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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las especies de Amaryllidaceae Chilenas
Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum y Phycella australis, ademas
de la especie Colombiana Phaedranassa lehmannii, las cuales fueron
analizadas por CG/EM, encontrandose la presencia de alcaloides tipo
galantamina, licorina, homolicorina, haemantamina, crinina, montanina,
narciclasina y tazettina, algunos reportados por primera vez para algunas de
las especies. La presencia de este tipo de alcaloides en las diferentes partes
de la planta, se caracterizan por estar presente en bajas concentraciones e
incluso en trazas, por lo que se ha propuesto un método de micropropagacion
in vitro de las especies de Amaryllidaceae Chilenas basado en la necesidad
de incrementar el contenido de alcaloides, ademas de proteger y asegurar la
subsistencia de estas plantas mediante las técnicas de propagacion y
multiplicacion propuestas en este trabajo, ya que debido a la explotacion de
sus recursos muchas de las plantas de esta familia estan comprometidas. El

método de cultivo de tejidos vegetales planteado, consiste en ofrecer a partir
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de la totipotencialidad de las células de estas plantas, la generacion de nuevos
organismos en un medio de cultivo in vitro a través de fitohormonas (AIA,
BAP y 2,4-D) y factores de crecimiento (luz, humedad y fotoperiodo) que
disminuyen el tiempo de maduraciéon del organismo, obteniéndolo en un
lapso menor al de su ciclo de vida silvestre. Los alcaloides de Amaryllidaceae
juegan un papel crucial en el descubrimiento de nuevos farmacos para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas debido a su diversidad
estructural y su complejidad espacial, por lo que los alcaloides encontrados
en las especies Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella
australis y Phaedranassa lehmannii se evaluaron en diferentes modelos de
neuroproteccidn en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, estudiando
la neurotoxicidad inducida por rotenona/oligomicina y por el inhibidor
especifico de la actividad de proteinas fosfatasas acido okadaico, donde se
selecciono la fraccion alcaloidea de la especie con mayor actividad
neuroprotectora, para posteriormente ser evaluada en un modelo de privacion
de oxigeno y glucosa, y finalmente ser probada frente a la neurotoxicidad
inducida por acido okadaico en cortes de hipocampo de raton. Los resultados
encontrados en los ensayos de neuroproteccién mostraron que las fracciones

alcaloideas de las especies Phycella australis y Phaedranassa lehmannii

XV



presentan un gran efecto neuroprotector en los diferentes modelos estudiados,
lo que indica que los alcaloides presentes en estas especies de Amaryllidaceae
podrian ser un potencial valioso para seguir explorado en el campo

neurofarmacologico.

Palabras clave: Amaryllidaceae, alcaloides de Amaryllidaceae,

micropropagacion, neuroproteccion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

A partir de muestras de bulbos de especies de Amaryllidaceae Chilenas
obtener callos mediante micropropagacion in vitro con el objetivo de
producir biomasa rica en alcaloides isoquinolinicos con potenciales

aplicaciones en la enfermedad de Alzheimer.

Objetivos especificos

-Analizar mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM) los alcaloides presentes en la fraccion alcaloidea de las
especies Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis

y Phaedranassa lehmannii.
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-Estudiar la influencia del medio de cultivo en la micropropagacion vy

desarrollo in vitro de bulbillos de Rhodophiala pratensis.

-Evaluar el efecto de las fitohormonas acido indolacético (AlA), acido 2,4-
diclorofenoxiacetico (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (BAP) en el contenido

de alcaloides en bulbillos de Rhodophiala pratensis.

-Estudiar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa del extracto crudo de
Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis y

Phaedranassa lehmannii por el método de Eliman.

-Cuantificar la viabilidad celular de la fraccion alcaloidea de bulbos de la
especie Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis y

Phaedranassa lehmannii.en células SH-SY5Y por MTT.

-Evaluar la actividad neuroprotectora de los alcaloides presentes en las
especies Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis
y Phaedranassa lehmannii.en el modelo de neurotoxicidad inducida por
Rotenona/Oligomicina en células SH-SY5Y.
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-Determinar la capacidad neuroprotectora de los alcaloides presentes en las
especies Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis
y Phaedranassa lehmannii.en el modelo de neurotoxicidad inducida por

acido okadaico en células SH-SY5Y.

-Evaluar en la especie con mayor respuesta de neuroproteccion en células

SH-SY5Y, el efecto de los alcaloides en un modelo de neurotoxicidad

inducida por &cido okadaico en cortes de hipocampo de ratén.
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HIPOTESIS

Existen evidencias de la presencia de alcaloides isoquinolinicos en especies
de la familia Amaryllidaceae, presentes en baja cantidad, con potencial

capacidad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa.

Mediante micropropagacion in vitro es posible obtener biomasa de
Amaryllidaceae Chilenas con un elevado contenido de alcaloides
isoquinolinicos los cuales pueden ser aislados y caracterizados
farmacoldgicamente  usando ensayos de inhibicion  enzimatica
(acetilcolinesterasa) y de viabilidad celular (células de neuroblastoma

humano SH-SY5Y y cortes de hipocampo de ratén).
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Alcaloides de Amaryllidaceae
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RESUMEN

Este capitulo muestra los resultados obtenidos del andlisis de la fraccion
alcaloidea de las especies de Amaryllidaceae Chilenas Rhodophiala pratensis,
Rhodolirium speciosum y Phycella australis colectadas en las regiones VIlI
y XVI en la zona costera (Figura 1.1). Ademas, la identificacion de algunos
alcaloides en Phaedranassa lehmannii, especie recolectada en Colombia.
Alcaloides tipicos de la familia Amaryllidaceae fueron detectados,
encontrandose compuestos con esqueletos tipo licorina, haemantamina,
crinina, galantamina, homolicorina, montanina, narciclasina y tazettina,

algunos constituyen el primer reporte para algunas de las especies estudiadas.



Rhodophiala pratensis Rhodolirium speciosum

m

Phycella australis Phaedranasa lehmannii

Figura 1.1. Especies de Amaryllidaceae estudiadas. Fuente: Fotografias

tomadas por el autor.



1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Familia Amaryllidaceae

La familia botanica Amaryllidaceae, es un grupo de monocotiledoneas
pertenecientes al orden Asparagales, ha sido objeto de debate taxonomico
durante mucho tiempo. Segun la ultima clasificacion actualizada del APG
(Angiosperm Phylogeny Group), sustentada por varios analisis moleculares
y morfoldgicos (Meerow et al., 1999; Meerow et al., 2006), la familia
Amaryllidaceae J.St.-Hil. comprende tres subfamilias: Agapanthoideae,
Allioideae y Amaryllidoideae las cuales, a su vez, habian sido previamente
consideradas como Agapanthaceae (comunmente conocidos como
agapantos), Alliaceae (incluyendo al ajo y las especies afines) y
Amaryllidaceae (APGIII, 2009; Chase et al, 2009). En este trabajo se utilizara
la denominacion “alcaloides de las Amaryllidaceae™ la cual correspondera,
Unica y exclusivamente, a los alcaloides sintetizados por plantas de la

subfamilia Amaryllidoideae.



La subfamilia Amaryllidoideae comprende 59 géneros y cerca de 850
especies que se distribuyen preferentemente en regiones tropicales y
subtropicales, pero también en zonas templadas. Estas plantas presentan una
gran capacidad de adaptacion y sus principales centros de diversidad son
Sudéfrica, Sudameérica, la region Mediterranea y en zonas templadas de Asia
(Figura 1.2) (Rensted et al, 2012). Estudios filogenéticos apuntan a Sudafrica
y Sudamérica como centros de diversificacion primaria y secundaria,
respectivamente (Ito et al, 1999). Dado que numerosas especies de este grupo
son endémicas y muy vulnerables, existe la necesidad de promover su
conservacion y mejorar el conocimiento existente sobre las mismas.
Actualmente, se cultivan como ornamentales debido a la belleza de sus flores,
sin embargo, desde hace siglos vienen recibiendo una especial atencion
debido a sus propiedades terapéuticas (Bastida et al, 2006; Goietsenoven et

al, 2010; Ingrassia et al, 2008).



Figura 1.2. Distribucién mundial de la familia Amaryllidaceae (subfamilia
Amaryllidoideae). Fuente: Laboratorio de Sistematica de plantas vasculares.
Amaryllidaceae J St.-Hil. subfam. Amaryllidoideae Burnett. http://www.the
compositaehut.com/www _tch/webcurso_spv/familias_pv/amaryllidaceae a

maryllidoideae.html.

El gran interés en el estudio de los alcaloides de Amaryllidaceae,
especialmente en el ambito de la farmacologia, se debe a su amplio rango de
actividades biologicas, que incluyen, entre otras, propiedades antivirales,
antitumorales y antiparasitarias (Bastida et al, 2011). De hecho, estas plantas
han sido utilizadas como hierbas medicinales durante miles de afios.

Hipdcrates de Cos (IV a.C.), considerado el padre de la medicina,
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recomendaba el aceite de especies de Narcissus poeticus (Amaryllidaceae)
para el tratamiento de lo que hoy conocemos como tumores de Utero
(Goietsenoven et al, 2013), mientras que en el siglo I d. C., se habia
establecido para este fin en Oriente Medio y en el Imperio Romano (Pettit et
al, 1986). En la actualidad, uno de los compuestos mas interesantes del grupo
es la galantamina, un inhibidor potente, reversible y competitivo de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), aprobado y comercializado como estrategia para
el tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer (Reminyl®,

Razadyne®).

1.1.2.  Amaryllidoideae en Chile

La familia Amaryllidaceae en Chile esta representada por 11 géneros y
alrededor de 35 especies (Ravenna, 2003). La delimitacion morfologica de
los géneros de la familia ha sido muy dificil de establecer, dado la
variabilidad de los caracteres hasta ahora usados para tal propoésito. Estudios
enfocados en el cariotipo han sido capaces de detectar diferencias entre

algunos géneros chilenos de Amaryllidoideae, ademéas de caracterizar
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algunas de sus especies, como es el caso de Phycella australis (Baeza et al,
2007), Rhodophiala pratensis (Baeza et al, 2006) y Rhodolirium speciosum
(Baeza et al, 2009), entre otras especies endémicas. Es importante destacar el
alto grado de endemismo de los géneros de esta subfamilia en Chile. Este

hecho sugiere que Chile ha sido un activo centro evolutivo para estas plantas.

1.1.3. Consideraciones quimicas de los alcaloides de Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae presenta entre sus metabolitos secundarios un
grupo de alcaloides, que tienen como caracteristica principal la de ser
exclusivos de esta familia de plantas, lo que les confiere valor

quimiotaxonomico.

Las caracteristicas quimicas mas importantes de los alcaloides de la familia

Amaryllidaceae son:



- Tener una estructura base C6-C1-N-C2-C6. En la que, la fraccién C6-
C1 deriva del aminoacido L-fenilalanina (L-phe) y la N-C2-C6 deriva

del amino&cido L-tirosina (L-tyr).

- Ser bases moderadamente débiles, con un pKa entre 6 y 9.

- Contener un solo 4&tomo de nitrogeno, que puede ser secundario,
terciario o incluso cuaternario, y generalmente el numero de atomos
de carbono oscila entre 16 y 20, dependiendo de los sustituyentes

presentes en los anillos.

La clasificacion de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae ha ido
variando en funcidn del conocimiento de sus relaciones biosintéticas. Aunque
todos ellos provienen de L-phe y L-tyr, su diversidad estructural es
consecuencia de los diferentes tipos de acoplamientos fenol oxidativos. En
base al sistema heterociclico que presentan, se pueden diferenciar los
esqueletos tipo: norbelladina, licorina, licorenina, crinina, hemantamina,

pretazetina, narciclasina, montanina y galantamina (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Alcaloides de Amaryllidaceae representativos. Fuente: Bastida

et al, 2011.

1.14. Biosintesis de alcaloides de Amaryllidaceae

La ruta biosintética que origina esta variedad de estructuras (Figura 1.3) sigue
un esquema general de cuatro etapas que comienza con la preparacion
enzimatica de los precursores a partir de los aminoacidos L-fenilalanina (L-
phe) y L-tirosina (L-tyr). En los alcaloides de Amaryllidaceae, L-phe sirve

como precursor primario del fragmento C6-C1, que corresponde al anillo A
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y la posicion bencilica (C-6), mientras que L-tyr es precursor del anillo C, la
cadena lateral de dos carbonos (C-11y C-12) y el nitrogeno, C6-C2-N. Para
formar la porcién C6-C1, L-phe es convertida en aldehido protocatéquico a
través de la via de &cidos cinamicos, involucrando la participacion de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). Por otro lado, L-tyr es minimamente
modificada mediante un paso de descarboxilacion antes de ser incorporada

(Figura 1.4) (Bastida et al, 2011).

La segunda etapa de la biosintesis implica la fusion entre tiramina y el
aldehido protocatéquico, que da lugar a norbelladina por medio de la
formacién de una base de Schiff. Esta reaccién clave representa la entrada de
los metabolitos primarios a una via metabdlica secundaria. La posterior
metilacion de norbelladina en la posicién orto (47) del anillo A se considera

el tercer paso.
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Figura 1.4. Ruta biosintética hasta 4-O-metilnorbelladina. Fuente: Kilgore,

M.B. & Kutchan, T.M., 2016.
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Finalmente, la Gltima etapa incluye una serie de reacciones secuenciales que
resultan en la diversificacion hacia los esqueletos restantes mostrados en la
Figura 1.4. El paso inicial consiste en una ciclacion secundaria producida por
el acoplamiento oxidativo de O-metilnorbelladina, el cual puede transcurrir
a través de tres vias diferentes para dar lugar a las distintas estructuras. El
acoplamiento fenol oxidativo orto-para” resulta en la formacion del
esqueleto tipo licorina, a partir del cual se originan los compuestos de tipo
homolicorina. Por otro lado, la ciclacion secundaria para-para” produce los
alcaloides con estructura base 5,10b-etanofenantridina (tipos crinina y
hemantamina), los cuales pueden sufrir ciertas modificaciones para generar
las estructuras de tipo tazetina, narciclasina y montanina. De manera similar,
los alcaloides de tipo galantamina, con su nucleo dibenzofurano
caracteristico, derivan de un acoplamiento fenol oxidativo para-orto” (Figura

1.5).
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1.1.5. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CG/EM)

La cromatografia de gases es una herramienta analitica utilizada para separar
mezclas de compuestos volatiles a través de una columna como fase
estacionaria y un gas inerte como fase mavil, siendo la temperatura una
importante variable a considerar. Unicamente las moléculas capaces de ser
vaporizadas sin experimentar descomposicion son adecuadas para este tipo
de anélisis. Un espectrémetro de masas es basicamente un instrumento que
mide la relacion masa-carga (m/z) de iones en fase gaseosa, proporcionando
informacién sobre la abundancia de cada especie iénica, y que ofrece la
posibilidad de ser acoplado como detector a la separacién de los compuestos

obtenidos por cromatografia de gases (Kitson et al, 1996).

Estudios de CG/EM de extractos de especies de la familia Amaryllidaceae
revelan gue estas pueden contener un numero bastante variado de alcaloides.

Cada planta metaboliza una mezcla de alcaloides formada por un pequefio
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nimero de alcaloides mayoritarios y un gran numero de alcaloides
minoritarios. Esto normalmente resulta de la diferencia en la especificidad
del sustrato y del nivel de la expresion genica de las enzimas involucradas en
los procesos de biosintesis (Berkov et al, 2013; Berkov et al, 2011; Takos and

Rook, 2013).

Generalmente, los compuestos organicos presentan patrones de
fragmentacion caracteristicos al ser ionizados, lo que permite su
identificacion mediante comparacion con datos obtenidos previamente. De
esta manera, la CG/EM es una poderosa herramienta analitica para la
obtencién del perfil quimico de compuestos naturales voléatiles. Mediante
numerosos estudios de espectrometria de masas de impacto electronico
(EIMS) de los alcaloides de Amaryllidaceae, ha sido posible establecer los
patrones de fragmentacion caracteristicos para los diferentes tipos de

esqueletos (Bastida et al, 2006).
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1.1.6.  Alcaloides tipo crinina y haemantamina

Un primer hecho destacable es la presencia del hidroxilo en C-11 afecta
bastante a los procesos de fragmentacion de la molécula (Figuras 1.6). La
fragmentacion de este tipo de alcaloide ha sido estudiada en detalle para
varias estructuras. En la mayoria de los casos, el idbn molecular corresponde
al pico base, el anillo aromatico tiene un papel fundamental en la
estabilizacion de los fragmentos, mientras que el atomo de nitrégeno suele
perderse, y el paso inicial en los mecanismos de fragmentacion implica la
apertura del puente de dos carbonos 11-12. Se han descrito varios patrones
caracteristicos teniendo en cuenta la presencia de sustituyentes en diversas
posiciones, la saturacion del anillo C, y la influencia de la estereoquimica

(Bastida et al., 2006; Longevialle et al., 1973).

Haemantamina presenta un pico molecular de poca intensidad a m/z 301, asi
como tres modos fundamentales de fragmentacion: pérdida de MeOH,

pérdida de CH,=NH y pérdida de CHO. En general, para los alcaloides del
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tipo crinano (o o B indistintamente) la pérdida de metanol (Figura 1.6) esta
maés favorecida en las moléculas en las que el puente y el sustitiyeme 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 condicién. 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 formacion, m/z = 240 que
se produce por perdida de un radical tipo formaldehido, m/z = 211, que
procede del anterior por fragmentacion de una unidad de metilenimina, m/z
=210y m/z =209, que deriva por perdida sucesiva de dos radicales hidrégeno
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 cetonica como consecuencia de un reordenamiento
de McLafferty con uno de los hidrogenos del esqueleto llevando al ion de
m/z = 225 que puede experimentar una subsiguiente eliminacion de

hidrégeno (Bergofion, S., 1994).
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Figura 1.6. Patron de fragmentacion de alcaloides tipo haemantamina.

Fuente: Tallini, L.R., 2018.
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1.1.7.  Alcaloides tipo montanina

El patron de fragmentacion de alcaloides con el ndcleo 5,11-
metanomorfantridina depende en gran medida de la naturaleza y
configuracion de los sustituyentes en C-2 y C-3. Las estructuras que
contienen un grupo metoxilo dan lugar a un fragmento 31 unidades menor
que el ion molecular (Figura 1.7). Por otra parte, la configuracion del
sustituyente en C-2 tiene una considerable influencia en la medida en cémo
transcurre la fragmentacién de tipo retro-Diels-Alder, que se ve aumentada

cuando el sustituyente se encuentra en posicion o, (Bastida et al., 2006).
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Figura 1.7. Patron de fragmentacion de alcaloides tipo montanina. Fuente:

Pigni N. B., 2013.
1.1.8. Alcaloides tipo licorina

El patrén de fragmentacion de este esqueleto tipo licorina se mantiene en
condiciones de cromatografia de gases. El pico molecular aparece con una
intensidad apreciable y suele experimentar la pérdida de agua, asi como de
C-1 y C-2, junto con los respectivos sustituyentes, por medio de una
fragmentacion de tipo retro-Diels-Alder (Figura 1.8). Curiosamente, la
pérdida de agua a partir del i6n molecular depende de la estereoquimica del

grupo hidroxilo en C-2, y no ocurre en derivados acetilados (Bastida et al.,
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2006). En estructuras con dos grupos metoxilo en el anillo A en lugar del
grupo metilendioxi de licorina (como es el caso de galantina) el pico base del

espectro es 16 unidades mayor que m/z 226, apareciendo a m/z 242.
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-C,H40, <O

m/z 227
|+

O X
(
@]

N

m/z 226

Figura 1.8. Patron de fragmentacion de alcaloides tipo licorina. Fuente: Pigni

N. B., 2013.

El alcaloide hallado con mas frecuencia dentro de este grupo es licorina, que

fue el primero en ser aislado. Se ha reportado su actividad como potente
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inhibidor de la biosintesis del acido ascorbico, del crecimiento y division
celular, y de la organogénesis en plantas superiores, algas y levaduras. En
animales, ha demostrado una importante actividad antitumoral, siendo
considerado un agente quimioterapéutico prometedor debido a su efecto
antiproliferativo selectivo, mas marcado en células cancerosas que en células
normales (Lamoral-Theys et al, 2009; McNulty et al, 2009). Otra actividad
destacable de los alcaloides de tipo licorina es su potente efecto inhibidor
sobre parasitos, habiéndose reportado que su actividad frente a Trichomonas
vaginalis transcurre a traves de la muerte celular mediada por un mecanismo
conocido como parapoptosis (Giordani et al, 2011), ademas de numerosos
ensayos que sefialan la inhibicion de Plasmodium falciparum y Trypanosoma
brucei (Toriizuka et al, 2008). Licorina y pseudolicorina también han
demostrado, entre otras propiedades, efectos antivirales, asi como la
capacidad de interaccionar con el ADN. Al igual que otros tipos de alcaloides
del grupo, licorina y sus derivados presentan efectos analgésicos e

hipotensores (Bastida et al, 2011).
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1.1.9.  Alcaloides tipo homolicorina

Esta molécula presenta un tipo de fragmentacion dominante, consistente en
la rotura de enlaces débiles en el anillo C y obtencion de dos fragmentos,
siendo el mas caracteristico y abundante el correspondiente al anillo de

pirrolidina, unido a los sustituyentes de la posicion 2 (Bastida et al, 2006).

El fragmento mas caracteristico de homolicorina y sus derivados se observa
am/z =109 (Figura 1.9), mientras que hipeastrina (con un grupo hidroxilo en
C-2) lo presenta a m/z 125 (Figura 1.10). Los alcaloides de esta serie suelen
ser dificiles de diferenciar debido a la reducida abundancia del iébn molecular

(m/z 315) y los demas fragmentos (m/z 206, 178) (Pigni N. B., 2013).

Un mecanismo explicativo para la fragmentacion de homolicorina surge de
larotura de los enlaces labiles del anillo C por una reaccién retro Diels- Alder
con formacién del fragmento de m/z = 109, que experimenta una pérdida

subsiguiente de hidrogeno radical para dar el pico a m/z = 108. A
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continuacion puede tener lugar la eliminacion del CO del ion 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
respectivamente. La pérdida de un radical hidrégeno, 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 (Bergofion, S., 1994).
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Figura 1.9. Patron de fragmentacion de alcaloides tipo homolicorina. Fuente:

Bergorion, S., 1994,
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Figura 1.10. Patron de fragmentacion de alcaloides tipo hipeastrina. Fuente:

Bergofion, S., 1994,

1.1.10. Alcaloides tipo tazettina

El esqueleto de tipo tazetina es un buen ejemplo para ilustrar como pequefios
cambios en la estereoquimica pueden verse reflejados en los patrones de
fragmentacion. Tazetina y criwellina difieren solo en la configuracion del
grupo metoxilo en C-3, pero ello es suficiente para producir variaciones
notables en sus espectros de masas. La reaccion principal involucra una

fragmentacion de tipo retro-Diels-Alder, la cual en criwellina esté precedida
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por la pérdida del grupo metoxilo, dado que su configuracién la favorece,
mientras que en tazetina ocurre tras una simple reorganizacién de protones
(Figura 1.11). Ademas, ambas estructuras experimentan la pérdida sucesiva
de un radical metilo y agua, resultando en la formacion de iones a m/z 316 y

m/z 298, asi como posteriores fragmentaciones (Duffield et al., 1965).
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Figura 1.11. Patron de fragmentacion de alcaloides tipo tazettina y criwellina.

Fuente: Pigni N. B., 2013.
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1.1.11.  Alcaloides tipo galantamina

Las estructuras de esta serie son probablemente las mas estudiadas entre los
alcaloides de Amaryllidaceae. Durante la década de 1970, se propuso que la
fragmentacion de algunos compuestos de este grupo incluia tres pasos
principales que comprenden la eliminacion del sustituyente en C-3, del anillo
C, y del atomo de nitrogeno (Figura 1.12). Mas recientemente, se ha utilizado
de CG/EM para el andlisis detallado del comportamiento de varios esqueletos
de tipo galantamina, demostrando que sus patrones de fragmentacion se
mantienen en dichas condiciones. Esto ha permitido su establecimiento como
una técnica de rutina para el estudio de extractos vegetales que contienen este

tipo de alcaloides (Berkov et al, 2012).

Diferentes factores influyen en la fragmentacion de estos alcaloides, como
por ejemplo, la posicion de diversos sustituyentes y la modificacion
estereoquimica, los cuales puede afectar el espectro de masas de un

compuesto, como es el caso de galantaminay el epimero en posicion 3 (Pigni
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N. B., 2013). Ambos presentan diferentes tiempos de retencion bajo las
mismas condiciones cromatograficas, junto a una sutil, pero significativa,
diferencia en sus espectros: la abundancia del fragmento a m/z 216, la cual
se explica por la presencia de un puente de hidrégeno intramolecular que

estabiliza el i6n molecular de galantamina (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Patrén de fragmentacion de alcaloides tipo galantamina. Fuente:

Pigni N. B., 2013.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Material vegetal

Las especies Rhodophiala pratensis y Rhodolirium speciosum se colectaron
en la VIII region del Bio-Bio (Chile) en la Provincia de Concepcion.
Rhodophiala pratensis se recolectd en Hualpén. Recinto de la Universidad
de Concepcidén, 60 m s.n.m., (36°47°S/73°10°W), 5 de Septiembre 2017, C.
Baeza 4340 (CONC). Rhodolirium speciosum se recolect6 en la comuna de
Coronel, camino a Santa Juana, 49 m s.n.m., (37°10°S/72°58°W) 27 de
Octubre 2017, C. Baeza 4350 (CONC). Phycella australis en la XVI region
de Nuble (Chile) en la provincia de Itata, Cobquecura, 5 m s.n.m.,
(36°05°S/72°08°W) 6 de Octubre 2018. J. Alarcon s.n. (CONC) vy
Phaedranassa lehmannii en el Departamento del Cauca (Colombia),
Municipio de Rosas, 1900 m s.n.m., (2°15°S/76°36’W) 21 de Julio 2016.
Alzate 5106. Voucher (Tabla 1.1) de las especies se encuentran en el herbario
de la Universidad de Concepcion y de la Universidad de Antioquia.
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Tabla 1.1. Voucher de las especies en estudio. Fuente: Elaboracion propia.

Especie Ubicacion Numerode Partedela Numero de
voucher planta alcaloides
identificados
Rhodophiala Concepcion. VIII Baeza 4340 Hojas 20
pratensis region del Bio-Bio.  (CONC) Tallo 25
Chile Bulbos 27
Raiz 26
Rhodolirium Santa Juana. VIII Baeza 4350 Bulbos 25
speciosum region del Bio-Bio.  (CONC)
Chile
Phycella Chillan. XVIregion  J.Alarcon Bulbos 27
australis de Nuble. Chile s.n.(CONC)
Phaedranassa  Departamento del Alzate 5106  Bulbos 12
lehmannii Cauca. Colombia

1.2.2. Extraccion de alcaloides

Las diferentes partes de la planta de las especies en estudio fueron colectadas,
lavados con agua potable, cortados en trozos de 3 cm aproximadamente y
liofilizados. EIl material vegetal liofilizado (500 g) fue extraido con metanol,
evaporando el solvente a presion reducida. El residuo fue disuelto en 10 mL
de H2SO, al 2%, retirando los compuestos neutros con éter etilico (3x10 mL)
ajustando el pH de la fraccidn acuosa en un rango de 9.5 a 10.0 con hidroxido

de amonio al 25 % (Figura 1.13). Los alcaloides fueron extraidos de la
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fraccion acuosa con cloroformo (3x50 mL), el solvente organico fue
evaporado a presion reducida, y el residuo fue disuelto en metanol (5 mg de

extracto de alcaloides en 250 pL de metanol) para el analisis por CG/EM.

1.2.3.  Analisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de

Masas (CG/EM).

El analisis por cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM),
fue desarrollado considerando el método descrito por Bozkurt-Sarikaya et al,
2014, donde se utilizd un equipo Agilent 7890 A GC (Agilent, Palo Alto,
CA) con inyector multimodal, detector Agilent triple Quad 7000 CG/EM
(analisis SCAN por un cuadrupolo). Se utiliz6 una columna capilar HP-5 MS
(30m x 0,250 mm x 0,25um, Agilent J&W, Palo Alto, CA). La temperatura
utilizada fue: 100-180°C a 15°C/minuto, 180-300°C a 5°C/minuto y 10
minutos caliente a 300°C. La inyeccion se realizd a 250°C. El flujo del gas
carrier (helio) fue 0.8 mL/min. Un microlitro de la muestra fue inyectado. Se
registraron los indices de retencion de Kovats (RI) de los compuestos con
una mezcla de calibracion estdndar de n-hidrocarburos (C8-C32). El
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porcentaje TIC (total ion current) se determin6é para cada alcaloide. La
abundancia de cada compuesto fue calculada considerando codeina como
estandar interno. Los compuestos se identificaron por comparaciéon de su
fragmentacion espectral de masas con el espectro de referencia estandar,
usando la biblioteca de masas (NIST 2.0). Ademas, se utilizaron datos
obtenidos de la literatura para la identificacion de los compuestos. La
proporcion de cada compuesto en los extractos probados fue denominada
como el porcentaje del contenido total de los alcaloides. El area de los picos
de CG/EM depende no so6lo de la concentracion de los compuestos
relacionados, sino también de la intensidad de su fragmentacion espectral de

masas.
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Material vegetal
liofilizado

I
| Maceracion con metanol (48 h),

¢ Evaporacion a presion reducida

Extracto crudo

I
| Acidificacion con H2SO4 (2% viv, pH 2)

\ 4

Extracto crudo acido

} Limpieza con éter etilico (3 x 10 mL)
T 1
I I
v v
Fase acuosa acida Fase organica: Materias
neutras (Clorofila y ceras)

[
: Basificacion con NH4OH (25 %v/v, pH 9)
v

Fase acuosa basica

: Extraccioén con cloroformo (3 x 50 mL)

[T I
I |
Y v
Fase organica: c cal
alcaloides ase acuosa alcalina

I ) . .
* Evaporacion a presion reducida

Extracto purificado
(Mezcla de alcaloides)

Figura 1.13. Procedimiento extractivo de los alcaloides de las diferentes

partes de la planta para cada una de las especies en estudio. Fuente: Acosta

K., 2013.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el perfil alcaloideo de las distintas especies
de Amaryllidaceae colectadas en la zona costera de las regiones VIl y XVI
de Chile. Donde las especies seleccionadas para este trabajo fueron
Rhodophiala pratensis, Phycella australis y Rhodolirium speciosum, ademas
incluyendo en este estudio a la especie Colombiana Phaedranassa lehmannii.
La fraccidn alcaloidea de bulbos de cada una de las especies, fue analizada
por CG/EM, detectdndose 41 alcaloides conocidos y 15 no identificados
(Tabla 2.1, Anexo 2). Algunos de los alcaloides, ya reportados en estudios

previos, y otros detectados por primera vez.

En general los alcaloides de Amaryllidaceae derivan de los aminoacidos
fenilalanina y tirosina via O-metilnorbelladina. Principalmente tres tipos de
esqueletos de alcaloides de Amaryllidaceae son biosintetizados
alternativamente por rutas de acoplamientos fenol oxidativo, siendo la base

en la formacion de la diversidad de alcaloides en Amaryllidaceae, como se
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muestra en la Figura 1.14 para los alcaloides identificados en diferentes

partes de la planta de Rhodophiala pratensis.

1.3.1. Alcaloides identificados en Rhodophiala pratensis

Mediante CG/EM se identifico 34 alcaloides caracteristicos de la familia
Amaryllidaceae, presentes en la fraccion alcaloidea de las diferentes partes
de la planta (hojas, tallos, bulbos y raiz) de Rhodophiala pratensis como se
muestra en la tabla 1.2. Los alcaloides derivados de licorina, homolicorina y
haemantamina predominan en las diferentes partes de la planta, mostrando
que los alcaloides obtenidos mediante el acoplamiento fenol oxidativo orto-
para de 4-O-metilnorbelladina se generan mayoritariamente en los bulbos y
en menores cantidades en el resto de la planta. En el caso de los alcaloides
derivados de haemantamina provenientes del acoplamiento para-para de 4-
O-metilnorbelladina, se sintetizan y acumulan en mayores porcentajes en la
parte area de la planta, predominantemente en las hojas. Los alcaloides
identificados en las diferentes partes de la planta, se describen en la tabla 2.2

del anexo 2.
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Figura 1.14. Estructura de los alcaloides identificados en Rhodophiala pratensis. La numeracion de los

alcaloides corresponde a la mostrada en la tabla 2.1 del Anexo 2. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 1.2. Tipo de alcaloides presentes en la fraccion alcaloidea de

Rhodophiala pratensis. Fuente: Elaboracion propia.

Tipo de alcaloide % relativo de la fraccion de alcaloides
(%, p/p)

Raiz Bulbo Tallo Hojas
Orto-para
Licorina 8.24 17.05 14.56 12.54
Homolicorina 45.94 41.31 40.67 31.56
Para-orto
Galantamina 0.18 0.27 0.21 -
Para-para
Haemantamina 10.77 24.30 29.19 41.10
Montanina 0.48 1.39 1.41 1.07
Narciclasina 0.75 1.03 0.71 4.32
Tazetina 21.48 6.48 7.78 5.52
Miscelaneos 2.15 1.87 1.36 0.57
No identificados 9.92 6.28 3.95 3.27

Investigaciones recientes realizadas en el género Rhodophiala reportan la
presencia de 37 alcaloides conocidos y 40 no identificados, en especies
recolectadas diferentes puntos geograficos de Chile (Tallini et al, 2018). En
dicho estudio se reporta que los alcaloides tipo licorina y haemantamina,
predominan en un 70 % en las especies de Rhodophiala, confirmando de esta
manera los resultados encontrados en este trabajo para Rhodophiala pratensis.
Sin embargo, hay que decir que en el estudio de Tallini y colaboradores, las
muestras de Rhodophiala fueron colectadas en los Arcos de Calan (Maule),

Nevado de Chillan, Las Trancas, Malalcahuello, Volcan Lonquimay, y Sierra
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Nevada exclusivamente en zonas cordilleranas. Por otro lado, Lizama-
Bizama et al, 2018, analizaron muestras de diferentes especies de
Rhodophiala colectadas en Atacama (Huasco), Antuco (Bio Bio) y playa
Colmuyao (Bio Bio). Ellos reportaron la presencia de alcaloides derivados de
licorina, crinina, galantamina, homolicorina, tazetina y montanina. Entre
ellos, se observd un predominio de los derivados de crinina y montanina,

aungue no se precisa de la identificacion de los alcaloides especificos.

Las muestras analizadas en nuestro estudio fueron obtenidas en la V111 region
del Bio Bio en zonas costeras en los meses de septiembre. En términos
generales, el tipo de alcaloides mayoritarios coinciden en ambos estudios. La
principal diferencia observada esta dada por la presencia de dos alcaloides
derivados haemantamina, maritidina y 6-hidroxyhaemantamina los cuales no

habian sido reportados en Rhodophiala Chilenas.
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1.3.2.  Alcaloides identificados en Rhodolirium speciosum

En las muestras de bulbos de Rhodolirium speciosum colectadas para este
estudio, se encontro que los alcaloides derivados de licorina predominan en
la fraccion alcaloidea, al igual que lo encontrado para las otras especies,
logrando identificar 15 alcaloides de un total de 25, quedando 10 de ellos
como no identificados, los cuales representan un 87.64 % del porcentaje
relativo del contenido de alcaloides totales (Tabla 1.3), lo que sugiere que
Rhodolirium speciosum podrian tener un elevado potencial en la busqueda de
nuevos alcaloides de Amaryllidaceae. Los alcaloides tipo galantamina se
detectaron en esta especie, al igual que en las otras plantas de Amaryllidaceae
Chilenas contempladas en este trabajo, destacando los alcaloides de
Rhodolirium speciosum, ya que el porcentaje de alcaloides tipo galantamina,
estd representado por galantamina, mientras que en las otras especies
predominan los derivados de este alcaloide. Los alcaloides identificados en

esta especie se describen en la tabla 2.1 del anexo 2.
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Tabla 1.3. Alcaloides presentes en la fraccion alcaloidea de bulbos de las

especies en estudio. Fuente: Elaboracién propia.

Tipo de % relativo de la fraccion de alcaloides
alcaloide (%, p/p)

Rhodophiala Rhodolirium Phycella Phaedranassa

pratensis speciosum australis lehmannii

Orto-para
Licorina 17.05 12.15 16.28 87.32
Homolicorina 41.31 - 39.42 -
Para-orto
Galantamina 0.27 0.09 0.05 4.53
Para-para
Haemantamina 24.30 0.08 34.36 8.15
Montanina 1.39 - 0.33 -
Narciclasina 1.03 0.04 0.56 -
Tazetina 6.48 - 6.26 -
Miscelaneos 1.87 - 1.37 -
No identificados 6.28 87.64 1.37 -

Por otro lado, plantas del género Rhodolirium nativas de Chile han sido
estudiadas recientemente, determinandose la presencia de 13 alcaloides
tipicos de la familia Amaryllidaceae (Moraga-Nicolas et al, 2018). Estas
muestras fueron colectadas en diciembre en el Parque Nacional Coguillio
(sector cordillerano de los andes). En relacion con nuestro estudio, la
presencia de galantamina es comdn en las muestras, sin embargo, nosotros
observamos que en las muestras de Rhodolirium speciosum colectadas en
Santa Juana predominan los alcaloides derivados de licorina. Logramos

identificar 15 alcaloides de un total de 25, quedando 10 de ellos como no
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identificados. Por el contario, en el trabajo de Moraga-Nicolas predominan
los alcaloides tipo galantamina, tazettina y crinina. En efecto, la potente
actividad inhibitoria in vitro de acetilcolinesterasa reportada por estos autores
se relaciona con la presencia de los alcaloides galantamina, licoramina, 6a-
deoxy-tazettina y diacetato norpluvina, los cuales ademas in silico muestran
una gran afinidad por la AChE de Electrophorus electricus (1C2B), lo que
fue demostrado mediante docking en el sitio catalitico de su estructura

cristalina.

1.3.3. Alcaloides identificados en Phycella australis

En la fraccion alcaloidea de bulbos de Phycella australis se detectaron 27
alcaloides (Tabla 1.1), de los cuales, los alcaloides isoquinolinicos tipo
licorina y homolicorina detectados en esta especie, provienen del
acoplamiento fenol oxidativo orto-para de O-metilnorbelladina, siendo una
ruta predominante para la produccion de este tipo de alcaloides, representado
por 16.28 % y 39.42 % respectivamente (Tabla 1.3). Los alcaloides tipo
haemantamina detectados, provienen de una ciclacién secundaria para-para,
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representando el 34.36 % del contenido de alcaloides totales, siendo la
especie con el mayor porcentaje de este tipo de alcaloides, integrado
mayoritariamente por haemantamina. Los 27 alcaloides identificados se

describen en la tabla 2.1 del anexo 2.

1.3.4. Alcaloides identificados en Phaedranassa lehmannii

Los resultados obtenidos en la identificacion de alcaloides por CG/EM de la
fraccion alcaloidea de bulbos de Phaedranassa lehmannii, mostraron que en
esta especie predominan los alcaloides provenientes del acoplamiento fenol
oxidativo orto-para de O-metilnorbelladina representados por un 87.32 %
del porcentaje relativo de alcaloides totales, destacando la presencia de los
alcaloides licorina y pseudolicorina (Tabla 1.3). Ademas, se detectaron los
alcaloides galantamina y sanguinina, los cuales se conocen como potentes
inhibidores de acetilcolinesterasa, e incluso Bastida y colaboradores reportan
que sanguinina, presenta una actividad enzimatica diez veces mayor que
galantamina, por lo que podria ser un candidato a nuevo farmaco para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. En Phaedranassa lehmannii se
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identificaron 12 compuestos, lo cuales se describen en la tabla 2.1 del anexo

2.

En especies del género Phaedranassa, como es el caso de Phaedranassa
dubia se han identificado siete alcaloides conocidos y un compuesto nuevo
(Phaedranamina), reportandose resultados de actividad antiprotozoal in vitro
(Osorio et al, 2010). Ademas, se ha determinado la relacién entre la actividad
neuroprotectora y la capacidad antioxidante de los alcaloides de
Phaedranassa lehmannii en un modelo de excitotoxicidad de glutamato en
neuronas corticales de rata (Cortes et al, 2018), reportando la presencia de 6
alcaloides, entre los que se destaca sanguinina y 8-O-demetilmaritidina,
mientras que en la fraccion alcaloidea de Phaedranassa lehmannii analizada
en el presente trabajo, se identificaron 12 compuestos, predominando la

presencia de licorina, pseudolicorina, hamayna y sanguinina.
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1.4. CONCLUSIONES

En el estudio de la composicién de alcaloides de la especie
Rhodophiala pratensis se encontrd la presencia de 34 alcaloides,
distribuidos en raiz, bulbos, tallo y hojas, detectandose entre 20 y 27
alcaloides en cada una de las fracciones alcaloideas, destacandose la
presencia de compuestos cuyas estructuras se clasifican dentro de los
alcaloides tipo licorina, homolicorina y haemantamina, los cuales son
alcaloides caracteristicos de la familia Amaryllidaceae. Ademas, se
logro identificar de acuerdo a la ruta de biosintesis, que los alcaloides
se acumulan en diferentes partes de la planta. En los bulbos se
acumulan mayoritariamente los alcaloides tipo licorina y homolicorina
provenientes del acoplamiento fenol oxidativo orto-para, mientras que
en las hojas predominan alcaloides tipo haemantamina del

acoplamiento para-para.

Los resultados encontrados en el estudio de la fraccion alcaloidea de

la especies Rhodolirium speciosum indican que la presencia de
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alcaloides  isoquinolinicos, caracteristicos de la  familia
Amaryllidaceae predomina para los alcaloides de la serie de licorina,
detectdndose un total de 25 alcaloides, de los cuales se lograron
identificar 15 compuestos conocidos y 10 no identificados, sugiriendo
que esta especie seria una fuente de nuevos productos bioactivos de la
familia Amaryllidaceae. Entre las especies de Amaryllidaceae
Chilenas estudiadas, Rhodolirium speciosum es la Gnica que contiene

galantamina.

En el andlisis de la especie de Amaryllidaceae Phycella australis se
lograron identificar 27 alcaloides, destacando la presencia del
alcaloide haemantamina proveniente del acoplamiento fenol oxidativo
para-para, el cual predomina en mayor porcentaje en esta especie,
comparado con las cantidades reportadas para las otras especies

estudiadas, lo que le confiere valor farmacolégico.

Finalmente, hemos obtenidos el perfil alcaloideo de la especie silvestre
Phaedranassa lehmannii (Amarillidaceae) recolectada en Colombia,

donde se identificaron los alcaloides licorina, pseudolicorina,
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galantamina y sanguinina, siendo los mas representativos del grupo de
12 alcaloides detectados en la fraccion alcaloidea de bulbos de esta

planta.

47



1.5. REFERENCIAS

Acosta, K. (2013). Identificacion de los alcaloides de Stenomesson
aurantiacum (kunth) herb. Tesis de magister. Universidad de
Barcelona. 7-8.

APGIII. (2009). An update of the Angiosperm Phylogeny Group
classification for the orders and families of flowering plants: APG III.
Botanical Journal of the Linnean Society, 161, 105-121.

Baeza, C., Schrader, O., Escobar, I. (2006). Estudio del cariotipo en
Rhodophiala aff. advena (Ker-Gawl.) Traub de la V111 Region de Chile.
Kurtziana, 32, 45-51.

Baeza, M., Mariaangel, C., Ruiz., E., Negritto, M. . (2009). EIl cariotipo
fundamental en Rhodolirium speciosum (herb.) Ravenna y R. andicola
(poepp.) Ravenna (Amaryllidaceae). Gayana Botanica, 66, 99-102.

Baeza, M., Ruiz, E., Negritto, M. (2007). EI ndmero cromosémico de
Phycella australis Ravenna (Amaryllidaceae). Gayana Botanica, 64,
117-120.

Bastida, J., Berkov, S., Torras, L., Pigni, N.B., de Andrade, J.P., Martinez,
V., Codina, C., Viladomat, F. (2011). Chemical and biological aspects
of Amaryllidaceae alkaloids. En D. Mufoz-Torrero (Ed.), Recent
Advances in Pharmaceutical Sciences. Kerala, India: Transworld
Research Network., 65-100.

48



Bastida, J., Lavilla, R., Viladomat, F. (2006). Chemical and biological
aspects of Narcissus alkaloids. In The Alkaloids; Cordell, G.A., Ed.
Elsevier Inc. Amsterdam Elsevier Scientific Publishing: Amsterdam,
The Netherlands., 63, 87-179.

Berkov, S., Viladomat, F., Codina, C., Suarez, S., Ravelo, A., Bastida, J.
(2012). GC/MS of Amaryllidaceous Galanthamine type alkaloids.
Journal of Mass Spectrometry, 47, 1065-1073.

Berkov, S., Georgieva, L., Kondakova, V., Viladomat, F., Bastida, J.,
Atanassov, A., Codina, C. (2013). The geographic isolation of
Leucojum aestivum populations leads to divergation of alkaloids
biosynthesis. Biochem. Syst. Ecol., 46, 152-161.

Berkov, S. B., J.; Sidjimova, B.; Viladomat, F.; Codina, C. (2011). Alkaloid
diversity in Galanthus elwessi and Galanthus nivalis. Chem.
Biodivers., 8, 115-130.

Bergofidn, S., (1994). Aislamiento y caracterizacion quimica de alcaloides
del tipo Amaryllidaceae. Produccién de galantamina por cultivos "in
vitro™ de Narcissus confusus.Tesis de doctorado. Universidad de
Barcelona. 66-68.

Bozkurt-Sarikaya, B., Kaya, G.l., Onur, M.A., Bastida, J., Berkov, S and
Unver-Somer, N. (2014). GC/MS Analysis of Amaryllidaceae
alkaloids in Galanthus gracilis. Chemistry of Natural Compounds.,
50(3), 573-575.

Cortes, N., Castafieda, C., Osorio, E.H., Cardona-Gomez, G.P., Osorio, E.
(2018). Amaryllidaceae alkaloids as agents with protective effects
against oxidative neural cell injury. Life Sciences 203, 54-65.

49



Chase, M. W., Reveal, J.L., Fay, M.F. (2009). A subfamilial classification
for the expanded asparagalean families Amaryllidaceae, Asparagaceae
and Xanthorrhoeaceae. Botanical Journal of the Linnean Society, 161,
132-136.

Duffield, A.M., Aplin, R.T., Budzikiewicz, H., Djerassi, C., Murphy, C.F.,
Wildman, W.C. (1965). Mass spectrometry in structural and
stereochemical problems. LXXXII. A study of the fragmentation of
some Amaryllidaceae alkaloids. Journal of the American Chemical
Society, 87(21), 4902-4912.

Giordani, R. B., Vieira,P.B., Weizenmann,M., Rosember,D.B., Souza,A.P.,
Bonorino,C., de Carli,G.A., Bogo,M.R., Zuanazzi,J.A.S., Tasca,T.
(2011). Lycorine induces cell death in the amitochondriate parasite,
Trichomonas vaginalis, via an alternative non-apoptotic death pathway.
Phytochemistry, 72, 645-650.

Goietsenoven, G. V., Andolfi, A.A., Lallemand, A.C., Lamoral-Theys, D.,
Gras, T., Abou-Donia, A., Dubois, J., Lefranc, F., Mathieu, V.,
Kornienko, A., Kiss, R., Evidente, A. (2010). Amaryllidaceae
alkaloids belonging to different structural subgroups display activity
against apoptosis-resistant cancer cells. Journal of Natural Products,
73,1223-1227.

Goietsenoven, G. V., Mathieu, V.; Lefranc, F.; Kornienko, A.; Evidente, A.;
Kiss, R. (2013). Narciclasine as well as other Amaryllidaceae
isobarbostyrils are promising GTP-ase targeting agents against brain
cancers. Medicinal Research Reviews,, 33, 439-455.

Ingrassia, L., Lefranc, F., Mathieu, V., Darro, F., Kiss, R. (2008).
Amaryllidaceae isocarbostyril alkaloids and their derivatives as
promising antitumor agents. Transl. Oncol, 1, 1-13.

50



Ito, M., Kawamoto, A, Kita, Y., Yukawa, T., Kurita, S. (1999). Phylogenetic
relationships of Amaryllidaceae based on matK sequence data. Journal
of Plant Research, 112, 207-216.

Kilgore, M.B. & Kutchan, T.M., (2016). The Amaryllidaceae alkaloids:
biosynthesis and methods for enzyme discovery. Phytochem, 15, 317—
337.

Kitson, F. G., Larsen, B.S., McEwen, C.N. (1996). Gas Chromatography and
Mass Spectrometry. A practical guide. San Diego: Academic Press.

Lamoral-Theys, D. A., A.; Van Goietsenoven, G.; Cimmino, A.; Le Calvé,
B.; Wauthoz, N.; Mégalizzi, V.; Gras, T.; Bruyere, C.; Dubois, J.;
Mathieu, V.; Kornienko, A.; Kiss, R.; Evidente, A. (2009). Lycorine,
the main phenanthridine Amaryllidaceae alkaloid, exhibits significant
antitumor activity in cancer cells that display resistance to proapoptotic
stimuli: an investigation of structure-activity relationship and
mechanistic insight. J. Med. Chem., 52, 6244-6256.

Longevialle, P., Smith, D.H., Burlingame, A.L., Fales, H.M., Highet, R.J.
(1973). High-resolution mass spectrometry in molecular structure
studies9V: The fragmentation of Amaryllis alkaloids in the crinine
series. Organic Mass Spectrometry, 7, 401-415.

McNulty, J. N., J.J.; Bastida, J.; Pandey, S.; Griffin, C. (2009). Structure-
activity studies on the lycorine pharmacophore: A potent inducer of
apoptosis in human leukemia cells. Phytochemistry, 70, 913-9109.

Meerow, A. W., Fay, M.F., Guy, C.L., Li,Q-B., Zaman, F.Q., Chase, M.W.
(1999). Systematics of Amaryllidaceae based on cladistic analysisi of
plastid rbcL and trnL-F sequence data. Am. J. Bot. 86, 86(1325-1345).

51



Meerow, A. W., Snijman, D.A. (2006 ). The never-ending story: multigene
approaches to the phylogeny of Amaryllidaceae. Aliso 22, 355-366.

Moraga-Nicolas, F., Jara, C., Godoy, R., Iturriaga-Vasquezb, P., Venthurb,
H., Quiroz, A., Becerra, J.,, Mutis, A., Hormazébal, E. (2018).
Rhodolirium andicola: a new renewable source of alkaloids with
acetylcholinesterase inhibitory activity, a study from nature to
molecular docking. Revista Brasileira de Farmacognosia, 28, 34-43.

Osorio, E. J., Berkov, S., Brun, R., Codina, C., Viladomat, F., Cabezas, F.,
Bastida, J. (2010). In vitro antiprotozoal activity of alkaloids from
Phaedranassa dubia (Amaryllidaceae). Phytochemistry Letters 3,
161-163.

Pettit, G. R., Gaddamidi, V., Herald, D.L., Singh, S.B., Cragg, G.M., Schmidt,
J.M. (1986). Antineoplastic agents,120. Pancratium littorale. Journal
of Natural Products, 46, 995-1002.

Pigni N. B. (2013) Biodiversidad y conservacion de recursos fitogenéticos.
Las Amarillidaceas como fuente de productos bioactivos. Tesis de
Doctorado. Universidad de Barcelona. 25-32.

Ravenna, P. (2003). Elucidation and systematics of the Chilean genera of
Amaryllidaceae. Botanica Australis, 2, 1-21.

Rensted, N., Symonds, M.R., Birkholm, T., Christensen, S.B., Meerow,
A.W., Molander, M., Molgaard, P., Petersen, G., Rasmussen, N., van
Staden, J., Stafford, G.I., Jager, A.K. (2012). Can phylogeny predict
chemical diversity and potential medicinal activity of plants? A case
study of Amaryllidaceae. BMC Evolutionary Biology, 12, 182.

52



Takos, A. M., Rook, F. (2013). Towards a molecular understanding of the
biosynthesis of Amaryllidaceae alkaloids in support of their expanding
medical use. Int. J. Mol. Sci., 14, 11713-11741.

Tallini, L. R., Bastida, J., Cortes, N., Osorio, E.H., Theoduloz, C.,Schmeda-
Hirschmann, G. (2018). Cholinesterase Inhibition Activity, Alkaloid
Profiling and Molecular Docking of Chilean Rhodophiala
(Amaryllidaceae). Molecules 23, 1532.

Tallini, L. R. (2018). Estudio de los alcaloides de las Amaryllidaceae como
fuente de nuevas moléculas bioactivas. Tesis de Doctorado.
Universidad de Barcelona. 27-34.

Toriizuka, Y. K., E.; Kogure, N.; Kitajima, M.; Ishiyama, A.; Otoguro, K;
Yamada, H.; Omura, S.; Takayama, H. (2008). New lycorine-type
alkaloid from Lycoris traubii and evaluation of antitrypanosomal and
antimalarial activities of lycorine derivatives. Bioorg. Med. Chem.
Lett., 16, 10182-10189.

53



Capitulo 2.

Produccion de alcaloides por

biotecnologia vegetal
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RESUMEN

Las plantas de Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosun y Phycella
australis, pertenecientes al grupo de monocotiledéneas de la familia
Amaryllidaceae, fueron recolectadas en diferentes regiones de Chile con el
fin de establecer un método de micropropagacion in vitro para cada especie,
lograndose establecer un meétodo para Rhodophiala pratensis, la cual se
recolectdo en la VIII regién del Bio-Bio, conocida popularmente como
afiafiuca. A pesar de tener gran potencial ornamental, por las caracteristicas
llamativas de sus flores, no hay estudios de micropropagacion que
contribuyan a la conservacion e incremento de la produccion de alcaloides
isoquinolinicos en esta especie. El objetivo del siguiente trabajo fue
establecer un protocolo de micropropagacion in vitro para Rhodophiala
pratensis en el cual se evaluo el efecto del &cido indolacético (AlA), &cido
2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (BAP) en diferentes
concentraciones y combinaciones, ademas de evaluar si los bulbillos

obtenidos in vitro producen los alcaloides caracteristicos de Amaryllidaceae.
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Los resultados encontrados, evidencian la formacion de callos y bulbillos a
partir de explantes de bulbos de Rhodophiala pratensis, resultando exitosa la
presencia de alcaloides, ya que se lograron detectar por CG/EM entre 10y 12
alcaloides tipo licorina. Por otro lado, la induccion de brotes, callos y
bulbillos a partir de secciones de escamas obtenidos por la técnica “Twin
scaling”, indicaron que las concentraciones 10 uM AIA y 10 uM BAP son
las ideales para el cultivo de induccion, mientras que en el cultivo de
multiplicacion las concentraciones optimas fueron 5 uM BAP y 16 uM 2,4-
D. Finalmente el cultivo de regeneracion, se logré con una combinacion de
10 uM AIA, 5 uM BAP y 16 UM 2,4-D. EI protocolo desarrollado podria ser
el punto de partida para futuras estrategias de conservacién y de
mejoramiento genético de la especie, ademas de ser un método de produccion
de alcaloides isoquinolinicos, los cuales se caracterizan por su gran
importancia farmacoldgica en el tratamiento de diferentes patologias como

la enfermedad de Alzheimer.
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2.1. INTRODUCCION

Las plantas sintetizan una gran variedad de compuestos quimicos que
presentan roles vitales en su fisiologia, ecologia e interacciones con el medio
ambiente. Muchos de los compuestos son producidos en respuesta a estres
tanto biotico, como abiotico que sufren las plantas y por lo tanto muchos de
estos compuestos, tambiéen llamados metabolitos secundarios, presentan
actividades biologicas relevantes (Morales-Rubio et al, 2016; Pauwels et al,

2016).

Los metabolitos secundarios se producen tipicamente a bajas concentraciones
en tejidos especificos de las plantas a través de rutas biosintéticas complejas,
resultando en una amplia variedad de estructuras con diferentes grados de
complejidad (Oksman-Caldentey & Inze, 2004). Sin embargo, la
complejidad estructural de los metabolitos secundarios activos hace que su

sintesis sea imposible 0 econdmicamente poco viable. Esto contribuye a que
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la fuente principal de los metabolitos sean las plantas (Bart, 2011; Rout et al,

2000).

La extraccion de los metabolitos secundarios activos a partir de fuentes

vegetales presenta varias limitantes, entre las que destacan (Bart, 2011,

Ochoa-Villarreal et al, 2015; Rout et al, 2000).

Grado de crecimiento lento de la planta.

- Baja concentracion de las moléculas activas en el material vegetal.

- La mayoria de las plantas no han sido domesticadas, por lo que se
deben recolectar de fuentes silvestres.

- Sobre explotacién de las plantas silvestres y plantas en peligro de

extincion.

Por lo tanto, es necesario buscar alternativas de produccion de los metabolitos

secundarios que sean a la vez altamente productivos y sustentables como la

micropropagacion in vitro (Dagla, 2012).
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La técnica de micropropagacion in vitro permite cultivar células, tejidos y
drganos vegetales en medios sintéticos bajo condiciones asépticas y
controladas de luz, temperatura y humedad. La totipotencialidad de la célula
vegetal, permite el desarrollo in vitro de cultivos celulares y tejidos, siendo
esta una herramienta importante para la agricultura y la industria
farmaceutica. La micropropagacion in vitro permite obtener plantas sanas,
mejoramiento genético, conservacion de especies, propagacion de material
vegetal y la produccion de metabolitos secundarios, ademas de ser un
prerrequisito de la ingenieria genética vegetal (Dagla, 2012; Hussain et al,

2012).

La micropropagacion in vitro asegura que se tenga una buena disposicion de
plantas medicinales usando cantidades minimas de espacio y tiempo (Prakash
& Van Staden, 2007). Con ella se pueden realizar diferentes tipos de cultivos
de tejidos y 6rganos de plantas como: cultivo de células, cultivo de brotes y

cultivo de callos.

El cultivo de células vegetales es una alternativa atractiva al cultivo de la

planta completa como fuente de metabolitos secundarios de alto valor. Las
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células vegetales son biosintéticamente totipotenciales, lo que significa que
cada célula en cultivo retiene la informacion genética completa y es por lo
tanto capaz de producir todo el rango de compuestos quimicos producidos
por la planta madre. Las ventajas de esta tecnologia por sobre la agricultura
convencional se mencionan a continuacion (Ramachandra-Rao &

Ravishankar, 2002):

- Es independiente de variaciones estacionales y geograficas asi como
de los factores ambientales.

- Ofrece un sistema definido de produccion, lo que asegura un
suministro continuo de los productos, asi como una calidad y
rendimiento uniforme.

- Es posible producir nuevos compuestos que no Sse encuentran
normalmente en la planta madre.

- Es independiente de interferencias politicas.

- Produccién répida.
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Por estas razones la micropropagacion in vitro de tejidos vegetales es una
alternativa viable para la produccién sustentable de metabolitos secundarios

utiles para los seres humanos.

2.1.1. Importancia de la micropropagacion in vitro en la produccién

de metabolitos secundarios.

La manipulacion del ambiente de cultivo debe de ser efectiva en el
incremento de la acumulacion del metabolito de interés. La expresion de
muchas rutas biosintéticas de metabolitos secundarios pueden ser alteradas
por factores externos como niveles de nutrientes, factores de estrés y
reguladores del crecimiento, los cuales son faciles de manipular al hacer
cambios en la composicion del medio de cultivo. Entre los nutrientes que
pueden ser manipulados estan: niveles de azucar, nitratos, fosfato,
reguladores del crecimiento y adicion de precursores (Ramachandra-Rao &

Ravishankar, 2002).

61



La adicion de precursores ha sido una estrategia popular para el incremento
de la produccion de metabolitos secundarios en la micropropagacion in vitro.
El concepto se basa en la idea de que cualquier compuesto, que es un
intermediario de la ruta metabdlica tiene buenas posibilidades de aumentar el
rendimiento final del producto. La suplementacion de precursores o
compuestos intermediarios al medio de cultivo ha sido efectivo para
aumentar la produccién de los metabolitos secundarios en muchos casos

(Ramachandra-Rao & Ravishankar, 2002).

Muchas plantas producen metabolitos secundarios como mecanismo de
defensa contra el ataque de patogenos, por lo cual la produccidn de estos se
puede ver reprimida en ausencia de una infeccion. Se ha encontrado que las
plantas pueden producir las mismas respuestas que tienen contra los
patdgenos cuando se ponen en contacto con compuestos de origen patogénico
conocidos como elicitores, los cuales son sefiales que promueven la
formacion de metabolitos secundarios, la mayoria de estos son de origen
fungico o bacteriano, o constituyen activadores inmunolégicos como el

metil-jasmonato (Pauwels et al, 2016).
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2.1.2. Micropropagacién del material vegetal

La propagacion clonal de plantas mediante cultivo in vitro es llamada
micropropagacion. En esta se aprovecha de la habilidad natural que poseen
las plantas para regenerarse, ya sea por embriogénesis u organogenesis.
Mediante micropropagacion se obtienen plantas genéticamente identicas
(clones) a partir de un fragmento (explante) de una planta madre. La
micropropagacion esta conformada por varias etapas (Razdan, 2003; Roca &

Mroginski, 1991):

- Etapa 0: Seleccion y preparacion de la planta madre

- Etapa I: Iniciacion y establecimiento de condiciones asépticas

- Etapa Il: Multiplicacién de brotes o rapida formacion de embriones
somaticos mediante un medio de cultivo

- Etapa Il1: Enraizamiento

- Etapa IV: Aclimatacion
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Actualmente la micropropagacion tiene maltiples aplicaciones, como por
ejemplo: Propagacion masiva de plantas dificiles de propagar por otros
métodos o en via de extincion, clonacién de individuos de caracteristicas
deseadas, obtencidn de plantas libres de virus, conservacion de germoplasma,
obtencién de metabolitos secundarios, produccién de nuevos hibridos,

mejora genética de plantas, germinacion de semillas y estudios fisioldgicos.

Como se menciond anteriormente esta técnica aprovecha la capacidad natural
de las plantas para regenerarse, ya que a diferencia de los animales, tienen la
capacidad de desdiferenciarse y posteriormente rediferenciarse en 6rganos o
plantas nuevas. Esta caracteristica se va perdiendo con el grado de
diferenciacion de las células, sin embargo la diferenciacion puede ser
revertida con determinadas condiciones de cultivo, como el tipo de regulador

de crecimiento empleado (Razdan, 2003).
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2.1.3. Micropropagacion in vitro de especies pertenecientes a la

familia Amaryllidaceae

Las especies de Amaryllidaceae pertenecientes al grupo de las
monocotiledoneas, son consideradas como material de dificil manejo en la
micropropagacion in vitro, sin embargo en las ultimas décadas las técnicas
de micropropagacion in vitro de monocotiledéneas han sido todo un éxito
(Zaidi et al, 2000). La mayoria de los bulbos y cormos de las Amarilidaceas
son de crecimiento lento, lo que las clasifica como especies de propagacion
natural lenta, siendo los bulbos y cormos responsables de la produccion de
flores, las cuales son cultivadas con fines ornamentales en diferentes paises
como Holanda, Reino Unido, Estados Unidos y Japon al igual que en muchos
otros paises. En Ameérica del sur, muchas de las especies endémicas se
encuentran en peligro de extincion por la sobreexplotacion y la expansion de
la poblacion humana. Ante estos problemas, la tecnologia de cultivo de

tejidos influye grandemente en la demanda de rapida multiplicacion y la
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propagacién clonal de monocotiledéneas de crecimiento lento y en peligro

de extincién (Pascual, 2007).

Como se menciono anteriormente, las plantas de la familia Amaryllidaceae
poseen una baja tasa de propagacion natural (Santos et al, 1998), por lo que
varios autores han propuesto técnicas de produccion de plantas en mayor
cantidad, en un periodo de tiempo menor. Angulo et al. 2003 demostraron
que el sistema de micropropagacion de Cyrtanthus loddigesianus y C.
speciosus (Amaryllidaceae) a través de escamas gemelas constituye un

eficiente sistema de micropropagacion (Angulo et al, 2003).

2.1.4. Micropropagacion in vitro de especies de Amaryllidaceae

Chilenas.

Algunas de las especies de Amaryllidaceae Chilenas se han investigado,
debido a su importancia en la floricultura. Algunos autores han propuesto
métodos de rescate y multiplicacion de plantas bulbosas nativas con valor

comercial, proponiendo rescatar especies bulbosas nativas de la zona
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mediterranea de Chile con problemas de conservacion, estudiando su
propagacién y difundiendo métodos de multiplicacion en forma vegetativa

(Schiappacasse et al, 2003).

Seemann et al, 2004 en el marco del proyecto FIA “Aplicaciones
biotecnologicas en el mejoramiento de especies de Rhodophiala Chilenas™ se
establecid que el numero y longitud de brotes fue mayor en medio murashige
and skoog (MS) completo independiente de la adicion de reguladores de
crecimiento en condiciones de incubacion de 16 horas luz, 23°C y 3000 lux
de luminancia. El medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa fue el méas
favorable para la formacion de brotes, bulbos y mejorar la tasa de
multiplicacion, siendo ésta mayor en microbulbillos en los cuales se realizo

una incision en su base con un bisturi.

Otros autores sefialan que al comparar el empleo del sistema de
multiplicacion en medio liquido con respecto al cultivo tradicional en medio
semisolido se observo que los coeficientes de multiplicacion fueron
estadisticamente superiores en medio liquido. La adicion de citoquininas no
afecto significativamente la formacion de nuevos brotes, pero se presento una
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tendencia a observar los mejores resultados en el medio adicionado con 2,2

uM de Metatopolina (MTP) (Seemann et al, 2005).

En cuanto a la prevencién del pardeamiento, se ha reportado que la adicion
de 60 mg/L de cisteina al medio de cultivo, fue estadisticamente mas eficiente
en la prevencion de la liberacion de fenoles determinado mediante la
visualizacion de coloracion rojiza en el medio de cultivo. Mediante este
tratamiento se alcanzé un valor promedio de 0,6 en la escala de apreciacion
visual de coloracion del medio la cual fluctua entre 0 y 2 (Seemann et al,

2004; Seemann et al, 2005).

Por otro lado, algunos autores reportan que para aumentar el peso de los
bulbos de Rhodophiala phycelloides por micropropagacion in vitro, resulta
apropiado agregar sacarosa en concentracion de 30 g/L a 90 g/L al medio MS

suplementado con vitaminas y pH 5,7 (Barraza & Olate, 2002).
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2.1.5. Produccion de alcaloides en especies de Amaryllidaceae

obtenidas por micropropagacion in vitro.

Algunas investigaciones sobre el incremento de la produccion de alcaloides
isoquinolinicos en especies de Amaryllidaceae han sido realizadas,
encontrandose que estudios desarrollados en plantas de la especie Leucojum
aestivum, muestran que la produccion de alcaloides caracteristicos de
Amaryllidaceae incrementa por la estimulacion producida por los inductores
metil jasmonato y acido jasmdnico (lvanov et al, 2013). Ademas del metil
jasmotano, se han empleado el acido araquidénico (AA), acido salicilico y
quitosano, en estudios realizados en plantas de la especie Narcissus confussus
(Colque et al, 2004). Asi, la manipulacion de las condiciones externas por
medio de la administracion de sustancias quimicas afecta el metabolismo de
la planta, lo cual estimula la produccion de sus metabolitos secundarios,

incluso excretandolos al medio de cultivo.
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En la especie Zephyranthes carinata se ha reportado el efecto de los
inductores quimicos (&cido jasmonico y &cido araquiddnico) durante la
micropropagacion in vitro, donde se evalud el estimulo de estos compuestos
en la produccion enddgena de metabolitos secundarios de interés como los

alcaloides (Peralta, 2014).

2.1.6. Técnica de obtencion de escamas gemelas “twin scaling” en la

micropropagacion de especies bulbosas

Uno de los métodos mas utilizados en la obtencion de explantes de plantas
bulbosas es la técnica Twin-Scale, la cual permite la propagacion y
multiplicacion de la especie a partir de pares de escamas gemelas
provenientes de uno o varios bulbos. Lo anterior favorece un rapido
crecimiento de las plantas disminuyendo la presién sobre poblaciones
silvestres. El procedimiento general de cultivo por Twin-Scale consiste en
realizar un corte transversal del bulbillo donde se utiliza la parte donde se
encuentra la zona del tejido basal para realizar dos cortes longitudinales

(Figura 2.1). A partir de esos cortes, se extraen de los segmentos 5 milimetros
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de la placa basal los cuales son sembrados en orientacion adaxial referente al

medio de cultivo (Rice et al, 2011).

‘ .‘ , ) =T
A | |

Figura 2.1. Procedimiento de obtencion de escamas. Fuente: Tomado de

Chamorro, 2016 (Chamorro, 2016).
2.1.7. Nutrientes en el medio de cultivo de micropropagacion

Los medios de cultivo usados en micropropagacion deben contener todos los
nutrientes necesarios para que la planta sobreviva. Generalmente, el medio
de cultivo se encuentra compuesto de sales minerales, vitaminas, reguladores
de crecimiento, una fuente de carbono, agua y un agente gelificante. La
composicion de sales minerales béasicas que necesitan las plantas fue
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propuesta por Murashige y Skoog (Murashige & Skoog, 1962) y es conocida
universalmente como el medio MS. La fuente de carbono habitualmente
empleada es la sacarosa, esta regula diferentes procesos en la planta como la
tuberizacion, la regeneracion de raices adventicias y la maduracion de
embriones somaticos. El estado de solidificacion del medio se regula
mediante el uso de un agente gelificante, es importante regular este estado
porque afecta la intensidad del intercambio gaseoso entre el explante y el
medio ambiente, asi como la disponibilidad del agua y los iones presentes en
el medio, ademas proporciona el soporte para el posicionamiento del explante.
Adicionalmente se debe tener un control sobre el pH, el cual debe ajustarse
entre 5.5y 6.0, pues es el pH dptimo para el crecimiento de la mayoria de las

plantas.

La respuesta de las células vegetales al medio puede ser de dos tipos:
mediante organogénesis directa u organogenesis indirecta. La organogenesis
directa consiste en la formacion directa de los érganos, mientras que la
organogénesis indirecta consiste en la formacion de un callo, el cual es un
conjunto de células indiferenciadas, que posteriormente puede generar
drganos.
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El medio de cultivo constituye un elemento fundamental para la
micropropagacion in vitro de células, tejidos, y desarrollo de embriones
durante la organogénesis y la micropropagacion. Existen respuestas
diferentes de la planta a cada medio especifico, lo cual pone de manifiesto
los requisitos particulares nutricionales y hormonales de una especie vegetal
determinada (Gonzalez, 2001). Los minerales son esenciales para la vida de
una planta y cumplen funciones especificas durante su desarrollo. En la tabla
2.1 se mencionan algunos elementos importantes para la nutricion de una

planta (Kyte & Kleyn, 1996).

Los carbohidratos son utilizados como fuente de energia y como reguladores
osmoticos; los mas usados son: sacarosa, glucosa, maltosa, rafinosa, fructosa,
galactosa, manosa y lactosa; aunque se ha demostrado que la manosa al 3 %
inhibe la induccion de embriones somaticos a partir de embriones cigoticos
inmaduros de plantas de paraiso (Melia azedarach L.), mientras que la
glucosa favorece la formacion de estos (Bedoya & Rios, 2010; Vila et al,

2003).
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Tabla 2.1. Elementos esenciales para la nutricion de una planta y su

importancia fisioldgica. Fuente: Bedoya & Rios, 2010.

Elemento Importancia

Nitrégeno Componente de proteinas, acidos nucléicos, aminoacidos, vitaminas
y algunas coenzimas.

Potasio Regula el potencial osmatico, y es el cation inorganico principal.

Calcio Componente integral de la pared celular, participa en el control de la
permeabilidad y facilita el movimiento de carbohidratos y
aminoacidos a través de la planta. Modula la accion de todas las
hormonas vegetales, regulando la germinacion, el crecimiento y la
senescencia. El calcio citoplasmatico se une a proteinas receptoras
(calmodulinas), que al ser activadas pueden modificar enzimas
constitutivas.

Magnesio Cofactor enzimatico, componente de la clorofila.

Fosforo Interviene en la transferencia de energia, es componente de
intermediarios en la respiracion y fotosintesis.

Azufre Presente en varios aminodcidos y algunos cofactores; promueve el
desarrollo de raices y follaje verde.

Cloro Estimula la fotosintesis.

Hierro Participa en la conversion de energia durante la fotosintesis.

Manganeso Cofactor enzimatico.

Cobalto Componente de varias vitaminas, permite la fijacion de nitrogeno.

Cobre Cofactor enzimatico, interviene en reacciones de transferencia de
electrones.

Zinc Cofactor enzimatico, involucrado en la biosintesis de la clorofila.

Molibdeno Cofactor enzimatico, ayuda en la fijacion de nitrogeno y su

conversion a amonio.

Para obtener un mejor crecimiento de los tejidos vegetales, es importante
adicionar al medio de cultivo una o0 mas vitaminas y aminoacidos; la tiamina
(vitamina B1) ha sido catalogada como ingrediente esencial; otras vitaminas
como: piridoxina (vitamina B6), acido nicotinico (vitamina B3) e inositol
(nutrientes del complejo de la vitamina B), son empleadas para mejorar el
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crecimiento del material vegetal en condiciones in vitro; glicina, arginina,
asparagina, acido aspartico, alanina, acido glutamico, glutamina y prolina,
son los aminoacidos mas empleados. Ademéas de los componentes antes
mencionados, es necesario adicionar una 0 mas hormonas de crecimiento,
como auxina y citoquininas para inducir el crecimiento de los érganos y

tejidos (Kyte & Kleyn, 1996).

El medio de cultivo puede ser liquido o tener un soporte solido; entre las
sustancias mas utilizadas para proporcionar el soporte solido, se encuentra el
agar, el cual forma un complejo coloidal con poder de retencién idnica deébil,
pero ofrece una aireacién insuficiente que puede afectar el crecimiento de
algunos tejidos; sin embargo, su composicidn es variable y en ocasiones mal
definida, por lo cual puede aportar oligoelementos que actdan

favorablemente en el crecimiento de los explantes (Gonzalez, 2001).

Los resultados obtenidos por medio de micropropagacion estan influenciados
por muchos factores, como las condiciones ambientales, el genotipo, el tipo
de explante y los medios de cultivo. Por ello se debe tener un control de las
condiciones ambientales como la luz y la temperatura, ya que este parametro

75



influye directamente sobre la regulacion del metabolismo primario o
secundario de tejidos vegetales cultivados in vitro, debido a que influye en el
desarrollo de los procesos fisiologicos. Se debe tener en cuenta la relacion
entre esta variable y eventos como la morfogénesis, la concentracion y la

accion de los reguladores de crecimiento (Palomares et al, 2003).

2.1.8. Reguladores de crecimiento vegetal (RCV)

Las hormonas vegetales o fitohormonas son sustancias organicas producidas
por la plantas que se encuentran a muy baja concentracion, se sintetizan en
un lugar determinado de la planta y se translocan hacia otras partes de la
misma (Lluna, 2006); intervienen en la fisiologia de la planta, modulando sus
funciones, particularmente multiplicacion y elongacion de las celulas, la

floracion y el crecimiento (Bedoya & Rios, 2010).

Los productos quimicos sintéticos con actividades fisioldgicas similares a las
sustancias de crecimiento organicas, 0 compuestos que tienen una capacidad

de modificar el crecimiento de plantas por algun otro medio, se denominan
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usualmente reguladores de crecimiento vegetal (RCV). Algunas de las
sustancias de crecimiento natural se preparan sintéticamente o por medio de
procesos de fermentacion y se pueden adquirir de proveedores de productos

quimicos.

Las sustancias que intervienen en la regulacion del crecimiento de las plantas
actdan en forma conjunta, jerarquica y coordinada. La interaccion entre la
hormona y el receptor genera una cascada de eventos, como la activacion o
desactivacion de proteinas de la membrana celular, el movimiento de calcio,
cloro o potasio a través de proteinas transportadoras especificas, y cambios
en el potencial de membrana y el pH en el citoplasma, asi como en el medio
externo. Estos procesos conforman una red de mensajes secundarios que
amplifican la sefial recibida y provocan una respuesta especifica (Arratia,
2014). En general los reguladores se clasifican en cinco grupos: citoquininas,

auxinas, giberelinas, acido abscisico y etileno (Reyes, 2014).

En la micropropagacion in vitro, los reguladores de crecimiento mas
importantes son las auxinas y las citoquininas; es necesario un balance

adecuado entre éstas en el medio de cultivo, para la formacion de plantulas a
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partir de cualquier tejido vegetal. Dicho balance esta determinado por las
concentraciones endogenas de auxinas y citoquininas presentes en el tejido,
las cuales dependen de la especie, del tipo y naturaleza del explante. En la
practica no es posible establecer una concentracion particular para ser
utilizada con todas las especies, esto se determina analizando la fisiologia de
cada planta (Pérez, 1998). A continuacion se describen las caracteristicas

principales de las auxinas y las citoquininas:

- Auxinas

Generalmente estimulan o reprimen la expresion de los genes, producen
elongacion celular y expansion de los tejidos, division celular (formacién de
callo), formacion de raices adventicias y usualmente embriogénesis somatica
(ES) en los cultivos en suspension. Las auxinas: acido 3-indolacético (AlA),
acido naftalenacético (ANA), acido 3-indolbutirico (AIB) o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 2.2), se afiaden frecuentemente a los
medios nutritivos. EI AIA se produce de forma natural en las plantas, las otras
tres son sintéticas y relativamente mas activas. La utilizacion del 2,4-D es
efectivo para la induccion y crecimiento de callos; sin embargo, el uso
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prolongado de 2,4-D para algunas especies es problematico debido a la
induccidn de la variacion somaclonal o una fase de callo extensa (Von Arnold

et al, 2002).

WCOOH WCOOH CH,COOH

N N
H H
Acido 3-indolacético Acido 3-indolbutirico Acido fenilacético
(AIA) (AIB) (APA)
cl CH,COOH Cl
COOH
Oy e o
N Cl
Ve H Ve Ve
Acido-4-cloroindol-3- Acido naftalenacético Acido 2,4-
acetico (4-CI-AlA) (ANA) diclorofenoxiacético
(2,4-D)

Figura 2.2. Auxinas usadas en micropropagacion in vitro. Fuente:

Elaboracion propia.

Las auxinas naturales como el AlA se enlazan a un receptor de naturaleza
proteica, formando un complejo receptor-hormona de caracter reversible,
especifico, con alta afinidad y saturable; este complejo activa un promotor

que controla la expresion de los genes que codifican la sintesis de las enzimas
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que catalizan los compuestos de la pared celular. Durante la elongacién
celular inducida por la auxina se considera que actdan por medio de un efecto
rapido sobre el mecanismo de la bomba de protones ATPasa (subconjunto de
enzimas que producen la desfosforilacion del ATP) en la membrana
plasmética y un efecto secundario mediado por la sintesis de enzimas
(Soberon et al, 2005). Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las
concentraciones mas altas se localizan en las regiones meristematicas, siendo

éste el sitio de sintesis.

- Citoquininas

Son un grupo de fitohormonas naturales particularmente abundantes en los
granos, frutas y raices; participan en la regulacion de la division celular e
intervienen al igual que las auxinas, en el crecimiento y el desarrollo de las
plantulas. Promueven la formacion de yemas axiales, puesto que disminuyen
la dominancia apical; estan implicadas en la diferenciacion de cloroplastos,
el metabolismo de nutrientes y el retardo de la senescencia de las hojas

(Werner et al, 2001).
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Las citoquininas son derivados de la adenina, como la 6-bencilaminopurina
(6-BAP), algunas de estas hormonas se han encontrado en forma natural en
las plantas y otras como la kinetina son sintéticas (Figura 2.3) (Werner et al,
2001). Como derivan de una purina se unen a la cromatina del nicleo,
presentando un efecto promotor en la transcripcién y traduccién del mensaje
genético, estimulan el estado de transicion del estado G2 en la mitosis, acttan
en la traduccion del ARN e incrementan la rapidez de sintesis de proteinas

(Soberdn et al, 2005).

Estructura Grupo R:
general
HN_CH2 —R @) R CH:q_CHZ —OH
N7 N\\l \@ @ CHs
s L
Citoquinina Kinetina (Kin) 6-bencilaminopurina Zeatina (2)
(6-BAP)

Figura 2.3. Citoquininas usadas en micropropagacion in vitro. Fuente:

Elaboracion propia.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

La informacidn sobre la recoleccion del material vegetal, el procedimiento
de extraccion de alcaloides y el método de identificacion por CG/EM se

describe en el capitulo 1 en la seccion de materiales y métodos, apartado 1.2.

2.2.1. Protocolo de esterilizacion de bulbos silvestres

- Lavado con agua potable

De forma previa al tratamiento de esterilizacion, los bulbos se lavaron con
agua potable mediante flujo continuo durante 2 o 3 minutos con el fin de
disminuir las posibles trazas de contaminacion en el material vegetal,

colocandose los bulbos en un recipiente con agua destilada.
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- Esterilizacion de la superficie de los bulbos

Tras la recoleccion y lavado con agua potable de los bulbos de Rhodophiala.
pratensis, Rhodolirium speciosum y Phycella australis (2.5 cm de diametro,
2.0 g de peso), se procedi6 a un lavado inicial con agua estéril y
posteriormente se utilizd hipoclorito de sodio al 4 % como agentes
esterilizante, para evitar contaminaciones provocadas por la presencia de
microorganismos o esporas de hongos en la superficie de las mismas previo
a su micropropagacion in vitro. El proceso de esterilizacion de la superficie
de los bulbos se realiz6 en condiciones asépticas en una cabina de flujo
laminar y el instrumental utilizado se esterilizd mediante el uso de autoclave

(121 °C, 1 atm. 20 min) y/o flameo (Cequier, 2011).

- Lavado con etanol

Este agente se usé en una disolucién acuosa del 70 % (v/v). Los bulbos una

vez lavados con agua potable, se sumergieron en dicha disolucién durante

aproximadamente 30 s.
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- Lavado con agua esterilizada

Finalmente los bulbos se lavaron con agua esterilizada (3 veces), para su

posterior manipulacion en la obtencion de las escamas.

2.2.2. Condiciones de propagacion de bulbos de Amaryllidaceae

Tras la aplicacion del protocolo de esterilizacion, las secciones de escamas
de los bulbos se separaron dependiendo del diametro de los bulbos, cortando
longitudinalmente en 8 partes, obteniendo explantes de doble escama de 0.4
— 0.6 cm de ancho y 0.7 — 1.3 cm de largo unidos por un segmento delgado
de la placa basal obteniendo 16 explantes de cada bulbo. Todos los explantes
se cultivaron individualmente en placas de petri de 90 mm de diametro que
contenian aproximadamente 15 mL de medio de cultivo Murashige and
Skoog (MS) (Tabla 2.2). Estas, fueron selladas con papel parafilm y
depositadas en la camara de cultivo bajo las condiciones de luz y temperatura

descritas a continuacion.
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El periodo de luz en la camara de cultivo tenia una duracion de 12 horas, con
una intensidad luminosa de 25 mmol m2 s, Las condiciones de temperatura
tuvieron un caracter constante, de forma que el material vegetal en la camara
de cultivo se encontraba a una temperatura de 25 °C+ 2°C, con una humedad

de 80 %.

- Medidas de pH antes del autoclavado

Las medidas de pH de los medios nutritivos utilizados en la
micropropagacion in vitro del material vegetal se realizaron con cintas
indicadoras de pH. Los ajustes del pH de los medios nutritivos a un valor de
5.5 se realizaron con una disolucion de NaOH 0.5 M, o con una disolucién

de HCI 1 M previo al autoclavado y antes de afiadir el agar.

- Esterilizacion del material y medios de cultivo

La esterilizacion del instrumental y de los medios de cultivo utilizados se
realizd en un autoclave (NUVE, Turkey) en las condiciones estandar de 1
atm. de presion y 120°C, durante 20 min. Los cultivos se manipularon en
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condiciones asépticas bajo una campana de flujo laminar (ESCO), previa

esterilizacion con luz UV y etanol al 70 %.

Tabla 2.2. Medio de cultivo Murashige and Skoog (MS). Fuente: Tomado

de Chamorro, 2016.

Macroelementos

mg/L
Nitrato de amonio 1.650
Nitrato de potasio 1.900
Sulfato de magnesio (anhidro) 180.700
Fosfato de potasio monobasico 170.00

Microelementos
Acido boérico 6.200
Sulfato de manganeso monohidratado 16.900
Sulfato de zinc heptahidratdo 8.600
Molibdato de sodio dihidratado 0.250
Sulfato cuprico pentahidratado 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
Yoduro de potasio 0.830
Cloruro de calcio anhidro 332.200
EDTA disodico dihidratado 37.260
Sulfato ferroso heptahidratado 27.800
Vitaminas
Acido nicotinico 0.500
Hidrocloruro de Piridoxina 0.500
Hidrocloruro de Tiamina 0.100
Glicina 2.000
myo-Inositol 100.000
Regulador de crecimiento
BAP
AlA Diferentes concentraciones
2,4-D
Fuente de carbon
Sacarosa 30000
Agente gelificante

Agar 9000
pH 5.5
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2.2.3. Medio de cultivo para la induccién de brotes y callos

Los bulbos de las distintas especies de Amaryllidaceae empleadas en esta
investigacién fueron sembradas asépticamente en placas de petri de 90 mm
de diametro, que contenian aproximadamente 15 mL de medio nutritivo MS.
A estos, se afiadid sacarosa en una proporcion del 3 % (p/v) y agar 9%,
ademas de adicionar los reguladores de crecimiento acido indolacético (IAA)
y 6-bencilaminopurina (BAP). En el caso de Rhodophiala pratensis se
probaron 5 combinaciones de IAA y BAP a diferentes concentraciones

(Tabla 2.3), sembrando 16 explantes en cada experimento.

Tabla 2.3. Efectos de inductores de crecimiento en la micropropagacion in

vitro de Rhodophiala pratensis. Fuente: Elaboracion propia.

Inductores Cultivo de induccién Cultivo de multiplicacion Regeneracion in
de vitro
crecimiento

IAA (M) 100 150 100 10,0 200 - - - - - 100 - 100
BAP(UM) 50 50 100 150 100 50 50 50 50 50 100 50 50
24D@M) - - - - - 90 120 140 160 180 - 160 16,0
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2.2.4. Medios nutritivos para la formacién de plantulas

Los explantes obtenidos asépticamente en la induccién de callos fueron
subcultivados individualmente en frascos de cultivo (100 mL) con 40 mL de
medio nutritivo solido compuesto por el medio base MS suplementado con
3 % de sacarosa (p/v), conteniendo acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y
6-bencilaminopurina (BAP) en diferentes concentraciones (Tabla 2.3). Se

probaron 5 combinaciones, cultivando 8 explantes por cada experimento.

2.2.5. Medios nutritivos empleados en la multiplicacion vy

regeneracion in vitro de la planta

La induccion de brotes (organogénesis) se realiza utilizando el medio base
MS suplementado con sacarosa al 3 %. La estabilizacion de los explantes
obtenidos, se realizd considerando las concentraciones oOptimas de los
reguladores de crecimiento empleados en la formacion y multiplicacion de

los explantes (Tabla 2.3). Se seleccionaron tres combinaciones: cultivo
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control CO (10 uM IAA/10 UM BAP), cultivo C1 (16 UM 2,4-D/10 uM BAP)
y cultivo C2 (16 uM 2,4-D/10 uM IAA/10 uM BAP). En cada experimento
se cultivaron 6 explantes por 8 semanas. Al final del periodo de cultivacion,
se liofilizaron y se extrajeron los metabolitos, evaluando el contenido de

alcaloides isoquinolicos por CG/EM.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo estan reflejados en el

siguiente articulo cientifico:

Enviado a: Phytochemical Analysis

In vitro micropropagation and alkaloids of Chilean Amaryllidaceae

plants: Rhodophiala pratensis

Lina M. Trujillo-Chacén?, Edgar R. Pastene-Navarrete!, Carlos L.

Cespedes-Acufia?, Luis Bustamante®, Marcelo Baeza*, Julio E. Alarcén-

Enos?*

L aboratorio de Farmacognosia, Dpto. de Farmacia, Facultad de Farmacia,

P.O. Box 237, Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile.
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2 Laboratorio de Sintesis y Biotransformacién de Productos Naturales, Dpto.
Ciencias Basicas, Universidad del Bio-Bio, Chillan, Chile.

3 Dpto. de andlisis instrumental, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcidn, Concepcion, Chile.

4 Dpto. Botanica, Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas,

Universidad de Concepcidn. Concepcion, Chile.

*Corresponding author. Tel +56-42-2463156; fax: +56-42-2463046.

jualarcon@ubiobio.cl

Abstract

Plants of the family Amarillidaceae are of interest since they produce a
particular type of alkaloids, some of which are used for the treatment of
neurodegenerative diseases of the central nervous system, such as
galanthamine. Given the low content of these secondary metabolites, it is
necessary to study mechanisms to increase the productivity of these. In this
work, a propagation protocol was development for the in vitro cultivation of

vegetative organs for these species. Gas chromatography-mass spectrometry
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analysis (GC/MS) showed alternation in the alkaloids type ratio and number
of compounds between wild bulbs, in vitro bulbs and callus. The results show
the high biosynthetic potential of in vitro grown bulbs and callus tissue that
are able to produce significant amounts of pharmacologically relevant
alkaloids from R. pratensis in various proportions that depend on the culture
conditions such as supplementation with growth substances. The in vitro
grown bulbs produce an alkaloidal extract that contain a 52.6% w/w of

alkaloids.

Keyword: Amaryllidaceae, acetylcholinesterase, isoquinoline alkaloids,

micropropagation
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2.3.1. Indice de contaminacion de especies de Amaryllidaceae

Chilenas

El estudio de las especies de Amaryllidaceae Chilenas Rhodophiala pratensis,
Rhodolirium specisoum y Phycella australis mostré que la micropropagacion
in vitro depende principalmente de la desinfeccion del material vegetal, por
lo que las especies Rhodolirium specisoum y Phycella australis se retiraron
del estudio de micropropagacion por el alto nivel de contaminacion de los
explantes, donde se observo el desarrollo de micelio algodonoso, de color
blanco, rosado y verdoso, producto del ataque de hongos. Ademas, se
observo el ataque de bacterias, el cual se presentd como una masa
mucilaginosa de individuos que formaron colonias. Se observaron también
levaduras, las cuales se caracterizaron por formar sobre el tejido vegetal y el
medio de cultivo una masa endurecida de color amarillo crema. La especie
Rhodophiala pratensis se selecciond debido a que presentd un indice de
contaminacion menor, el cual no afectd significativamente la

micropropagacion de esta especie.
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2.3.2. Desinfeccion del material vegetal de Rhodophiala pratensis

Un aspecto critico que se evalud durante la observacion del material vegetal
en la micropropagacion in vitro fue el proceso de desinfeccion del tejido, ya
que en este paso se debe garantizar la inocuidad del explante, pero a su vez
no matar las células meristematicas, las cuales son las encargadas de la

totipotencia de las plantas.

Los bulbos silvestres de Rhodophiala pratensis se recolectaron (Tabla 2.4),
y se sometieron a un protocolo de limpieza y desinfeccion establecido por
Cequier (Cequier, 2011). Donde se logro evaluar la efectividad sanitizante
del hipoclorito de sodio comercial, encontrandose que para este tipo de
plantas la concentracion y el tiempo de exposicion a este agente desinfectante
es determinante, debido a la toxicidad que esta sustancia genera en tejido
vegetal. El protocolo de desinfeccion aplicado brindé mejoras relevantes en

la relacion contaminacion/respuesta, condiciones que se desconocian para la
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especie Rhodophiala pratensis, indicando que la concentracion optima de

hipoclorito es de 4%, con un tiempo de exposicion de 10 minutos.

Tabla 2.4. Partes de la planta de Rhodophiala pratensis estudiadas y
alcaloides obtenidos en los explantes de micropropagacion in vitro. Fuente:

Elaboracion propia.

Especie Ubicacién Numero Parte de la Numero de
de planta alcaloides
voucher identificados
en este
estudio
Rhodophiala pratensis Concepcion. Baeza Hojas 20
VIl region del 4340 Tallo 25
Bio-Bio. Chile  (CONC) Bulbos 27
Raiz 26
Micropropagacion in AIA/BAP 12
vitro AIA/BAP/2,4-D 10
BAP/2,4-D 11
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2.3.3. Cultivo de induccion de brotes y callos de Rhodophiala

pratensis.

Para la obtencion de brotes y callos de Rhodophiala pratensis, inicialmente
se obtuvieron los explantes por la técnica “twin scales”, la cual requiere de
gran destreza dado que se requiere cortar pequefios explantes en los cuales se
garantice la presencia de células meristematicas, necesarias para el desarrollo

de nuevos tejidos en el explante.

Los explantes obtenidos se cultivaron en el medio de cultivo MS, enriquecido
con las fitohormonas acido indolacético (AlA) y 6-bencilaminopurina (BAP).
Estos inductores de crecimiento, se evaluaron en cinco combinaciones de
concentraciones diferentes como se muestra en la Figura 2.4, donde se
cultivaron 16 explantes en cada uno de los experimentos, encontrandose
resultados favorables en la formacidn de brotes y callos a las tres semanas de
incubacion, observando diferencias en el tipo de tejido formado. La

combinacion de la auxina AIA (10 uM) y la citoquinina BAP (10 uM) fue
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seleccionada como la relacion hormonal 6ptima para la obtencion de la mayor

cantidad de brotes en el cultivo de induccion.

Numero de experimento

-
AIA (uM) 5
BAP (LM) 15

Figura 2.4. Cultivo de induccion. Efecto de inductores de crecimiento en
micropropagacion in vitro de Rhodophiala pratensis. Fuente: Fotografias

tomadas por el autor.
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2.3.4. Micropropagacion in vitro de Rhodophiala pratensis.

En el estudio de micropropagacion, se logro la obtencion de plantulas a partir
de los brotes generados en el cultivo de induccion, obteniendo un desarrollo
organogénico, cuantificable como: callo, brote, hoja, microbulbillo y raiz.
Para la obtencion de los tejidos formados, los brotes se cultivaron en un
medio MS enriquecido con los inductores de crecimiento acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (BAP), evaluando cinco
combinaciones diferentes de 2,4-D y conservando fija la concentracion de
BAP. La mayor respuesta en la generacion de plantulas se logr6 obtener con
16 UM de 2,4-D y 5 uM de BAP, generando plantulas con raiz, bulbillo y

hojas como se observa en la figura 2.5 C.

Las plantulas obtenidas, se cultivaron en un medio de cultivo MS enriquecido
con las hormonas AlA (10 uM), 2,4-D (16 uM) y BAP (5 uM), observandose
un incremento en el numero de microbulbillos generados en una plantula,

produciéndose un total de 6 microbulbillos por plantula (Figura 2.5 D).
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Figura 2.5. Micropropagacion in vitro de Rhodophiala pratensis. A.
Induccidn de callos; B. Formacion de brotes; C. Regeneracién de la planta;

D. multiplicacion de la planta. Fuente: Fotografias tomadas por el autor.
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2.3.5. Produccion de alcaloides en la micropropagacion in vitro de

Rhodophiala pratensis.

Las plantulas obtenidas de los diferentes tratamientos hormonales fueron
liofilizadas y extraidas, obteniéndose la fraccion alcaloidea, la cual se analizo
por CG/EM. La técnica de extraccion y el método cromatografico se detallan

en el capitulo 1 (apartado 1.2).

En este analisis se observé que las plantulas obtenidas en los tratamientos
presentan diferencias morfoldgicas, lo que indica que la combinacién
hormonal influye tanto en la forma de los diferentes tejidos de la plantula,

como en el contenido de metabolitos (Figura 2.6).

En la identificacion de alcaloides por CG/EM de las fracciones alcaloideas
de cada una de las plantulas, obtenidas mediante micropropagacion in vitro
con diferentes tratamientos de inductores de crecimiento, se observo que la

presencia de auxinas y citoquininas en el medio de cultivo influye
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positivamente en el contenido de alcaloides, ya que se lograron identificar
entre 10 y 12 alcaloides isoquinolinicos caracteristicos de la familia
Amaryllidaceae como se menciond anteriormente en la tabla 2.4 del

aparatado 2.3.1.

Figura 2.6. Efecto de diferentes combinaciones de inductores de crecimiento
en la produccion de alcaloides. CO. Cultivo control (10 uM TAA / 10 uM
BAP); C1. Cultivo con 16 uM 2,4-D / 10 uM BAP; C2. 16 uM 2,4-D / 10

uM IAA / 10 uM BAP. Fuente: Fotografias tomadas por el autor.

Los alcaloides detectados en la fraccion alcaloidea de la plantulas obtenidas

en los diferentes tratamientos, muestran que el tipo de alcaloides presentes
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en las muestras corresponden mayoritariamente a alcaloides provenientes del
acoplamiento fenol oxidativo orto-para de 4-O-metilnorbelladina y de la
ciclacion secundaria para-para de este precursor, encontrandose los

alcaloides tipo licorina, homolicorina, haemantamina, tazetina y narciclasina
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Figura 2.7. Estructura de alcaloides presentes en las plantulas de

Rhodophiala pratensis. Fuente: Elaboracion propia.

Los alcaloides tipo licorina, homolicorina y haemantamina predominan en

las plantulas obtenidas en los cultivos enriquecidos con las fitohormonas
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AIA/BAP y BAP/2,4-D, demostrando que la produccion de alcaloides se ve
alterada con la presencia de las tres hormonas en un mismo medio de cultivo,
como es el caso de lacombinacion AIA/BAP/2,4-D, donde los alcaloides tipo
haemantamina estan ausentes, mientras que los tipo homolicorina y licorina
se sintetizan en bajas cantidades, comparado con los otros tratamientos

(Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Tipo de alcaloides presentes en la fraccion alcaloidea de

Rhodophiala pratensis. Fuente: Elaboracion propia.

% relativo de la fraccién de alcaloides

(%, p/p)
Tipo de alcaloide Micropropagacion in vitro
Bulbo AlIA/BAP AlA/BAP/2,4- BAP/2,4-D
silvestre D
Orto-para 58.36 3.10 0.37 2.35
Licorina 17.05 0.76 0.37 0.83
Homolicorina 41.31 2.34 - 1.52
Para-orto 0.27
Galantamina 0.27 - - -
Para-para 33.20 3.36 0.42 3.67
Haemantamina 24.30 0.22 - 2,94
Montanina 1.39 - - -
Narciclasina 1.03 2.63 0.42 0.73
Tazetina 6.48 0.51 - -
Miscelaneos 1.87 0.40 0.75 0.59
No identificados 6.28 93.16 98.28 93.38
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Alcaloides tipo tazetina fueron encontrados en la fraccion alcaloidea de las
plantulas obtenidas por micropropagacién in vitro con la combinacién
hormonal de AIA/BAP, confirmando que la presencia de estos inductores de
crecimiento, estimulacion de la ruta de bisintesis de alcaloides generados por
el acoplamiento de ciclacidn secundaria para-para de 4-O-metilnorbelladina.
Los alcaloides no identificados corresponden mayoritariamente a
compuestos derivados de alcaloides tipo licorina como se muestra en la tabla

2.2 del Anexo 2.

En la figura 2.8 se muestra la diferencia en la intensidad de los picos de los
alcaloides detectados en cada una de las fracciones estudiadas, donde se
observa que en el cromatograma C, correspondiente a la combinacion
hormonal AIA/BAP/2,4-D la presencia del alcaloides numero 32
perteneciente a un alcaloides tipo licorina no identificado, solo esta presente
en esta muestra, indicando que la produccion de alcaloides esta mediada por

la presencia del tipo de auxina o citoquinina en el medio nutritivo de la planta.
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Figura 2.8. Analisis por CG/EM de alcaloides de Rhodophiala pratensis
obtenida por micropropagacion in vitro. B). AIA/BAP, C). AIA/BAP/2,4-D,
D). BAP/2,4-D. 1). 11,12-dihidrolicoreno, 4). 11,12-dihidroanhidrolicorina,
13). haemantamina, 18). O-metil licorenina, 19). trisfaeridina, 21). tazetina,
27). 9-Octadecenamide, 28). alcaloide tipo nerinina, 29). alcaloide no
identificado, 30). alcaloide tipo tazetina, 31). alcaloide tipo homolicorina, 32).
alcaloide tipo licorina y 33). alcaloide tipo homolicorina. IS: estandar interno

(Codeina). Fuente: Elaboracion propia.
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2.4. CONCLUSIONES

Se determino que la contaminacion de los explantes obtenidos a partir
de bulbos silvestres de las especies de Amaryllidaceae Chilenas
Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum y Phycella australis
es un punto critico en la micropropagacion de estas plantas, debido al
elevado indice de contaminacion, lograndose establecer un método de
esterilizacion para Rhodophiala pratensis, donde se encontrd que las
escamas internas de la placa basal del bulbo presentan el tejido con

mayor totipotencia y menor contaminacion.

Se encontrd que la presencia de los reguladores de crecimiento AlA,
BAP y 2,4-D en el medio nutritivo MS influye positivamente en la
induccién y formacion de brotes, callos, microbulbillos y plantulas

mediante micropropagacion in vitro de Rhodophiala pratensis.
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En el estudio del efecto de la presencia de las fitohormonas AIA y BAP
en la micropropagacion in vitro, se encontr6 que la combinacién
hormonal AIA (10 uM)/BAP (10 uM) es la ideal para la induccion de

brotes de Rhodophiala pratensis.

Se logré obtener la mejor combinacion hormonal para la formacion y
multiplicacion de microbulbillos y plantulas de Rhodophiala pratensis,
donde la combinacion de BAP (5 uM)/2,4-D (16 uM) es la Optima para
lograr la regeneracion de la plantas, mientras que la presencia de AIA
(10 uM)/BAP (5 uM)/ 2,4-D (16 puM) incrementa el nimero de

plantulas.

En el analisis por CG/EM de los alcaloides presentes en las plantulas
obtenidas mediante micropropagacion in vitro con diferentes
tratamientos hormonales, se encontro que las plantulas producen entre
10 y 12 alcaloides, los cuales estan presente de igual manera en la

planta silvestre.
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Se obtuvo plantulas productoras de alcaloides isoquinolinicos
caracteristicos de la familia Amaryllidaceae, destacando la presencia
de los alcaloides tipo licorina, homolicorina, haemantamina, tazetina y
narciclasina, los cuales se caracterizan por su importante actividad

bioldgica.
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Capitulo 3.

Alcaloides de Amaryllidaceae y la

enfermedad de Alzheimer
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RESUMEN

Las fracciones de alcaloides de bulbos de las especies de Amaryllidaceae
Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis vy
Phaedranassa lehmannii se analizaron por CG/EM como se menciond en los
capitulos anteriores, detectando la presencia de alcaloides tipo licorina,
haemantamina, crinina, galantamina, homolicorina, montanina, narciclasina
y tazettina. Los alcaloides de Amaryllidaceae mencionados se caracterizan
por su amplio espectro de actividades bioldgicas, entre las que se destaca la
capacidad neuroprotectora que algunos de ellos presentan, por lo que en este
trabajo se evalud el efecto neuroprotector de los alcaloides presentes en cada
especie en diferentes modelos de neurotoxicidad, donde inicialmente se
determin6o la citotoxicidad de la fraccion alcaloidea en células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y con el fin de determinar las
concentraciones en las que la viabilidad celular no se ve alterada,
encontrandose que el rango de concentraciones donde la citotoxicidad es

inferior al 20 % esta entre 0.375 y 3.0 pg/mL, definiendo este rango de
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concentraciones como O6ptimas para la determinacion de la actividad
neuroprotectora de las fracciones alcaloideas en los modelos de
neurotoxicidad inducida por rotenona/oligomicina y acido okadaico en
células SH-SY5Y, encontrando que los alcaloides de las especies Phycella
australis y Phaedranassa lehmannii son los que presentan mayor respuesta
de neuroproteccion, por lo que se eligio la fraccion alcaloidea de Phycella
australis para ser estudiada en un modelo de privacion de oxigeno y glucosa
(OGD) en cortes de hipocampo de raton, observandose un efecto
neuroprotector en concentraciones de 3.0 y 6.0 pg/mL. Posteriormente, se
estudido un modelo de neurotoxicidad con &cido okadaico en cortes de
hipocampo de ratdn, donde este inhibidor especifico de la actividad de
proteinas fosfatasas fue evaluado, determinando el efecto de la fraccién
alcaloidea de Phycella australis a una concentracion de 6.0 pg/mL, la cual
mostrd una respuesta positiva de neuroproteccion incluso mayor que la
encontrada para el control positivo con melatonina. Por lo tanto los resultados
encontrados en este trabajo, indican que los alcaloides de las especies
Amaryllidaceae presentan efectos neuroprotectores, por lo que seria un

potencial valioso para seguir siendo explorado.
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3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo
progresivo cronico multifactorial, caracterizado por el deterioro irreversible
de las funciones como la memoria, lenguaje y otras funciones cognitivas
(Kumar & Singh, 2015; Selkoe, 1997). Después de los 65 afios de edad, el
riesgo de desarrollar la enfermedad se duplica cada 5 afios y algunos estudios
sugieren que alrededor de los 85 afos, aproximadamente 50 % de los
individuos desarrollan la enfermedad (Felsenstein et al, 2014). Mundialmente,
un nuevo caso aparece cada siete segundos; la enfermedad se ha convirtiendo
en una lenta pandemia (Ferri et al, 2006) y para el afio 2050 se espera que

uno de cada 85 individuos sufra la EA (Brookmeyera et al, 2007).

Mundialmente, la prevalencia de la EA era de mas de 35 millones de personas

en el afio 2010, con proyecciones de 65 millones para el afio 2030 y 115
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millones de personas afectadas por la enfermedad o desordenes relacionados
para el afio 2050. Este aumento desmedido en el nimero de pacientes es
consecuencia directa del aumento de la esperanza de vida y edad promedio
de la poblacion mundial. La EA representa un problema social y financiero,
no solo para el paciente y su familia, sino también para la sociedad entera

(Goure et al, 2014).

Neuropatologicamente la EA esta caracterizada por depositos extracelulares
del péptido B-amiloide (AP) llamados placas seniles, depositos intracelulares
de la proteina tau hiperfosforilada (conocidos como ovillos neurofibrilares o
NFTs), pérdida neuronal y sinaptica (Figura 3.1). Ademas, estudios
anatomicos en pacientes con EA han mostrado pérdida de materia blanca y
una reduccion especifica de neuronas colinérgicas en el cerebro (Lombardo
& Maskos, 2015). Estas evidencias han llevado a establecer varias hipotesis
a fin de explicar la generacion de esta enfermedad. Las méas aceptadas son la
hipbtesis de la cascada amiloide, la de la proteina tau y la hipdtesis

colinérgica.
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Figura 3.1. Neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer. Fuente: http://

sicotecnologia.com/ALZques.htm.
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3.1.2. Tratamiento farmacolégico de la enfermedad de Alzheimer

Los medicamentos utilizados actualmente para el tratamiento de la EA se

clasifican en dos grandes grupos, de acuerdo a su mecanismo de accion:

- Inhibidores de acetilcolinesterasa (AChEi), entre los que encuentran:
tacrina (Cognex®), donepezilo (Aricept®), galantamina (Razadina®,
Reminyl®) y rivastigmina (Exelon®), siendo los primeros en ser
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) y
comercializados para el tratamiento de la EA (Tabla 3.1). El primer
AChEI comercializado, tacrina, se encuentra actualmente en desuso
por su corta vida media, pero sobre todo por sus efectos hepatotdxicos

(Davenport & Dennis, 2000).

- Antagonista no competitivo de los receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato), memantina (Namenda®) posteriormente comercializado y

aprobado por la FDA para el tratamiento de la EA (Tabla 3.1) (Dirnagl
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et al, 1999). Memantina esta indicada en las fases avanzadas de la

enfermedad, mientras que los AChEi en los estadios leve-moderado

(Auld et al, 2002).

Tabla 3.1. Farmacos aprobados por la FDA para la sintomatologia de la

enfermedad de Alzheimer. Fuente: Elaboracion propia.

Farmacos

NH, Et Me 0o
o N N MeO
Inhibidores  de @ip@ 0o Meo%
acetilcolinesterasa ©\rw s

(AChEI) )

Tacrina:  Rivastigmina: Donepezilo:

(Cognex®)  (Exelon®) (Aricept®)

Meog NMe
o,,,;d
OH

Galantamina:
(Reminyl®)

Glutamatérgico NH

Memantina: (Clorhidrato de memantina)

Es interesante destacar el hecho de que cada vez esté tomando mas

importancia la necesidad de utilizar combinacion de farmacos, asi como

farmacos multidiana, que no sélo estan dirigidos a corregir una diana, sino

que intentan abordar mas de una alteracion (Kumar & Singh, 2015; Leon et
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al, 2013; Persson et al, 2014). En ese sentido, cada vez son mas los ensayos
preclinicos y clinicos en los que se combinan farmacos para tratar la EA. Por
ejemplo, la combinacion de memantina con donepecilo para tratar la EA de
moderada a severa (NCT00866060); la asociacion de SB-742457 (un
novedoso agonista de receptores 5- HT6) con donepecilo, que ha mostrado
resultados interesantes en un ensayo en fase Il (Maher-Edwards et al, 2011)
y la asociacion de la vitamina E (como antioxidante) con memantina, que se

encuentra en ensayo clinico en fase 11l (Dysken et al, 2014).

Sin embargo, otros candidatos farmacoldgicos dirigidos a diferentes
estrategias terapéuticas estan en desarrollo y muchos han progresado en los
ensayos clinicos (Jia et al, 2013; Rafii et al, 2011; Zheng et al, 2015). La
limitacion en la disponibilidad de farmacos para el tratamiento de la
enfermedad obedece a las mdaltiples vias implicadas en la patogénesis,
creando una dificultad sustancial para la produccion de un tratamiento eficaz,
reportandose que todos los farmacos anti-EA desarrollados desde 2003
fallaron (Anand et al, 2014). Las enfermedades complejas como el Alzheimer,

estan relacionadas con la alteracion por diferentes vias y raramente son
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causadas por la disfuncion en un unico gen o en una unica via de sefializacion

(Zheng et al, 2015).

Pese a que durante los ultimos 15-20 afios se ha realizado un gran esfuerzo
cientifico y econdmico por encontrar nuevos medicamentos para tratar esta
devastadora enfermedad, lo cierto es que desde que se comercializd la
memantina en el afio 2007, aun no se ha aprobado ningin nuevo

medicamento para la EA.

3.1.3. Importancia de galantamina en la enfermedad de Alzheimer

La galantamina como se mencion0 anteriormente es comercializada con el
nombre generico de Remynil® para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. La produccion de galantamina en el &mbito farmacoldgico es
generada a partir de especies de la familia Amaryllidaceae, siendo el
alcaloide mas importante de esta familia botanica. Su estructura fue
determinada por primera vez a partir del alcaloide aislado de la planta
Galanthus woronowii en la década de los 50 y fue aprobada por la FDA en
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el 2001 para el tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer en sus
grados de leve a moderado (Heinrich & Teoh, 2004; Maelicke et al, 2001).
De manera general, se ha descrito la presencia de galantamina en plantas de
diversos generos de la familia Amaryllidaceae, incluyendo Haemanthus,
Lycoris, Hippeastrum, Hymenocallis, Narcissus y Leucojum (Berkov et al,
2009). A pesar de que se conoce su sintesis quimica, Janssen-Cilag - la
empresa propietaria de la patente - siguié utilizando el producto natural para
sus formas farmaceuticas y su demanda ha provocado un gran interés en la

busqueda de nuevas especies que sean altamente productoras de galantamina.

Curiosamente, una investigacion publicada en 1996, reveld que el alcaloide
sanguinina (9-O-demetilgalantamina) presenta una actividad inhibitoria de la
AChE cerca de 10 veces mayor que galantamina, sin embargo, también
expusieron que galantamina presenta una mejor permeabilidad para atravesar
la barrera hematoencefalica que sanguinina (Bores et al, 1996). En estudios
recientes, se ha mostrado que el compuesto 11a-hidroxi-O-metillleucotamina
presenta una concentracion de inhibicion de la AChE (ECso de 3.5 uM) muy
préxima a la galantamina (ECsp de 1.5 uM), aunque se desconoce su nivel de

permeabilidad para pasar la barrera hematoencefalica (lannello et al, 2014).
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La galantamina presenta un mecanismo de accion dual, combinando la
modulacion alostérica de los receptores nicotinicos con la inhibicion
competitiva reversible de la AChE (Marco-Contelles et al, 2006; Mulder et
al, 2005) (Figura 3.2). Adicional a los efectos colinérgicos, la galantamina
posee propiedades antioxidantes, neuroprotectoras y accion antiapoptotica
(Arias et al, 2004; Arias et al, 2005). Este alcaloide estimula la actividad
colina acetiltransferasa y potencializa la liberacion del neurotransmisor ACh,
aumentando su concentracion en las hendiduras sinépticas por unirse al sitio
activo de la AChE evitando la degradacion del neurotransmisor al mismo
tiempo que interacciona alostéricamente con los NAChRs para potencializar
la sensibilidad de los receptores de ACh, a fin de mejorar la cognicién en los
pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Tsvetkova et al, 2013; Woodruff-

Pak & Wenk, 2001).

El bloqgueo de AChE conduce a la estimulacion de los receptores
muscarinicos (mAchR) y a la disminucion en la produccion de B-amiloide
(AP), reduciendo asi la toxicidad. Galantamina a través de su positiva
interaccion con los receptores nicotinicos, proporciona una gran
neuroproteccion. La neurotoxicidad de AB y glutamato, probablemente se
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encuentre mediada por un incremento del proto-oncogen bcl-2 localizado en

el cromosoma 18.
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Figura 3.2. Esquema general del proceso de neuroproteccion de galantamina,
derivado de su modo de accion dual. Fuente: http://tajdearobpharma.com/

episodic-memory-recounts-the-memory-of-autobiographical-event-can-gala

ntamine-help/
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3.14. Importancia de los productos naturales y el desarrollo de

nuevos farmacos

Los productos naturales representan uno de los pilares basicos en el
desarrollo de nuevos farmacos debido a su diversidad estructural y potencial
biologico (Feher & Schmidt, 2013; Newman & Cragg, 2016). Entre 1940 y
2014, alrededor del 50% de las pequefias moléculas aprobadas para el
tratamiento del cancer se desarrollaron directa o indirectamente a partir de
productos naturales (Newman & Cragg, 2016), siendo la riqueza estructural
de estos compuestos una guia inestimable en la investigacion de nuevos

medicamentos (Lee & Schneider, 2001).

Las plantas poseen una amplia influencia en la medicina tradicional y, en
consecuencia, la busqueda de especies utilizadas popularmente para el
tratamiento de alguna enfermedad constituye una de las lineas mas
importantes para el desarrollo de nuevos farmacos (Harvey, 2000). Los

alcaloides, metabolitos secundarios encontrados principalmente en las
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plantas, juegan un papel crucial en el descubrimiento de nuevos farmacos
debido a su diversidad estructural y su complejidad espacial (Newman &
Cragg, 2016; Rodrigues et al, 2016; Stratton et al, 2015). En la medicinal
actual, diversos farmacos se desarrollaron en base a sus usos en la medicina

popular, como por ejemplo la atropina, morfina y quinina (Verpoorte, 1998).

3.15. Linea celular SH-SY5Y como modelo bioldgico para la

enfermedad de Alzheimer

Estudios para elucidar los mecanismos que relacionan la edad humana y
algunas enfermedades asociadas a ella, usualmente presentan dificultades por
la falta de un modelo que permita recrear los eventos que ocurren en la
poblacion humana. Sin embargo, las células SH-SY5Y son un tercer subclon
obtenido del linaje parental SK-N-SH el cual fue establecido inicialmente de
una biopsia de médula 06sea de neuroblastoma de un paciente de sexo
femenino. El neuroblastoma humano es uno de los tumores sélidos mas
comunes en nifios y se cree que se origina a partir de las células de la cresta

neutral durante el desarrollo embrionario. Debido a su origen, estas células
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presentan una importante plasticidad biologica (Ciccarone et al, 1989). El
linaje parental SK-N-SH origina dos fenotipos morfoldgicos vy
bioquimicamente distintos: una forma no neuronal (tipo-S) unida a un
substrato que lleva a un subclon SH-EP (como epitelial) y un linaje

neuroblastico (tipo-N), que lleva a un subclon SH-SY5Y como neuroblasto.

Figura 3.3. Diferenciacion de células SH-SY5Y. (A) células no
diferenciadas SH-SY5Y cultivadas en 10 % medio completo por 5 dias. (B)
células diferenciadas SH-SY5Y cultivadas en 1% de medio de cultivo con
acido retinoico (10uM) por 5 dias. Fuente: Imagen tomada de Meng y

colaboradores (Meng et al, 2018).
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Entre las caracteristicas mas importantes de las células SH-SY5Y esta su
capacidad para diferenciarse en un fenotipo neuronal funcionalmente maduro
(Figura 3.3), ademas de expresar enzimas biosintéticas noradrenérgicas,
receptoras del factor de crecimiento nervioso, opioide y muscarinico. Estas
propiedades han hecho de estas células una herramienta importante y
alternativa a las limitaciones experimentales causadas por la inhabilidad de
las neuronas primarias de ser propagadas in vitro (Castillo, 2016; Yusuf et al,

2013).

Las células SH-SY5Y diferenciadas y no diferenciadas han sido utilizadas
como modelo neuronal desde 1980 para evaluar enfermedades como
Parkinson, Alzheimer, enfermedades de desarrollo neuronal, autismo, y
metabolismo mitocondrial (Constantinescu et al, 2007). Sin embargo, existe
controversia sobre la necesidad de diferenciar o no las células SH-SY5Y.
Algunos estudios sugieren que la diferenciacion confiere a las células SH-
SY5Y una tolerancia mayor frente a los diferentes estimulos, y como
consecuencia, no es posible evaluar con precision los efectos de la
neurotoxicidad o la neuroproteccién. Las células SH-SY5Y indiferenciadas
se vuelven apropiadas para estudiar la neurotoxicidad, la neuroproteccion y
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la neurodiferenciacion, recreando por lo tanto eventos préximos a los

sucedidos en el cerebro.

Por lo tanto, las ventajas de la linea celular SH-SY5Y tanto indiferenciadas
como diferenciadas en los estudios de las enfermedades neurodegenerativas,
se ha convertido en un modelo clasico en el descubrimiento de nuevos

objetivos terapéuticos con grande significancia bioldgica y clinica.

Si bien se puede argumentar que adn no se comprende por completo la

patologia de la EA o los mecanismos internos, dentro de la linea celular SH-

SY5Y, se encuentra presente la proteina Tau (Castillo, 2016).
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3.1.6. Modelo bioldgicos de neuroproteccion en la enfermedad de

Alzheimer

- Neurotoxicidad inducida por acido okadaico

El acido okadaico (AQ), es un poliéter termoestable perteneciente a un grupo
de toxinas liposolubles, extraido por primera vez de la esponja negra
Hallichondria okadaii. EI AO y sus anadlogos se consideran potentes
inhibidores selectivos de las proteinas fosfatasas de serina y treonina (PP),
principalmente de la tipo 1 (PP1) y 2A (PP2A). Estas fosfatasas son un grupo
de enzimas que llevan a cabo la desfosforilacion de numerosas proteinas, una
funcion esencial para la mayoria de los procesos metabodlicos en ceélulas
eucariotas incluyendo el transporte y secrecion en la membrana,
contractilidad, division celular, replicacién de ADN, diferenciacion celulary
oncogenesis entre otras. En estudios in vitro, se ha reportado que las proteinas
Serina/Treonina fosfatasas (PP1 y PP2A) son capaces de defosforilar la
proteina Tau (Figura 3.4) (Kamat et al, 2013).
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Figura 3.4. Estructura quimica y mecanismo de AO en la induccién de
neurotoxicidad. ElI AO inhibe selectivamente las proteinas serina/treonina
(Ser/Thr) fosfatasas 2A y de este modo induce hiperfosforilacion de Tau por

la activacion de quinasas. Fuente: Kamat et al, 2014.

Aunqgue el AO causa neurotoxicidad por varias vias, el mecanismo de accion

exacto aun no se conoce claramente. La activacion de la mayoria de quinasas,
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como Ser/Thr, MAPK, ERK, PKA, JNK, PKC, CaMKIlI, Calpain, y GSK3,
en neuronas se encuentra asociado con la patologia de la EA. Estas quinasas,
asociadas con hiperfosforilacion anormal de tau, indican que la cascada de
estas quinasas podria estar exclusivamente involucrada en la patologia de la
EA (Figura 3.5). La actividad de la proteina serina/treonina fosfatasa necesita
un amplio estudio ya que estas enzimas son potenciales objetivos para nuevas
terapias con aplicaciones en muchas enfermedades incluyendo cancer,

enfermedades inflamatorias, y neurodegenerativas (Kamat et al, 2013).

La accion inhibitoria sobre PP1 y PP2A producida por el acido okadaico se
aprovecha para el estudio de patologias en las que se alteran procesos
celulares que comprenden la fosforilacién de proteinas. Las proteinas Tau
son proteinas microtubulares que dan lugar a la formacion de ovillos
neurofibrilares que abundan en el interior de las neuronas siendo reflejo de la
destruccion de microtibulos y neurofilamentos lo que finalmente ocasiona
dafio y muerte neuronal, siendo su principal funcion la estabilizacion de los
microtUbulos axonales a través de la interaccion con la tubulina. En cerebros

afectados por la enfermedad de Alzheimer, se ha observado una disminucién
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de la actividad de las fosfatasas. Esta disminucion de la actividad parece estar

relacionada con una ralentizacion del proceso de defosforilacion de Tau.
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Figura 3.5. Diagrama esquematico que representa el papel de las quinasas y
las fosfatasas que actuan sobre la proteina Tau en la patologia de la EA
inducida por AO. Fuente: Kamat et al, 2013.
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Algunos investigadores han reportado que la administracion
intracerebroventricular de &cido okadaico en ratas provoca disfunciones en
la memoria, cambios neuropatoldgicos que incluyen: neurodegeneracion del
hipocampo, hiperfosforilacion de Tau y formacion de placas p-amiloide. Por
lo que, el acido okadaico podria ser una herramienta Gtil en la investigacion
de patologias que alteran procesos celulares regulados por fosforilaciones
reversibles de proteinas, como la transduccion de sefiales, division celular y
memoria. Ademas, el OA ha demostrado ser una poderosa sonda para el
estudio de varios mecanismos regulatorios y neurotoxicos. Debido a la
propiedad de inhibir la actividad de las fosfatasas. La hiperfosforilacion de la
proteina Tau inducida por acido okadaico in vivo es un modelo aceptado de

muerte neuronal.

- Neurotoxicidad inducida por Rotenona / Oligomicina A

La rotenona bloquea la entrada de electrones en la cadena de transporte
electronica de la membrana interna de las mitocondrias, lugar donde inicia la
fosforilacion oxidativa (Figura 3.6). Cada uno de los complejos I, 111y 1V de
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la cadena respiratoria actian como una bomba de protones. La membrana
interna es impermeable a los iones en general, pero en particular a los
protones, los cuales se acumulan en el exterior de la membrana y crean una
diferencia de potencial electroquimico a través de la membrana (AuH"). Esta
diferencia consta de un potencial quimico (diferencia en el pH por los
protones) y un potencial eléctrico debido a las cargas (Chaban et al, 2014;
Martorell-Riera, 2014). La diferencia de potencial electronico se utiliza para
impulsar una ATP sintasa localizada en la membrana, la cual forma ATP en

presencia de Pi + ADP.

La oligomicina, bloguea el paso de protones a través de los complejos de

ATP sintasa, donde se lleva acabo a la formacién de ATP a partir de ADP +

Pi (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Cadena respiratoria. Componentes moleculares que forman la
cadena respiratoria. Los electrones son transportados desde el complejo |
hasta el 1V donde el oxigeno es convertido a H,O. En tres de los cuatro
complejos se liberan protones (H+) al espacio intermembranal que después
son vueltos a la matriz mitocondrial a traveés de la ATP sintasa generando, de
este modo, ATP. Fuente: https://sciencebitesperu.weebly.com/science-

bites/respiracion-aerobica.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

La informacidn sobre la recoleccion del material vegetal, el procedimiento
de extraccion de alcaloides y el método de identificacion por CG/EM se

describe en el capitulo 1 en la seccion de materiales y métodos, apartado 1.2.

3.2.1. Cultivo celular SH-SY5Y y tratamiento

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™)
fue usada entre los pasajes 4-13. Las celulas fueron conservadas en una
proporcion 1:1 de una mezcla de nutrientes F-12 (Ham12) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) y medio minimo esencial (MEM) suplementado con 15
amino acidos no esenciales, piruvato de sodio 1 mM, SBF inactivado al 10%,
penicilina 100 U/mL, y estreptomicina 100 pg/mL (Reactivos de Invitrogen,
Madrid, Espafa) en frascos de cultivo T250, y conservado a 37 °C en una

atmosfera humidificada de 5 % CO, y 95% de aire. Para los ensayos, las
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células fueron subcultivadas en placas de 96 pocillos (TPP, Zellkutur and
labortechnologie, Trasadingen, Switzerland). En cada pocillo se sembraron

celulas en una densidad de 50.000 células/pocillo.

3.2.2. Incubacion de muestra

Las soluciones concentradas (5 mg de FA/500 pL) de la fraccion de
alcaloides de las cuatro especies estudiadas y galantamina (como farmacos
control) se prepararon en DMSO. El grupo control (DMSO), fue incubado en
DMSO al 0.1 %, manteniendo las mismas concentraciones de DMSO para
todas las muestras estudiadas. Las diferentes concentraciones de las
fracciones de alcaloides y de galantamina se administraron 24 horas antes de
agregar los estimulos toxicos (rotenona/oligomicina A, acido okadaico). Las
ceélulas se co-incubaron por otras 24 horas con los extractos y galantamina en
presencia del estimulo. Todos los estimulos toxicos fueron incubados en el

medio de cultivo MEM con 1% de suero bovino fetal (SBF).
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3.2.3. Ensayo de citotoxicidad

Galantamina y la fraccion de alcaloides se disolvieron en DMSO,
posteriormente las soluciones se diluyeron en medio de cultivo a seis
concentraciones (6.0; 3.0; 1.5; 0.75; 0.375 pg/mL). Las placas fueron
incubadas a 37 °C con 5% CO; por 24 horas. Después del tiempo de
incubacion, se adicion6 10 pL de MTT (5 pg/mL) y nuevamente se incubo a
37 °C por 2 h, determinandose la absorbancia a 540 nm en un lector de

microplacas. Todas las muestras se cultivaron tres veces por triplicado.

3.2.4. Ensayo de neuroproteccion frente a la muerte celular inducida

por Rotenona/ Oligomicina A

Una vez que las células crecieron a 75-80 % de la confluencia, fueron pre-
incubadas con el extracto de alcaloides por 24 horas. Posteriormente, las

celulas fueron tratadas con el toxico Rotenona (10 uM) / Oligomicina A (3.3
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1UM) (R/O) durante 24 horas. Al final del experimento, la viabilidad celular

fue determinada por la reducciéon de MTT.

3.2.5. Ensayo de neuroproteccion frente a acido okadaico

Una vez que las células crecieron a 75-80 % de la confluencia, las células
fueron pre-tratadas con el extracto de alcaloides por 24 horas. Posteriormente,
se adiciond del acido okadaico (AO) 20 nM durante 24 horas. Al final del

experimento, la viabilidad celular fue determinada por la reduccion de MTT.

3.2.6. Ensayo MTT.

El ensayo MTT descrito por Mossmann (1983) fue usado para la
determinacion de la viabilidad celular. Este ensayo se basa en la reduccién
metabodlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un

compuesto coloreado de color azul (formazan) determinado por
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espectrofotometria. Después de cultivadas las células en placas de 96 pocillos
en presencia del extracto de alcaloides en concentraciones de 3.0 pug/mL a
0.375 pg/mL, posteriormente se adiciond una solucion de 10 uL de MTT (5
ng/mL). La placa se incub6 a 37 °C por 2 h. Se determind la absorbancia a

540 nm usando un lector de microplacas.

3.2.7. Cuidado de animales y uso

Los ratones (C57BL/6n) se conservaron bajo condiciones de temperatura e
iluminacion controlada. El agua y la comida fue proporcionada ad libitum.
Los animales empleados en los experimentos fueron tratados haciendo el
mayor esfuerzo para minimizar el sufrimiento del animal, ademas de utilizar
el menor niumero de animales posible. Se siguié el protocolo para el cuidado
y uso de los animales de laboratorio, considerando que inicialmente todos los
experimentos fueran pre-aprobados por el comité de ética para el cuidado y
uso de animales de investigacion de la Universidad Auténoma de Madrid con
el decreto Real Espariol del 1 de Febrero de 2013 (53/2013) y de acuerdo con

la directiva de la Unidn Europea de 22 de Septiembre de 2010 (2010/63/UE).
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3.2.8. Preparacion de cortes de hipocampo

Los experimentos se realizaron en cortes de hipocampo de ratones de la
colonia de animales del bioterio de la Universidad Autonoma de Madrid. Los
ratones fueron decapitados rapidamente bajo anestesia con pentobarbital
sodico (60 mg/kg, i.p.). La parte frontal del craneo fue removida con rapidez
y adicionada en una solucion tampon de diseccion de bicarbonato de Krebs
enfriado con hielo (pH 7.4), conteniendo: NaCl 120 mM, KCI 2 mM, CacCl,
0.5 mM, NaHCO3; 26 mM, MgSO, 10 mM, KH,PO, 1.18 mM, glucosa 11
mM y sucrosa 200 mM. El hipocampo fue diseccionado con rapidez y cortado
en rodajas transversales de 300 pum de espesor usando un Chopper de Tejido
Mcllwain. Después de esto, fueron introducidos en un bafio a 34 °C con
burbujeo continuo de una mezcla 95 % O, / 5% CO, por un periodo de

estabilizacion de 45 min.
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3.2.9. Deprivacion oxigeno y glucosa (OGD) seguido por

reoxigenacion

Para los experimentos de OGD, después del periodo de preincubacion inicial
(30 minutos), los cortes de hipocampo correspondiente al grupo control se
incubaron por 15 minutos en una solucion Krebs con la siguiente
composicion: NaCl 120 mM, KCI 2 mM, CaCl, 2 mM, NaHCO3; 26 mM,
MgSQO,; 1.19 mM, KH,PO,4 1.18 mM y glucosa 11 mM (pH 7.2) equilibrada
con 95% O,/ 5% CO,. La OGD se indujo por incubacion de los cortes en una
solucién Krebs libre de glucosa, equilibrada con una mezcla de gas de 95 %
N, y 5% CO,. La glucosa se reemplazé por 2-deoxyglucosa. Después del
periodo de OGD, los cortes se regresaron a una solucion oxigenada Krebs
normal conteniendo glucosa (periodo de reoxigenacion) por 120 minutos.
Durante laOGD y el periodo de reoxigenacion, PNU-282,987 (como farmaco
control) y extracto del crudo de alcaloides de Phycella australis en diferentes
concentraciones (3 y 6 ug/mL), se adicionaron a los diferentes grupos. Los

experimentos fueron realizados a 37 °C. Los experimentos del control y OGD
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se realizaron usando cinco cortes del mismo animal para cada ensayo. El
farmaco PNU-282,987 se utiliz6 como control, ya que es un agonista potente

y selectivo en los receptores nicotinicos a7 de acetilcolina.

3.2.10. Efecto in vitro de acido okadaico en cortes de hipocampo

Para analizar el efecto directo y agudo del acido okadadico (AQ) en los cortes
de hipocampo se usaron seis ratones (n=6) Nox4 de tres meses. Después del
periodo de preincubacion inicial (30 minutos), en una placa de 48 pocillos se
adicionaron los cortes de hipocampo en presencia de 1 uM de AO, 6 pg/mL
el extracto del crudo de alcaloides de Phycella australis, 10 puM de
melatonina (como farmaco control) y el grupo control, se incubaron por 360
minutos en una solucién de 50% de medio de cultivo MEM enriquecido con
piruvato y glutamina, y 50 % de una solucion Krebs con la siguiente
composiciéon: NaCl 120 mM, KCI 2 mM, CaCl; 2 mM, NaHCO; 26 mM,
MgSO, 1.19 mM, KH,PO,4 1.18 mM y glucosa 11 mM (pH 7.2) equilibrada
con 95% O,/ 5% CO,. Los experimentos fueron realizados a 37 °C. En cada

uno de los experimentos se utilizaron cinco rodajas del mismo animal.
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3.2.11. Cuantificacion de viabilidad por MTT en cortes de hipocampo

La viabilidad celular fue determinada mediante la habilidad de las celulas
para reducir el MTT como se describid previamente. Los cortes de
hipocampo se colectaron inmediatamente después del tratamiento e
incubados con MTT (0.5 mg/mL) en la solucion de bicarbonato Krebs por 30
minutos a 37 °C. La reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa generando un precipitado formazan.
El formazan producido en los cortes de hipocampo fue solubilizado con la
adicion de 200 pL de DMSO, resultando un compuesto coloreado con una
densidad dptica determinada en un lector de microplacas ELISA a 540 nm.
Los valores de absorbancia obtenidos en los cortes control fueron tomadas

como 100 % de viabilidad.
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3.2.12. Actividad inhibitoria de Acetilcolinesterasa.

La actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa (AChE) fue determinada
espectrofotométricamente en microplacas de 96 pocillos por el método
colorimétrico de Ellman. El procedimiento detallado del ensayo, ha sido
descrito en publicaciones recientes (Alarcon et al, 2015). El buffer usado se
preparo de la siguiente manera: Buffer A, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0; Buffer
B, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, conteniendo 0,1 % de albumina de suero bovino
en buffer A; y Buffer C, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, conteniendo 0.1 M NacCl
y 0.02 M MgCl, 6H,0 en buffer A. La fraccién de alcaloides de cada una de
las especies en estudio, se preparé en un rango de concentraciones de
15,625ug/mL a 1000 pg/mL en DMSO con diluciones seriadas en buffer A,
adicionando 25 pL de la solucion en la placa de 96 pocillos. Sucesivamente,
ioduro de acetiltiocolina (ATCI) (25 uL, 15 mM) en agua destilada, acido
5,5- ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) en buffer C (125 pL, 3 mM) y buffer
C (50 pL) fue adicionado secuencialmente. La absorbancia fue determinada

a 405 nm, usando un lector de microplacas con lecturas cada 45 s (tres

149



tiempos). La solucion de acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus (25
uL, 0.2 U/mL) fue adicionada, determinando nuevamente la absorbancia
cada 45 s (30 minutos). Hidrobromuro de galantamina fue usado como
control positivo. El porcentaje de inhibicion se calcul6é usando la ecuacion:
inhibicion (%) = ((1-(Amuestra Acontror)) X 100) donde Amuestra €S la absorbancia
de la muestra y Acontroi €S la absorbancia del blanco (buffer A). Los
parametros de regresion no lineal fueron trazados para cada curva y los

valores de 1Cs, fueron obtenidos utilizando el software GraphPad Prism 5.0.

3.2.13. Analisis estadistico

Los resultados de los experimentos in vitro son presentados como la media +
S.E.M. Las diferencias entre los grupos fueron determinadas por la aplicacion
de un ANOVA de una via, seguido por un analisis post hoc de Newman-
Keuls, usando el software GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). El nivel de significancia estadistica fue considerada en

%< 0.001, #p< 0.01 y *p< 0.05.
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Los alcaloides identificados en cada una de las especies se sometieron a un
analisis multivariable de componente principal (PCA) para determinar la
significancia de la variabilidad de los factores en los resultados de la matriz,
considerando las siguientes variables: especie, composicion quimica y
bioactividad (neuroproteccion e inhibicion de acetilcolinesterasa). Los datos
fueron procesados mediante un analisis computacional usando una matriz de

correlacion con el software version.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de esta investigacion se reflejan en el siguiente manuscrito

cientifico:

Acrticulo en preparacion.

Neuroprotective activity and analysis by GC/MS of isoquinoline

alkaloids from of Chilean Amaryllidaceae plants

Lina M. Trujillo-Chacon?, Julio E. Alarcon-Enos?, Carlos L. Cespedes

Acufia?, Luis Bustamante®, Marcelo Baeza®, Manuela G. Lépez®, Fabio

Cabezas®, Edgar R. Pastene-Navarrete!”

L aboratorio de Farmacognosia, Dpto. de Farmacia, Facultad de Farmacia,

P.O. Box 237, Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile.
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2 Laboratorio de Sintesis y Biotransformacién de Productos Naturales, Dpto.
Ciencias Basicas, Universidad del Bio-Bio, Chillan, Chile.

3 Dpto. de andlisis instrumental, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcidn, Concepcidn, Chile.

4 Dpto. Botanica, Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréaficas,
Universidad de Concepcidn. Concepcion, Chile.

® Instituto Tedfilo Hernando (ITH), Universidad Auténoma de Madrid.
Madrid, Espafia

® Dpto. Quimica, Facultad de Ciencias Naturales, exactas y de la educacion,

Universidad de Cauca. Popayan, Colombia.
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3.3.1. Ensayo de citotoxicidad en células SH-SY5Y

La citotoxicidad de las fraccion alcaloidea de Rhodophiala pratensis,
Rhodolirium speciosum, Phycella australis y Phaedranassa lehmannii fue
estudiada en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
determinandose la concentracion en la que los alcaloides presentan el mayor
porcentaje de viabilidad celular respecto al basal. El nivel toxico se determino
como 80 % de viabilidad celular (linea punteada), considerando toxicos los
valores menores a 80 % (Figura 3.7). Teniendo en cuenta lo mencionado, la
concentracion de 6.0 pg/mL fue descartada en las especies estudiadas, debido
a que presentan una toxicidad superior al 20%, definiéndose de esta manera
las concentraciones menores (0.375, 0.75, 1.5 y 3.0 ug/mL) como Optimas
para el desarrollo de los ensayos de neuroproteccion, ya que garantizan

porcentajes de viabilidad celular superiores al 80 %.
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Figura 3.7. Efecto de citotoxicidad de la fraccion de alcaloides de bulbos de
Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis y
Phaedranassa lehmannii en células SH-SY5Y expuestas a diferentes
concentraciones por 24 h, determinada por el ensayo MTT. El nivel toxico se
determin6 como 80 % de viabilidad celular (linea punteada), considerando
toxicos los valores menores a 80 %. Los valores son expresados como = SD
calculada para tres experimentos individuales, cada uno realizado por

triplicado. *#p< 0.01, *p< 0.05 respecto a DMSO. Fuente: Elaboracién propia.
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3.3.2. Neurotoxicidad generada por Rotenona/ Oligomicina a en

células SH-SY5Y

Las fracciones alcaloideas de las especies en estudio se evaluaron en un
modelo de estrés oxidativo, donde se combina rotenona con oligomicina A
(R/0), los cuales inhiben el complejo I y V de la cadena transportadora de
electrones, respectivamente, ocasionando estreés oxidativo y muerte celular.
Los resultados encontrados en este ensayo de neuroproteccion, mostraron que
la neurotoxicidad inducida por R/O en células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y se ve poco alterada con la presencia de los alcaloides (Figura 3.8), ya
que al observar el porcentaje de viabilidad celular de R/O comparado con los
obtenidos en las fracciones alcaloideas no se observan diferencias

significativas.

Aungue la diferencia del porcentaje de viabilidad celular no es significativa
entre los tratamiento, se encontré que en las concentraciones 0.75 y 1.5

ug/mL los resultados de viabilidad para las especies Phycella australis y
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Rhodophiala pratensis son mayores, indicando que los alcaloides presentes
en estas muestras vegetales intervienen de cierto modo en el proceso de

neurotoxicidad inducida por R/O.

120 £ Basal
mm RO

1004 n KN Galanthamine
B8 R pratensis

R. speciosum
& ES P. australis
[0 P. lehmannii

Cell viability (% vs basal)
8

0.1 0I3 0.375 0.75 1.5
Concentration (pg/mL)
Rotenone (10 pM)/Oligomycin A (3.3 M)

Figura 3.8. Efecto protector de la fraccion de alcaloides de Rhodophiala
pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis y Phaedranassa
lehmannii contra la toxicidad inducida por Rotenona (10 uM)/Oligomicina
A (3.3 uM) en la linea celular SH-SY5Y. El basal fue tratado con DMSO al

0.1% como vehiculo. Los valores son expresados como + S.E.M. de seis
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batches de células diferentes. ***p< 0.001 respecto al basal. Fuente:

Elaboracion propia.

3.3.3. Neurotoxicidad inducida por acido okadaico en células SH-

SY5Y

Para evaluar el efecto neuroprotector de la fraccion alcaloidea de las cuatro
especies de Amaryllidaceae, se empleo el modelo de neurotoxicidad de acido
okadaico en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, debido a que el
acido okadaico ha demostrado ser un potente inhibidor de las proteinas
fosfatasas 1 (PP1l) y 2A (PP2A), causando grandes incrementos en la
fosforilacion de numerosas proteinas, ademas de ser un poderoso promotor
de tumores (Valdiglesias et al, 2013). Por estas razones el acido okadaico se
ha convertido en una herramienta muy Util para el estudio de procesos
celulares regulados por fosforilacion reversible de proteinas implicadas en la
transduccion de sefiales, procesos de memoria, division celular o apoptosis

(Daranas et al, 2001).
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Los resultados encontrados en este ensayo muestras que los alcaloides de
Amaryllidaceae intervienen positivamente en el proceso de neurotoxicidad
inducida por &cido okadaico como se observa en la figura 3.9, donde la
fraccion alcaloidea de Phycella australis y Phaedranassa lehmannii
presentan un mayor porcentaje de viabilidad celular en las concentraciones
evaluadas. La respuesta de neuroproteccion de Phaedranassa lehmannii
puede estar atribuida a la presencia de los alcaloides isoquinolicos
galantamina, sangunina, licorina y pseudolicorina, los cuales por efectos

sinérgicos podrian ejercer una potente accion neuroprotectora.

La fraccion alcaloidea de Phycella australis, a diferencia de las especies
estudiadas, es la que presenta el mayor contenido de alcaloides tipo
haemantamina, ademas de poseer alcaloides tipo licorina, homolicorina y
trazas de compuestos tipo galantamina, por lo que se le podria atribuir la
actividad de neuroproteccion ante la neurotoxicidad inducida por el acido
okadaico a la presencia de estos alcaloides, los cuales podrian actuar por
efectos sinérgicos como se menciond anteriormente. Como control positivo
en este ensayo se utilizd un estandar de galantamina, encontrandose que este

compuestos presenta una actividad neuroprotectora inferior a la encontrada
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en las fracciones de alcaloides de las especies de Amaryllidaceae estudiadas
(Figura 3.9), lo que indica que la presencia de galantamina y de compuestos
derivados de los diferentes tipos de alcaloides de Amaryllidaceae, interviene
de cierta manera en el proceso de hiperfosforilacion de proteinas, lo que esta

asociado a una de las posibles hipoétesis de la enfermedad de Alzheimer.

120+ =] Basal
mm OA

B8 R. pratensis
B R speciosum

E2 P. australis
[0 P. lehmannii

Cell viability (% vs basal)
3

1004 g KN Galanthamine

03 0375 075

Concentration (pg/mL)
3 I S A T ————————C

Okadaic acid (15 nM)

O FZIZIIIIZZZZIZZZZZZZ I~

1

Figura 3.9. Efecto protector de la fraccion de alcaloides de bulbos de
Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Phycella australis y
Phaedranassa lehmannii en células SH-SY5Y tratadas con acido okadaico

(15 nM). El basal fue tratado con DMSO al 0.1% como vehiculo. Los valores
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son expresados como + S.E.M. de seis batches de células diferentes. ***p<
0.001 respecto al basal; #p< 0.01, *p< 0.05 en comparacién a OA. Fuente:

Elaboracion propia.

3.3.4. Deprivaciéon de oxigeno y glucosa (OGD) en cortes de

hipocampo

Después de evaluar el efecto neuroprotector de las fracciones de alcaloides
de cada una de las especies en estudio, y de seleccionar a Phycella australis
como la planta con mayor respuesta neuroprotectora en el modelo de
neurotoxicidad inducida por acido okadaico en células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, evaluamos si se mantiene el efecto neuroprotector de los
alcaloides de esta especie posterior a un proceso de injuria, en tejido cerebral,
con la finalidad de evaluar un potencial uso de estos alcaloides. Para esto, se
utiliz6 un modelo de cortes de hipocampo de ratén (Buendia et al, 2016). Los
cortes fueron estresados con un sistema de deprivacion de oxigeno y glucosa
(OGD) durante 15 minutos con una re-oxigenacién consecutiva de 2 horas,

observandose un efecto neuroprotector de la fraccion de alcaloides en
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concentraciones de 3.0 y 6.0 pg/mL (Figura 3.10). Como control positivo se
utiliz6 PNU-282,987, un farmaco que actla como un agonista potente y
selectivo para el subtipo a7 de los receptores nicotinicos de acetilcolina

neural.

120+
£ Basal
= 100- it mm OGD
2 # w E3 P. australis
Ee] ] PNU-282,987
2 80- = = B \ NN U-
e
> \
3 \
9 40-
)
o 20- \
0 = T &
3.0 6.0 2.6

Concentration (pg/mL)

Oxygen-Glucose Deprivation

Figura 3.10. Efecto de neuroproteccion determinado mediante la viabilidad
celular determinada por la reduccion de MTT en condiciones de
neurotoxicidad inducida por deprivacion de oxigeno y glucosa (OGD) en
cortes de hipocampo, evaluando la presencia de la fraccion de alcaloides de

bulbos de Phycella australis (3 y 6 pg/mL). PNU-282,987 fue usado como
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**kk

control positivo. Los datos se reportan + S.E.M de 2 animales (n=2). " p<
0.001 respecto al basal; *#p< 0.01 #p< 0.05 respecto a OGD/Reox. ANOVA
de una via, seguido por un analisis post hoc de Newman-Keuls, usando el

software GraphPad Prism version 5.0. Fuente: Elaboracion propia.

3.3.5. Neurotoxicidad inducida por &cido okadaico en cortes de

hipocampo

Considerando los resultados obtenidos para la fraccion alcaloidea de
Phycella australis en el modelo de neurotoxicidad inducida por acido
okadaico en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, se estudié
el efecto de estos alcaloides en el modelo de neurotoxicidad inducida por
acido okadaico en cortes de hipocampo de raton, encontrandose que los
alcaloides de esta muestra vegetal presentan una potente capacidad
neuroprotectora frente a este estimulo de neurotoxicidad (Figura 3.11),
destacando que la viabilidad celular respecto al basal a una concentracion de
6 pg/mL de la fraccion de alcaloides estudiada, supera el porcentaje de

viabilidad celular de melatonina, utilizada como control positivo. Estos
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resultados confirman lo mencionado anteriormente en el ensayo de

neurotoxicidad con acido okadaico en células SH-SY5Y, por lo que se podria

concluir que efectivamente el grupo de alcaloides de Amaryllidaceae

presentes en Phycella australis juegan un papel importante en la fosforilacion

de proteinas.

120

Cell viability (% vs basal)

L

6.0
Concentration (pg/mL)

Okadaic acid (1.0 M)

E=Z] Basal

m OA

E3 P. australis
Melatonin

Figura 3.11. Efecto neuroprotector de la fraccion de alcaloides de bulbos de

Phycella australis (6 pg/mL) contra toxicidad inducida por acido okadaico

en cultivo de cortes de hipocampo. Melatonina (2.3 ug/mL) fue usada como

control positivo. La viabilidad celular fue determinada por la técnica MTT.
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Los datos corresponden a la media £ S.E.M. de 6 animales (n=6). ***p<
0.001 en comparacion al basal; #*p< 0.001 comparado a OA. ANOVA de
una via, seguido por un analisis post hoc de Newman-Keuls, usando el

software GraphPad Prism version 5.0. Fuente: Elaboracion propia.

3.3.6. Actividad inhibitoria de Actilcolinesterasa

En el ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa se valuaron los extractos
totales de cada una de las especies de Amaryllidaceae en estudio, expresando
los resultados como valores de ICsg, donde se encontré que las especies
Rhodophiala pratensis (38.13£0.95 pug/mL), Rhodolirium speciosum
(35.22+0.86 pg/mL), Phycella australis (80.12+1.03 pg/mL) vy
Phaedranassa lehmannii (67.73+£0.52 pg/mL) presentan una respuesta de
inhibicion. En este ensayo se utilizando galantamina control positivo
(1.08+0.05 pg/mL). Los resultados muestran que la diferencia entre los
valores de ICsy de las especies estudiadas, indican que los alcaloides

presentes en cada planta interaccionan con la enzima.
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3.3.7. Anadlisis estadistico de datos

El anélisis multivariable de componente principal (PCA) se realizé con el fin
de correlacionar la presencia de los alcaloides isoquinolinicos con los
resultados de neuroproteccion encontrados, indicando que efectivamente las
especies con mayor actividad neuroprotectora son Phycella australis y
Phaedranassa lehamnnii, ademas de confirmar que los alcaloides licorina,
pseudolicorina y haemantamina podrian ser los responsables de la actividad

bioldgica como se muestra en la figura 3.12.

166



12,001

Rhodolirium speciosum

6,007 Homolycorine type alkaloid (3)
°

0,75 (OA) Phaedranassa lehmannii

g , , .
E‘g' Homolycorine type alkaloid (5). Pseudolycorine Lycorine 3 (OA) 1C50 (ugii)
e} 4 my, © ° °
= 0.00 ) 0,375 (OA) 1,5 (OA)
a 0,75 (OR)
o 1,5 (OR) Haemanthamine
O-Methylycorenine Phycella australis
Rhodophiala pratensis
-6,00
-12,00-
r T T T d
-4,00 0,00 4,00 8,00 12,00

CP 1 (68,3%)

Figura 3.12. Anélisis de componente principal de la fraccion de alcaloides
de especies de Amaryllidaceae. Los factores evaluados fueron: Especie,
composicién quimica y bioactividad (neuroproteccién y actividad inhibitoria

de acetilcolinesterasa). Fuente: Elaboracion propia.
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3.4. CONCLUSIONES

En el modelo de citotoxicidad empleado, las fracciones alcaloideas de
las especies estudiadas mostraron que a concentraciones inferiores a
3.0 ug/mL, se previene la muerte celular y aparicion de las alteraciones
histopatoldgicas descritas en este modelo in vitro de la enfermedad de

Alzheimer.

El tipo de alcaloides de Amaryllidaceae presentes en Phycella
australis y Phaedranassa lehmannii ejercen acciones neuroprotectoras
frente al dafio celular causado por acido okadaico en células de

neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Los alcaloides isoquinolinicos presentes en las cuatro especies

estudiadas, mostraron mayor respuesta de neuroproteccion en el

modelo de neurotoxicidad inducida por &cido okadaico que en la
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generada por rotenona/oligomicina, confirmando que este tipo de

alcaloides interviene en la fosforilacion de proteinas.

En la neurotoxicidad inducida por &cido okadaico en cortes de
hipocampo de raton, los alcaloides presentes en la fraccion alcaloidea
de Phycella australis mostraron que por efectos sinérgicos podrian
intervenir en la formacion de agregados de BA e hiperfosforilacion de
Tau, estrés oxidativo, inflamacion, alteraciones gliales y muerte

neuronal generada por acido okadaico.
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CONCLUSIONES

-En el analisis de la composicion de alcaloides por CG/EM se lograron
identificar 41 alcaloides caracteristicos de la familia Amaryllidaceae y 15 no
identificados, detectandose 27 alcaloides en la fraccion alcaloidea de bulbos
de Rhodophiala pratensis, 25 en Rhodolirium speciosum, 27 en Phycella
australis y 12 en Phaedranassa lehmannii, encontrandose que la presencia
de los alcaloides isoquinolinicos tipo licorina y haemantamina provenientes
del acoplamiento fenol oxidativo orto-para’ y para-para’ de O-
metilnorbelladina predominan en las especies Rhodophiala pratensis,
Rhodolirium speciosum y Phycella australis, mientras que para
Phaedranassa lehmannii predomina adicionalmente los alcaloides tipo

galantamina del acoplamiento para-orto'.

-Se logré obtener la mejor combinacion fitohormonal para la induccion de
brotes, formacion y multiplicacion de microbulbillos de Rhodophiala

pratensis mediante micropropagacion in vitro, considerando las
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combinaciones AIA (10 uM)/BAP (10 uM) en el cultivo de induccion, BAP
(5 uM)/2,4-D (16 uM) en el cultivo de regeneracion, y AIA (10 uM)/BAP (5
uM)/ 2,4-D (16 uM) en el cultivo de multiplicacién, incrementando el

numero de bulbillos.

-En el anélisis por CG/EM de los alcaloides presentes en las plantulas
obtenidas mediante microprogacion in vitro con diferentes tratamientos
fitohormonales, se encontré que las plantulas producen entre 10 y 12
alcaloides, los cuales estan presente de igual manera en la planta silvestre,
detectandose los alcaloides tipo licorina y haemantamina provenientes del
acoplamiento fenol oxidativo orto-para'y para-para’ de O-metilnorbelladina
respectivamente.

-En el estudio de la actividad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa, se observo
que los alcaloides presentes en el extracto crudo de Rhodophiala pratensis,
Rhodolirium speciosum, Phycella australis y Phaedranassa lehmannii
muestran afinidad con el sitio activo de la enzima, siendo Phycella australis

y Phaedranassa lehmannii las plantas con mayor actividad enzimatica.

178



-Se logrd determinar que a concentraciones inferiores a 3.0 pug/mL la
viabilidad celular de las fracciones alcaloideas de las cuatro especies en
células SH-SY5Y, no se ve alterada por la toxicidad generada por los
alcaloides presentes en cada planta, previniendo la aparicion de alteraciones
histopatoldgicas en el modelo celular, ademas de evitar interferencias en los

modelos de neurotoxicidad estudiados.

-Los alcaloides de Amaryllidaceae presentes en la fraccion alcaloidea de
Phycella australis y Phaedranassa lehmannii ejercen acciones
neuroprotectoras frente al dafio celular causado por acido okadaico en células

de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

- Los alcaloides isoquinolinicos presentes en las cuatro especies estudiadas
mostraron mayor respuesta de neuroproteccion en el modelo de
neurotoxicidad inducida por &cido okadaico que en la generada por
rotenona/oligomicina en células SH-SY5Y, indicando que la actividad de
estos alcaloides podria estar mas orientada hacia la hiperfosforilacion de tau,

que a el dafio mitocondrial.
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-Se determind que en la neurotoxicidad inducida por acido okadaico en cortes
de hipocampo de ratdn, los alcaloides presentes en la fraccion alcaloidea de
Phycella australis por efectos sinérgicos podrian intervenir en la
hiperfosforilacion de tau y formacion de agregados BA, ademas de ayudar a
prevenir el dafio celular generado por procesos de estrés oxidativo,
inflamacion, alteraciones gliales y muerte neuronal generada por acido

okadaico.
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ANEXO 1.

Cromatogramas del andlisis por CG/EM de las fracciones de alcaloides

de las especies estudiadas.

Figura 1.1. CG/EM de la fraccion de alcaloides obtenida de A). Raiz, B).
Bulbos de Rhodophiala pratensis. Estandar interno (IS): codeina. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 1.2. CG/EM de la fraccion de alcaloides obtenida de C). Tallo y D).
Hojas de Rhodophiala pratensis. Estandar interno (IS): codeina. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 1.3. CG/EM de la fraccion de alcaloides obtenida de bulbos de
Rhodolirium speciosum. Estandar interno (IS): codeina. Fuente: Elaboracion

propia.

Figura 1.4. CG/EM de la fraccion de alcaloides obtenida de bulbos de
Phycella australis. Estandar interno (IS): codeina. Fuente: Elaboracion

propia.
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Figura 1.5. CG/EM de la fraccion de alcaloides obtenida de bulbos de
Phaedranassa lehmannii. Estandar interno (IS): codeina. Fuente:

Elaboracion propia.
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Alcaloides identificados por CG/EM

ANEXO 2.

Tabla 2.1. Alcaides identificados en los bulbos de las cuatro especies estudiadas por CG/EM. Fuente: Elaboracion
propia.
Peak Compound IR M* m/z Alkaloids identified in bulbs
No (relative intensity %) Rhodophiala Rhodolirium Phycella Phaedranassa
Pratensis Speciosum Australis lehmannii
% Hg/mg % Hg/mg % Hg/mg % Hg/mg
relative? relative relative relative
Lycorine type 17,052 122,648 12,150 247,975 16,281 223,851 87,322 288,444
1 11-12-dehydrolycorene 2359 253(50)  252(100), 224(13), 166(12), 152(8), 0,113 0,812 0,180 3,674 nd nd nd nd
139(11)
2 11-12-dehydrolycorene Derivative 2377 253(51)  252(100), 224(16), 166(16), 0,057 0,411 nd nd nd nd nd nd
152(13), 139(15)
3 Anhydrolycorine 2495  251(43)  250(100), 220(2), 192(14), 191(13), 1,259 9,055 2,190 44,704 539 74196 2,869 9,476
165(4), 124(19)
4 O-Acetylpluviine 2555  329(40)  328(-), 286(-), 268(64), 254(15), nd nd nd nd nd nd 0,086 0,285
242(100), 228(8), 198(-), 182(8),
151(11)
5 Caranine 2583 271(41)  270(100), 252(46), 227(14), nd nd 0,024 0,482 nd nd nd nd

226(20), 194(7), 154(8)

185



11,12-Didehydroanhydrolycorine 2602 249(61)  248(100), 190(29), 163(9), 123(18), 0,392 2,820 0,115 2,344 0312 4291 nd nd

95(49)

Sternbergine 2731 331(15)  270(18), 252(8), 229(72), 228(100) nd nd 1,114 22,737 nd nd nd nd

Lycorine 2757 287(16)  268(14), 250(8), 227(68), 226(100), 4,013 28,867 6,433 131,290 8367 115036 32,684 107,964
211(5), 147(15)

Dihydrolycorine 2792 289(36)  288(100), 272(7), 254(4), 214(6), 10,858 78,097 1,407 28,713 0,772 10,618 nd nd
200(2), 187(6), 162(7), 147(16)

Pseudolycorine derivative (1) 2806 331(15)  289(-), 270(16), 252(7), 242(7), nd nd nd nd nd nd 20,090 66,361
229(69), 228(100), 147(5), 111(7)

Pseudolycorine derivative (2) 2823 289(1) 270(1), 229(5), 228(7), 147(2), nd nd nd nd 1,019 14,009 nd nd
111(2), 109(100)

Pseudolycorine 2831 289(17) 270 (13), 229(72), 228(100), nd nd nd nd nd nd 31,593 104,358
147(13), 111(19)

Assoanine 2837 267(52)  266(100), 250(25), 222(17), nd nd nd nd 0,415 5,701 nd nd
193(14), 180(23)

2-O-Acetyllycorine 2844 329(17)  328(14), 270(42), 269(68), nd nd 0,687 14,031 nd nd nd nd

268(100),  252(43),  250(68),
227(44), 226(94)

Acetyllycorine derivative 2893 331(45)  330(100), 270(65), 149(39) 0,360 2,586 nd nd nd nd nd nd

Haemanthamine type 24305 174816 0,077 1574 34360 472424 8148 26,915

Vittatine 2466 271(82)  272(13), 252(8), 199(100), 187(91), 0,751 5,399 0,018 0,374 2439 33533 0211 0,699
173(32), 115(42)

8-0-Demethylmaritidine 2505 273(100) 230(5), 202(29), 201(74), 189(10), 0,684 4,921 0,056 1,139 nd nd 2,239 7,395

175(12), 174(31), 129(13), 128(21),
115(46), 56(13)

Maritidine 2510 287(57)  270(8), 268(5), 258(7), 244(28), 0,250 1,799 nd nd 0,452 6,217 nd nd
215(100), 203(56), 196(7), 167(5),
128(25), 115(28), 91(14), 77(15)

Deacetylcantabricine 2539 275(100)  276(19), 274(26), 258(24), 250(80), nd nd 0,002 0,032 nd nd 0,715 2,362
246(27), 204(88), 203(67), 202(51),
188(27), 187(54),

Crinane-3-one 2579 271(64)  270(28), 240(11), 238(18), 226(14), nd nd nd nd 0,083 1,141 nd nd
211(38), 181(100), 153(33),
152(35), 115(22)

Aulicine 2612 304(18)  288(39), 246(25), 233(100), nd nd 0,001 0,029 nd nd nd nd
218(34), 206(48), 163(17)

Haemanthamine isomer 2637 301(70)  272(100), 257(39), 240(25), nd nd nd nd 5,078 69,816 nd nd
225(31), 211(31), 181(47), 153(29)

Haemanthamine 2637 301(11)  272(100), 257(11), 240(20), 225(9), 15,650 112,563 nd nd 22,363 307,467 nd nd
211(22), 181(44), 153(18)

Hamayne 2728 287(5) 258(100), 242(9), 212(11), 211(16), 6,962 50,077 nd nd 1,979 27,216 4,983 16,459
186(22), 181(23), 153(12), 128(21)

6-hydroxyhaemanthamine 2732 317(35)  284(48), 258(100), 233(67), 0,008 0,057 nd nd 1,966 27,034 nd nd

211(47), 201(89), 199(79), 181(71),
173(66), 115(89), 56(44)
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Galanthamine type 0,273 1,961 0,095 1,942 0,046 0,626 4,530 14,964
26 Galanthamine 2401 287(77)  286(100), 244(30), 230(17), nd nd 0,002 0,050 nd nd 0,433 1,430
216(53), 174(59), 128(18), 115(36)
27 Lycoramine 2417 289(50)  288(100), 232(14), 202(23), nd nd nd nd 0,046 0,626 nd nd
187(18), 159(12), 115(40)
28 Sanguinine 2420 273(100)  272(78), 256(21), 212 (18), 202(61), nd nd nd nd nd nd 4,023 13,290
160 (95)
29 Norlycoramine 2459 275(57)  274(100), 202(10), 188(12), 178(5) 0,273 1,961 0,093 1,892 nd nd nd nd
30 Narwedine 2475 285(66)  284(100), 216(36), 199(32), 174(67) nd nd nd nd nd nd 0,074 0,244
Homolycorine type 41,310 297,133 39,424 542,044
31 O-Methyllycorenine 2529 331(1) 300(-), 191(<1), 109(100), 110(8), 41,310 297,133 nd nd 39,424 542,044 nd nd
108(11), 94(2), 82(2), 42(1)
Montanine type 1,395 10,032 0,329 4,525
32 Montanine 2621 301(97)  270(100), 257(45), 252(28), 1,072 7,709 nd nd nd nd nd nd
223(41), 185(57), 115(50)
33 Pancracine 2689 287(100)  270(25), 243(34), 223(33), 199(51), 0,323 2,323 nd nd 0,329 4,525 nd nd
185(67), 115(51)
Narciclasine type 1,031 7,412 0,036 0,738 0,559 7,677
34 Trisphaeridine 2279 223(100)  222(38), 167(10), 165(11), 164(16), 1,031 7,412 0,036 0,738 0,414 5,688 nd nd
138(30), 111(37)
35 5,6-Dihydrobicolorine 2326 239(43)  238(100), 180(15), 139(9) nd nd nd nd 0,145 1,989 nd nd
Tazettine type 6,482 46,619 6,257 86,033
36 6-O-Methylpretazettine 2608 345(17)  344(19), 330(12), 261(100), 1,116 8,026 nd nd nd nd nd nd
239(24), 230(14), 201(22)
37 Tazettine 2659 331(12)  316(7), 298(12), 247(100), 227(11), 5,243 37,710 nd nd 5,868 80,679 nd nd
211(12), 201(20), 181(17), 152(13),
115(23)
38 3-Epimacronine 2812 329(11)  314(12), 245(100), 244(24), 0,123 0,883 nd nd 0,389 5,354 nd nd
201(78), 70(29)
Miscellaneous 1,868 13,435 1,372 18,868
39 Ismine 2274 257(30)  238(100), 225(6), 211(7), 196(10), 0,483 3,473 nd nd 0,085 1,172 nd nd
180(9), 168(9), 154(5)
40 Demethylmesembrenol 2308 275(2) 206(6), 205(45), 115(3), 70 (100) nd nd nd nd 1,287 17,696 nd nd
41 Galanthindole 2501 281(100)  264(14), 263(18), 262(22), 252(16), 1,385 9,962 nd nd nd nd nd nd
204(12), 191(21), 132(27), 107(27)
Not identified 6,278 45,156 87,643 1788,693 1,373 18,873
42 Not identified (1) 2396 281(<1)  259(2), 250(2), 225(2), 157(1), 0,577 4,151 0,174 3,542 nd nd nd nd

147(18), 129(100), 112(23), 83(17),
70(30), 57(41)
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43 Not identified (2) 2398 259(45) 258 (65), 226 (53), 201(32), nd nd nd nd 0,014 0,198 nd nd

200(100)

44 Nerinine type alkaloid (1) 2477 281(1)  271(3), 254(2), 238(1), 207(1), 5,032 36192 0850 17,348 0,407 5,591 nd nd
128(2), 115(2), 109(100), 108(14)

45  Not identified (3) 2515 315(42)  316(8), 270(3), 254(71), 250(23), nd nd 0,030 0,603 nd nd nd nd
229(44), 228(100), 222(9), 124(6)

46 Not identified (4) 2539 313(9)  312(20), 289(21), 267(100), 266 nd nd 0,047 0,958 nd nd nd nd

(59), 252(37), 250(39), 238(25),
223(15), 202(16), 192(11), 185(39)

47 Not identified (5) 2595 345(38)  344(100), 319(7), 252 (7), 248(5), nd nd 0,665 13,563 nd nd nd nd
226(10), 161(11), 147(5), 129(10),
115(9)

48 Homolycorine type alkaloid (1) 2626 345(3) 256(52), 226(3), 207(3), 191(7), nd nd 0,203 4,134 nd nd nd nd

175(3), 168(2), 151(2), 139(100),
124(41), 94(6)

49 Nerinine type alkaloid (2) 2770 344(2) 281(3), 250(2), 226(4), 207(7), 0,669 4,813 nd nd 0,783 10,763 nd nd
191(2), 155(2), 141(2), 127(3),
109(100)

50 Homolycorine type alkaloid (2) 2851 286(<1)  281(1), 270(10), 221(1), 207(1), nd nd 0,303 6,175 nd nd nd nd
178(1), 147(1), 139(100), 124(61)

51 Homolycorine type alkaloid (3) 2903 331(<1)  330(1), 270(1), 254(<1), 226(<1), nd nd 50,114  1022,788 nd nd nd nd
174(<1), 162 (1), 125(100), 96(40)

52 Lycorine type alkaloid (1) 2905 357(28)  356(63), 270(100), 254(43), nd nd nd nd 0,084 1,159 nd nd
227(30), 147(15), 69(72)

53 Not identified (6) 2948 388(75)  284(32), 254(100), 226(18), nd nd nd nd 0,068 0,929 nd nd
207(38), 147(24), 135(22)

54 Homolycorine type alkaloid (4) 2977 206(<1)  178(1), 125(100), 115(1), 108(1), nd nd 28,219 575,937 nd nd nd nd
96(37), 82 (3)

55 Lycorine type alkaloid (2) 3011 375(46)  374(100), 330(5), 270(67), 254(67), nd nd nd nd 0,017 0,233 nd nd
226(18), 214(8), 207(12), 177(10),
147 (25)

56 Homolycorine type alkaloid (5) 3042 281(6) 270(2), 253(3), 207(18), 177(3), nd nd 7,038 143,645 nd nd nd nd

156(2), 139(6), 125(100), 108(1),
96(40), 73(7)

apeak number of signals in the chromatograms. ° IR: Kovats retention index. ¢ Quantitative values obtained by response factor of codeine internal standard (ug alkaloid per mg of alkaloidal fraction).? Percentages
of relative peak area of compounds in the samples analyzed. nd: not detected. Values less than 0.01 % are described as ‘‘traces”” (tr).
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Tabla 2.2. Alcaloides identificados en diferentes partes de la planta y en explantes obtenidos por micropropagacion in vitro de Rhodophiala

pratensis por CG/EM. Fuente: Elaboracion propia.

Peak
No?

Compound

IRP

m/z
(relative
intensity %)

Wild plants

In vitro cultures

Treatment

Roots

Bulbs

Stem

Leaves IAA/ BAP |AA/ BAP/2,4-D BAP/ 2,4-D

pg/mg®

%
relative?

ng/mg

%
relative

Hg/mg

%
relative

Hg/mg %
relative

Hg/mg %
relative

Hg/mg %
relative

pg/mg %
Relative

Lycorine type
11-12-dehydrolycorene

11-12-dehydrolycorene
Isomer

Anhydrolycorine

11,12-
Dehydroanhydrolycorine

Lycorine

Dihydrolycorine

2-O-Acetyllycorine

Acetyllycorine Derivative

2360

2377

2494

2602

2744

2789

2842

2892

253(50)

253(51)

251(43)

249(64)

287(16)

289(36)

329(17)

331(45)

252(100), 224(13),
166(12), 152(8),
139 (11)
252(100), 224(16),
166(16), 152(13),
139 (15)
250(100), 220(2),
192(14), 191(13),
165(4), 124(19)
248(100), 190(29),
163(11), 123(18),
95(53)

268(14), 250(8),
227(68), 226(100),
211(5), 147(15)
288(100), 272 (7),
254 (3), 214(6),
200 (2), 187 (6),
162 (6), 147 (15)
328(14), 270(42),
269(68), 268(100),
252(43), 250(68),
227(44), 226(94)
330(100), 270(65),
147(39)

nd

0,28

16,91

nd

14,55

39,78

1,77

1,42

nd

tr

1,87

nd

1,61

4,40

0,20

0,16

0,81

0,41

9,05

2,82

28,87

78,10

nd

2,59

0,11

tr

1,26

0,39

4,01

10,86

nd

0,36

nd

0,10

8,01

515

13,14

80,56

nd

0,29

nd

1,09

0,70

10,98

nd

nd nd 1,77 0,34 0,39 tr 0,55 0,24

0,69 0,13 nd nd nd nd nd nd

15,13 2,75 nd nd nd nd nd nd

7,19 131 2,19 0,42 1,62 0,37 1,38 0,59

1,28 0,23 nd nd nd nd nd nd

44,60 8,12 nd nd nd nd nd nd

nd nd nd nd nd nd nd nd

nd nd nd nd nd nd nd nd

10

11

Haemanthamine type
Vittatine

8-O-Demethylmaritidine

Maritidine

2464

2511

2512

271(82)

273(64)

287(57)

272(13),  252(8),
199(100), 187(91),
173(32), 115(42)
230(21), 201(100),
189(62), 174(20)
270(8),  268(5),
258(7),  244(28),
215(100), 203(56),
196(7),  167(5),
128(25), 115(28),
91(14), 77(15)

1,58

nd
2,41

0,18

nd
0,27

5,40

4,92

1,80

0,75

0,68

0,25

2,38

6,78

nd

0,32

0,92

nd

0,88 0,16 nd nd nd nd nd nd

37,58 6,84 nd nd nd nd nd nd

nd nd nd nd nd nd nd nd
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12

Crinane-3-one

2586

271(73)

270(30), 240(8),
238(9), 226(4),
211(21), 181(100),
153(27), 152(27),
115(15)

65,35

7,23

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

13

Haemanthamine

2640

301(11)

272(100), 257(12),
240(21), 225(10),
211(23), 181(47),
153(20)

27,90

3,09

112,56

15,65

184,88

2521

181,04

32,95

0,22

nd

nd

6,90

2,94

14

Hamayne

2707

287(5)

258(100), 242(9),
212(11), 211(16),
186(22), 181(23),
153(12), 128(21)

nd

nd

50,08

6,96

18,91

2,58

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

15

6-hydroxyhaemanthamine

2718

317(35)

284(48), 233(67),
211(47), 201(89),
199(79), 181(71),
173(66), 115(89),
56(44)

0,32

0,06

tr

1,19

0,16

6,30

1,15

nd

nd

nd

nd

nd

nd

16

17

Montanine type
Montanine

Pancracine

2622

2687

301(97)

287(100)

270(100), 257(45),
252(28), 223(41),
185(57), 115(50)
270(25), 243(34),
223(33), 199(51),
185(67), 115(51)

4,32

0,42

7,71

2,32

1,07

0,32

8,14

2,20

1,11

0,30

5,87

nd

1,07

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

18

Homolycorine type
O-Methyllycorenine

2529

331(1)

300(-),  221(3),
191(0.5), 110(8),
109(100), 108(11),
94(2), 82(2), 42(1)

415,23

45,94

297,13

41,31

298,27

40,67

173,42

31,56

12,30

2,34

nd

nd

3,57

1,52

19

Narciclasine type
Trisphaeridine

2279

223(100)

222(38), 167(10),
165(11), 164(16),
138(30), 111(37)

6,79

0,75

741

1,03

5,20

0,71

23,74

4,32

13,85

2,63

184

0,42

1,71

0,73

20

21

22

23

Tazettine type
6-O-Methylpretazettine

Tazettine

3-Epideoxytazettine

3-Epimacronine

2606

2649

2902

2810

344(100)

331(12)

315(9)

329(11)

345(44),  330(9),
261(79), 239(29),
230(13), 201(20)
316(7), 298(12),
247(100), 227(11),
211(12), 201(20),
181(17), 152(13),
115(23)

232(13), 231(100),
185(6), 115(14),
70(9)

314(12), 245(100),
244(24), 201(78),
70(29)

13,65

113,56

2,23

64,70

151

12,56

0,25

7,16

8,03

37,71

nd

0,88

1,12

5,24

nd

0,12

14,94

40,36

nd

1,73

2,04

5,50

nd

0,24

5,10

22,01

nd

3,16

0,93

4,01

nd

0,58

nd

2,68

nd

nd

nd

0,51

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

24

Galanthamine type
Norlycoramine

2461

275(57)

274(100), 202(10),
188(12), 178(5)

0,18

0,27

0,21

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

190



Miscellaneous

25 Ismine 2274 257(30)  238(100), 225(6), 6,27 0,69 347 048 1,83 025 315 057 nd nd nd nd nd nd
211(7), 196(10),
180(9),  168(9),
154(5)

26 Galanthindole 2500 281(100)  264(14), 263(18), 11,28 1,25 9,96 1,39 8,14 111 nd nd nd nd nd nd nd nd
262(22), 252(16),
204(12), 191(21),
132(27), 107(27)

27 9-Octadecenamide 2565 281(2) 126(12), 112(10), 1,86 021 0,06 tr 0,68 tr 0,39 tr 2,10 0,40 3,31 075 1,39 0,59
98(10),  72(71),
59(100)

Not identified

28 Not identified 2396 281(0.7)  259(2),  250(2), 9,95 1,10 415 0,58 6,38 0,87 444 0,81 394,66 74,95 367,24 83,22 198,47 84,65
225(2),  157(1),
147(18), 129(100),
112(23), 83(17),
70 (30), 57(41)

29 Nerinine type alkaloid (1) 2476 281(2) 252 (2), 207 (17), 10,68 118 36,19 503 10,59 1,44 3,09 0,56 81,82 15,54 3,11 0,70 11,35 484
191 (5), 179 (2),
164 (3), 141 (5),
125 (14), 117 (4),
110 (15), 109
(100), 108 (16), 97
(33)

30 Tazettine type alkaloid 2607 329(4) 261 (44), 245(24), nd nd nd nd nd nd nd nd 1,60 0,30 0,38 tr 0,64 0,27
207 (24), 201(14),
139(16), 82(22),
70(100)
31 Homolycorine type alkaloid 2717 315(< 1) 206(< 1), 178(2), nd nd nd nd nd nd nd nd 0,67 0,13 1,50 0,34 0,66 0,28
1) 109(100), 150(1),
108(22), 94(3),
82(3)
32 Lycorine type alkaloid 2744 279(4) 261 (17), 207(1), nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 41,76 9,46 nd nd
179 (< 1),
167(36), 149 (53),
112 (56), 70(100)
33 Homolycorine type alkaloid 2761 315(< 1) 206(< 1), 178(2), nd nd nd nd nd nd nd nd 11,78 2,24 20,12 4,56 7,84 3,34
2) 109(100), 150(1),
108(22),  94(3),
82(3)
34 Nerinine type alkaloid (2) 2761 344 (2) 281 (3), 250 (2), 69,05 7,64 4,81 0,67 12,00 1,64 10,41 1,90 nd nd nd nd nd nd
226 (4), 207 (7),
191 (2), 155 (2),
141 (2), 127 (3),
109 (100), 96 (4),
85 (6), 71 (8), 57
(10)

2peak number of signals in the chromatograms. ° IR: Kovats retention index. ¢ Quantitative values obtained by response factor of codeine internal standard (pg alkaloid per mg of alkaloidal fraction).? Percentages
of relative peak area of compounds in the samples analyzed. nd: not detected. Values less than 0.1 % are described as “‘traces’” (tr).
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