryllidaceae family are used as
popular medicine in the treaiment of different diseases, specially as a
citotoxic. Among them, several species of Zephyrantes are used in varicus
regions of the world. Author’s research group has found in vitro citotoxic
activity in KB cells in the alcoholic extracts obtained from the bulbs of the
Zephyrantes citrina Baker, collected in Caibarien, Cuba. This motivated its
phytochemical study. In the present paper we report the separation and
structural determination of five alkaloids isolated from this plant. The al-
kaloids licorine ¥ haemanthamine (common in plants of the Amaryllidaceae
family) were identified through their physical constants, spectroscopic
analysis and the comparison with an authentic sample. The structure of
cavinine {for the first time in the genus) was established by its physical
contants and spectroscopic analysis (IR, MS and ‘H-NMR). Jouberthiamine
was identified by its physical constants and spectroscopic data (IR, MS);
this compound belongs te the alkaloids of the Mesembrane and it is the
fourth time that an alkaloid of this group is isolated in Amaryllidaceae.
The structure of the new alkaloid zephyramine was established through its
physical constants and spectroscopic analysis (IR, MS, 'H-NMR and *C-
NMR); it belongs to the crinine series without the hydroxy substituent in
the ethilenic bridge, it has an oxiran ring in the C, and C, carbons and
methoxy substituents in the A ring,

INTRODUCCION

Muchas especies de plantasdela
familia Amarylliidaceae son usadas
en la medicina popular contra dife-
rentes enfermedades, principalmen-
te como citotdxicas, entre ellas se
destaca el uso de varias especies de
Zephyrantes en diferentes regiones
del mundo. Esto ha motivado a los
investigadores para realizar estudios
fitoguimicos y farmacoldgicos, tan-
to de extractos de plantas como de
alealoides aislados de ellas.

En un estudio preliminar de di-
ferentes especies de este género, se
detectaron en el extracto etandlico
delos bulbos de la planta Zephyran-
tes citrina Baker recolectados en
Caibarien (Cuba), actividad citotoxi-
cainvitro en células KB (carcinoma
de labio humano), o cual motivé rea-
lizar su estudio fitoquimico.

Corno resultado de este trabajo
fue aislado y caracterizado el alcaloi-
de novedoso zephyramina en base a
sus constantes fisicas y datos espec-
troscopicos (IR, de masas y RMN-1H,
RMN-C). Pertenece a la serie de la
crinina sin sustituyente hidroxilo en
el puente etilénico, anilio oxirancen
los C-C, v sustituyentes metoxilo en
el anillo A. Ademads se aislaron los
alcalcides conocidos cavinina (pri-
mera vez en el género), haemantha-
mina, joubertiamina (cuarta ocasion
gue se aigla un alcaloide de este gru-
po en la familia Amaryllidaceae) vy
licorina (alcaloide mas abundante en
la planta).

En 1857, Dépke y col.t aislaron de
los bulbos de esta planta los alcaloi-
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des licorina, haemanthamina, lico-
reninay galanthina. Las diferencias
encontradas en este trabajo compa-
radas con las reportadas por esos
investigadores pueden deberse a las
diferencias en las condiciones
climaticas y(o) estadio de desarrollo
de las plantas estudiadas.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados en el pro-
ceso de extraceidén del material ve-
getal fueron de calidad comercial,
mientras que los empleados en el
proceso de separacién y purificacion
de los alcaloides fueron de calidad
puro para analisis (p.a.):

Cloroformo p.a. (Fluka, Buchs,
Suiza).

Metanol p.a. (Merck, Darmstadt,
Alemania).

Acetona p.a. (Fluka, Buchs, Suiza).

Benceno p.a. (Merck, Damstadt,
Alemania).

Acetato de etilo p.a. (Merck,
Darmstadt, Alemania).

Gel de silice 60 (tamafio de parti-
cula 0,05-0,08 mm) (Merck, Darms-
tadt, Alemania).

Gel de silice {tamafio de particu-
la 0,2-0,05 mm) (Merck, Darmstadt,
Alemania).

Gel desilice 60 Gpara TLC (Merck,
Darmstadt, Alemania).

Altimina bésica (grado de activi-
dad II, segtin Brockman, BDH, In-
glaterra}.

Muestras patrones de licorina y
haemanthamina.

Las temperaturas de fusién se
determinaron en un equipo Electro-
thermal y €l poder rotatorio especi-
fico enun equipo Carl Zeiss Polamat
A utilizando 1a linea D del sodic y a
la temperatura de 28 °C . Los espec-
tros IR se registraron en un espec-
trofotémetro Carl Zeiss Specord 75
IR en pastilla de bromurc de pota-
sio. Los espectros de masas se reali-
zaron en un espectrémetro Jeol-Dx
300 (70 V). Los de RMN se obtuvie-
ron en un espectrémetro FX90Q a
90 v 22,5 MHz, el espectro RMN-2C
se registrd desacoplado a banda
ancha con un ancho de espectro de
55 kHz e intensidad de pulsos de 43,
repeticién de pulsos de3 a3, dmy
referencia interna TMS. Los datos
fueron adquiridos a una capacidad
de 8K . En el registro seutilizé la téc-
hica INEPT

PARTE EXPERIMENTAL

Los bulbos de la planta Zephy-
rantes citrina Baker fueron recolec-
tados en Caibarien, provincia de Las
Villas, Cuba ¥ la planta fue recono-
cida por el Dr. Victor Fuentes. Se rea-

liz6 la extraccién del crudo de alca-
loides segtn el método de Boit y
Dépke,? se obtuvo un 0,83 % de ren-
dimiento. El fraccionamiento del
crudo se realizé mediante cromato-
grafia de columna a presién, utilizan-
do como adsorbente gel de silice de
tamario de particula 0,05 2 0,08 mm y
como eluyente cloroformo y mezclas
de cloroformo-metanol de polaridad
creciente. Seutilizé una columna de
50 em de longitud y 5 cm de diame-
tro, fue empaquetada por via hlime-
da con cloroformo ¥ corriente de aire a
presién y flujo de 20 mI/min .

El compuesto 1 (cavinina), se ob-
tuvo de la columna primaria al eluir
con cloroformo-metanol 97:3 (sélido
1), fue purificade mediante una co-
lumna de gel de silice (tamafio de
particula 0,2 a 0,05 mm) eluyendo
con cloroformo-metanol 97:3 y
recristalizado de acetona, rendi-
miento 32 mg. El compuesto 2
(haemanthamina), se obtuvo de la
columna primaria al eluir cen cloro-
formo-metanol 97:3 (solido ID), fue
purificade mediante una columna
cromatografica de gel de silice (la-
mano de particula 0,2 a 0,05 mm)
eluyendo con cloroformo-metanol
97:3 y recristalizado de acetona, ren-
dimiento 39 mg . El compuesto 3
(joubertiamina), fue aislado de la co-
lumna primaria por elucién con clo-
roformo-metanol 985:5, purificado
por cromatografia de capa delgada
preparativa utilizando como eluyen-
te cloroformo-acetato de etilo-
metanol 2:2:1 y recristalizado de
acetona, rendimiento 20 mg . El com-
puesto 4 (licorina), fue aislado por
precipitacién al alcalinizar la disolu-
cién acuosa acida desengrasada y
recristalizado de etanol, rendimien-
to 585 mg . El compuesto 5 (zephyra-
mina), se obtuvo de la columna pri-
maria al eluir con cloroformo-me-
tanol 90:10. Se purificé mediante
cromatografia de columna con ali-
mina basica grado de actividad IT,
segiin Brockman y como eluyente
benceno-acetato de etile 1:1. Se
recristalizé de acetona, rendimien-
to 64 mg .

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn se describen las
propiedades espectroscdpicas y fisi-
cas de los alcaloides aislados.

Compuesto 1 (cavinina) : Tf: 245
-6°C; [a} = +51°(CHC(],, ¢ = 0,1 mmol/
L); IR vE® em?: 3 080(v,,, alifatico), 1
600 y 1 480(v__, patron fenilo), 1
250(v*_ , ), 1 030(v=, ; ), 1 100(v,,),
910{(v ooy EM (mmfz): M~ 347, 318
(pico base), 315 y 115. La presencia
del pico a m/z 115 indica que perte-

nece al grupo de la crinina? El pico
base a M*-28 corresponde ala pérdi-
da de -CHO y pudiera deberse a la
presencia de un anillo oxirano, el
picoam/z 315 (M~-32) corresponde a
la perdida de metanol caracteristico
de estos compuestos cuando presen-
tan un grupo -OCH, como sustitu-
yente en el C, y el puente etilénico
hidroxilado.*

RMN-'H (ppm): 6,69 (1H,s) asig-
nable a protdén aromatico; 5,91 (2H,s)
asignable a grupo metiléndioxi; 4,00
(3H,s) que se asigna a mefoxilo uni-
do a carbono aromaético; 3,42 (3H,s)
asignable a metoxilo unide a carbo-
no alifatico; 4,32 (1H,d, J = 17 Hz)
protén bencilico H6a; 3,73 (1Hd, .J
= 3,5 Hz) correspondiente al protdn
H, del anillo oxirano; 3,3 (1H,m) co-
rrespondiente al proton H, det ani-
llo oxirano parcialmente super-
puesto con la sefal del -OCH, ali-
fatico.

La biisqueda bibliografica® per-
mitié conocer la existencia del alca-
loide cavinina cuyas propiedades fi-
sicas y espectroscépicas (IR y ma-
sas) coinciden totalmente con el
compuesto 1. Este alcaloide es aisla-
do por segunda vez en la familia
Amaryllidaceae y primera vez en el
género Zephyrantes (Fig. 1).

Compuesto 2 (haesmanthamina):
Tf:199 a 201 °C, [a] = +11°(CHCl,,
o= 0,2mmol/L), IR v¥® cm*: 3330(v ),
2 QOO(VCH alifatico), 1600y 1 490(\1C o
patrén fenilo), 1 4705 g, 1 2100 o )
10200v= , ) 910(v oy, o3s EM (mifz):
M+ 301 (pico base), 272,227, 269, 181,
115, De acuerdo con estos datos, 2
pertenece al grupo de la crinina * El
ion fragmento a m/z 272 indica que
este compuesto tiene puente
etilénico hidroxilado. La poca inten-
sidad del fragmento M*-32 (m/z 269)
indica que hay metoxilo en C,, pero
en posicién B y el puente etilénico
en a. La informacién obtenida para
este compuesto coineidié con la re-
portada para el alcaioide haemantha-
mina.! Se observéd coincidencia to-
tal del compuesto 2 con una mues-
tra auténtica de haemanthamina en
cuanto a su temperatura de fusién
mixto y Rf en CCD para diferentes
sistemas de disolventes (Fig. 1).

Compuesto 3 (joubertiarmina):
Tf:183 a 5 °C, o] = +50° {CHCIE, c

= (0,2 mmo/L); TR v¥¥ cem™: 3 350
("oa) 2 QOU(VCH alifatico), 1 720(\,'C -
@, B insaturado) 1600y 1 490(v,_., pa-
rén fenilo), 1 230(vw=, , J, 1 0200v>_ , );
EM (m/z) M~ 259, 58 (pico base), 244,
72. El pico base del espectro de ma-
sas a my/z 58 sugiere la formacidn de
un fragmento de CH,= N(CH,),indi-
cando gque el alcaloide contiene el
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Fig 1. Estructura de los alcaloides conocidos aislados de los bulbos de Zephyrantes

citrina Baker.

agrupamiento N-dimetilamino etilo.
Este compuesto no presenta ningu-
no de los esqueletos béasicos de los
alcaloides de las Amaryllidaceae. Se
conoce de la existencia de alealoides
del grupo de la mesembrina que apa-
recen en plantas del género Sce-
letium de la familia botanica Aizoa-
ceae, con fragmentaciones semejan-
fes a las de este compuesto. Arnadt
R. y ¢ol” reportan el alcaleide jou-
bertiamina, cuyas constantes fisicas
vy datos espectroscopicos coinciden
con 3. Esta es la cuarta ocasién que
se aisla en Amarylitdaceae un alca-
loide del grupo de la mesembrina
(Fig. 1).

Compuesto 4 {licorina): Tf: 245 a
5°C,[a] =42 (CHC,, ¢ = 0,1 mmol/L);
IR v¥B cm': 3 350(v ), 3 060(v, aro-
maéatico u olefinico), 2 920 (VCHI
alifatico), 1 480(v__,, patrén fenilo),
12300v, o), 1 0300v=, o 9200V, i o
EM (mfz) M+ 287, 226 (pico base), 286,
227. De acuerdo con estos resultados,
dicho compuesto presenta grupo
metilendioxi y grupo hidroxilo como
sustituyentes y dadas las caracteris-
ticas de su espectro de masas debe
tratarse del alealoide licorina, ia
comparacién de estos espectros con
ios que han sido descritos® para el
alcaloide licorina y la comparacién
con muestra auténtica presentd
coincidencia total. Este alcaloide
es el més abundante en la planta
(Fig. 1).

Cormpuesto 5 (zephyramina); Tf: 162
a4°C,[a] = +38° (CHC, ¢ = 0,2 mmol/
L), IR v*8 em? 1 3 110{v,,,, aromético
u olefinico), 2 840 y 2 890 (VCH,
alifatico}, 1600, 1500,1470 (v, . pa-
trén fenilo), 1 270 (v, . epdxido),
1240 (v, alifatico), 1 220(v*,, ),
1030 (vs, , o), 840 {y,,, aromético), 860
(¥ piiao)s 760 (v, 0lefina).

EM (rry/z): M* 287, 286 (66 %), 258
(31 %), 258 (2 %), 244 (31 %), 231 (30 %),
216 (28 %), 215 (100 %), 203 (9,2 %)y 115
(21 %).

El espectro IR del compuesto 5
estd caracterizado por ausencia de las
bandas correspondientes a vgy Vo oo
v aparecen dos bandas caracteristicas
de grupo epdxido a 1270y 860 cm?, las
restantes bandas corresponden al
esqueleto carbonado de estos alea-
loides. En su espectro de masas se
observa un pico am/z 115 ¥ otro a myz
258 (M~-28), ambos caracteristicos de
los alcaloides del grupo de la crinina
sin Ay sin OH° en C,,. Ademds, el
picoa (M*-29), o sea (M* - CHO) es
caracteristico de los compuestos con
anillo oxirano. Se comprobé que no
ha sido descritc ning(in compuesio
con estas caracteristicas, por lo tan-
to, se trata de un compuesto nove-
doso.

De acuerde con los resultados ana-
lizados hasta el momento y tenien-
do en cuenta la relacién de las in-
tensidades relativas de M* (68,97 %)
v M* + 1 (13,2 %), su férmula se-
midesarrollada seria C, H, N-
(OCH,),(0). El compuesto 5 puede
presentar la estructura siguiente
(Fig. 2).

HyCO~B sa 5

Fig. 2. Estructura propuesta parael com-
puesto 5.

Longewvialle y col® estudiaren el
mecanismo de fragmentacién de los
alcaloides del grupo de la crinidina
con anillo C saturado y sin hidrexilo
en el puente etilénico, en este caso 5
presentaria anilio oxirano gue inter-
viene en la fragmentacién. Por otra
parte, ha sido descrito® el alcaloide
augustina, que solo se diferencia en
que presenta un -OCH, en C, y
metiléndioxi en el anillo aromati-

co, luego debe plantearse la posi-
bilidad de fragmentaciones simi-
lares.

En compuestos con anillo C sa-
turado y con grupo oxirano, cuyo
puente etilénico no es sustituido, se
presentan varios mecanismos de
fragmentacién a partir del i6n mole-
cular. La fragmentacién puede em-
pezar por la pérdida de un radical
formilo originando el i6n m/z 258,
gue posteriormente pierde el frag-
mento nitrogenado C,H,N, dando
lugar al pico myz 2135 que es el pico
base del espectro. Por otra parte,
puede comenzar por la pérdida del
puente etilénico, se produce el frag-
mento m/z 259. El idn myz 244 puede
explicarse a partir del ion molecular
por la salida del radical OCH=CH,,
esta pérdida se observa también en
los alcaloides augustina y cavinina
(alealoides con grupo epoxi en el C,
¥ C,) con un porcentaje de abundan-
cia relativa semejante®

I.a salida de la molécula
CH,=CH-N=CH, y el radical hidré-
geno del i6n molecular seguido por
la migracién de un protén del C, al
C,, origina un doble enlace que da
lugar al i6n fragmento m/z 231. Es
de destacar que la formacidn de este
fragmento y el que se deriva de él
(pérdida de CO), es caracteristico de
los alcaloides de este grupo con ani-
llo C saturado y sin hidroxile en el
puente etilénieco.

El espectro RMN-3C del com-
puesto J presento las senales si-
guientes: (3, ppm): 147.5; 147,3;137,1,
125,0; 109,9; 105,9; 66,2; 61,9; 56,1,
55,8; 53,5; 53,0, 46,9; 44,1; 41,8, 28,2,
19,0. Al comparar los corrimientos
quimicos de *C con el de diferentes
alcaloides reportados, se encontré
que 11 de las 17 sefales coinciden
con las encontradas para la mari-
thidina (Migge A. Comunicacién
Personal, Universidad de Humbolt,
Berilin, 1980) con una diferencia
méixima de 0,6 ppm (Tabla 1). Esto
permitié asignar las sefiales de los
C,aC,,.C,,,C,ylosdos grupos me-
toxilos del anille A.

Como puede observarse en la ta-
bla 1, las restantes sefiales de estos
dos alcaloides difieren notablemen-
te en corrimiente quimico, porlo que
se concluye que ambos compuestos
difieren en la estructura del anillo
C. No se pudo encontrar reporte al-
guno de compuesto gque presentara
un anillo C idéntico al propuesto
para el compuesto § a partir del ané-
lisis de su espectro de masas y fue
necesario realizar la comparacién de
los corrimientos quimicos utilizan-
do un compuesto como la augus-
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Tabla 1. Asignacién del espectro de RMN-3C del compuesto 5.

. ‘ o
Carbono H’
H 0

oo ol

Marithidina Compuesto 5 Augustina
(6, ppmy)
1 53,0 540
2 46,9 53,8
3 28,2 748
4 18,0 25,3
4a 68,2 66,8
6 61,7 81,9
Ba 123,1 125,0
7 1058 1659
8 1475 1475
9 _ 1473 1473
10 1085 1099
10a 137,0 137,1
10b 419 415
11 ' 435 44,1
12 53,0 535
-OCH, 55,7 55,8
-OCH, 56,0 56,1

{ina® que solo se diferencia por la
presencia de un grupo -OCH, en el
C, y utilizarlo como punto de parti-
daen la asignacion de las senales de
losC,C,, ¥y C.

Si es cierta la suposicién de que
1a estructura del anillo C de ambos
compuestos sélo difiere en el grupo
-0OCH, unido al C, de la augustina,
debe esperarse que ia diferencia en
el desplazamiento quimico (Tabla I}
sea notable en los C, (efecto ), C, v
C, (efecto B). El C, de ]a augustina
estd desblindado 46,6 ppm respecto al
C, del compuesto 5, por el efecto -1 ()
del grupo -OCH,. Los C,y C, de la
augustina estdn desblindados 6,9 y
6,3 ppm respectivamente respecto a
los C,y C, del compuesto 5 debido al
efecto B del grupo -OCH,, las sefha-
les de los C, a C_ y C,,, de ambos
compuestos coinciden con una dife-
rencia méxima de 1,0 ppm.

En su espectro RMN'-H se asig-
naron ficilmente los singletes de los
protones arométicos (H,, v H,) que
aparecen como los més desblindados
del espectro en 6,85 y 6,38 ppm res-

pectivamente, asi como las sefiales
correspondientes a los -CH, de los
sustituyentes meioxilicos en el ani-
llg aromadtico que aparecieron como
singletes en 3,9y 3,8 ppm . Se obser-
vo ademas en el egpectro la ausen-
cia de sefales olefinicas. Enlaregién
comprendida entre 2,4 y 4,5 ppm
aparecié un grupo de sefiales no bien
resueltas gue por comparacion con
lo que ha sido reportado® se asigna-
ron de la manera siguiente: 4,4 ppm
(H,,); 3,7(H,); 3,45 (H,); 3,35(H,);
3,1§(H12 + H,); 2,9(H,,). Las sefiales
comprendidas entre 1,5y 2,5 ppmno
fueron asignadas debido a su poca
resolucién.

El anélisis espectroscépico reali-
zado permitié comprobar que el
compuesto § presenta la estructura
propuesta (Fig. 2) v que se trata de
un compuesto novedoso.

CONCLUSIONES

De los bulbos del Zephyrantes
citrina Baker se aislaron e identifi-
caron mediante el estudio de sus
propiedades fisicas y espectroscépi-

cas, el alcaloide novedoso zephyra-
minea y los ya conocidos: cavinina,
haemanthamina, joubertiamina y
licorina.
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