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RESUMEN

El objetivo fue determinar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del
extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., especie vegetal que pertenece a la familia Amaryllidaceae.
Los alcaloides se extrajeron mediante el proceso de maceracion con solventes organicos y
cambios de pH con un rendimiento de extraccion de 0.95 %. Para identificar los alcaloides que se
encuentran en el bulbo de Hippeastrum sp. se efectué Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas. Para la determinacion de la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa
y butirilcolinesterasa se utiliz6 el método colorimétrico de Ellman et al. (1961), con
modificaciones de Ortiz et al (2016), siendo galantamina el compuesto de referencia. Se evaluaron
las actividades inhibitorias variando la concentracion del cosolvente. Se realizaron tres
repeticiones consecutivas para obtener la curva de inhibicion enzimatica con cuya ecuacién de la
recta se calcul6 la concentracién inhibitoria maxima media (IC50). En la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masa (CG-EM) se identificaron 4 alcaloides, siendo el mas
representativo montanina con 22.7540 (ug gal/100 mg PS), seguido de tazetina con 14.8693 (ug
gal/100 mg PS), y en menor cantidad crinina y licorina con 10.99440 y 10.2120 (ug gal/100 mg
PS), respectivamente. El extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., mostré una actividad inhibitoria
alta frente a acetilcolinesterasa con un valor de IC50 de 7.25 + 0.11 ug/ml, en relacién al
compuesto de referencia galantamina con IC50 DE 0.37 + 0.03 ug/ml. La actividad inhibitoria
frente a butirilcolinesterasa fue medianamente alta con un 1C50 de 105.06 £ 2.14 ug/ml, respecto
a galantamina que presento IC50 de 16.03 + 0.77 ug/ml. Se observa que existe mayor afinidad
por la enzima acetilcolinesterasa. Se recomienda realizar mas estudios sobre la especie

Hippeastrum sp.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <GALANTAMINA>, <EXTRACTO ALCALOIDAL>,
<BULBO (Hippeastrum sp.)>, <AMARYLLIDACEAE>, <ACTIVIDAD INHIBITORIA>,
<COLINESTERASA>, <ALZHEIMER (ENFERMEDAD)>
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SUMMARY

The objective was to determine the inhibitory activity of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase from the alkaloidal extract of Hippeastrum sp., a plant species that belongs
to the Amaryllidaceae family. The alkaloids were extracted by the process of maceration with
organic solvents and pH changes with an extraction yield of 0.95%. To identify the alkaloids
present in the bulb of Hippeastrum sp. Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry was
performed. For the determination of the inhibitory activity of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase, the colorimetric method of Ellman et al. (1961), modified by Ortiz et al.
(2016) was used, the reference compound being galantamine. The inhibitory activities were
evaluated by varying the concentration of the cosolvent. Three consecutive repetitions were
performed to obtain the enzyme inhibition curve with which equation of the line, the mean
maximum inhibitory concentration (IC50) was calculated. In the gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) 4 alkaloids were identified, the most representative being montanin
with 22.7540 (ug gal/100 mg PS), followed by tazetine with 14.8693 (ug gal/100 mg PS), and in
smaller quantity crinina and licorina with 10.99440 and 10.2120 (ug gal/100mg PS), respectively.
The alkaloidal extract of Hippeastrum sp., showed a high inhibitory activity against
acetylcholinesterase with an IC50 value of 7.25 + 0.11 ug/ml, in relation to the reference
compound galantamine with 1C50 of 0.37 + 0.03 ug/ml. The inhibitory activity against
butyrylcholinesterase was moderately high with an 1C50 of 105.06 + 2.14 ug/ml, compared to
galantamine that presented 1C50 of 16.03 £ 0.77 ug/ml. It is observed that there is greater affinity
for the acetylcholinesterase enzyme. Further studies on the species Hippeastrum sp. is

recommended.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <GALANTAMINE>, <ALKALOIDAL EXTRACT>,
<BULB (HIPPEASTRUM SP.) >, <AMARYLLIDACEAE>, <INHIBITORY ACTIVITY>,
<CHOLINESTERASE>, <ALZHEIMER'S (DISEASE) >
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer es una alteracion neurodegenerativa y la principal causa de demencia,
en la cual se ve afectada la funcion neuronal produciendo la perdida sinaptica y muerte neuronal,
causando pérdidas en la capacidad funcional, incapacitando de varias tareas del diario vivir a la

persona que lo padece (Zafiga Santamaria et al., 2018: pp.2-4).

El Alzheimer afecta preferentemente a sujetos mayores de 65 afios de edad, de acuerdo con el informe
de la ADI (Alzheimer’s Disease International) en el afio 2015 existieron 46 millones de personas con
demencia en todo el mundo. Esta cifra aumentaria para el afio 2050 siendo asi que llegaria a 131.5

millones (zafiga Santamaria et al., 2018: pp.2-4).

En los posteriores afios se evidenciard un incremento de esta demencia en paises en vias de desarrollo
como por ejemplo en el Caribe y América Latina ya que en estos sitios los accesos a servicios

médicos son escasos (Zufiga Santamaria et al., 2018: pp.2-4).

En Ecuador segln la Fundacién TASE (Trascender con Amor Servicio y Excelencia), habria unas
420 mil personas con Alzheimer siendo la relacion de esta enfermedad mayor en mujeres que en

hombres, con un porcentaje de 60 y 40 %, respectivamente (TASE, 2017, p.1).

La esperanza media de vida de quienes padecen de Alzheimer esta entre cinco y diez afios. En la
actualidad, gracias a las mejoras en los tratamientos y cuidados médicos muchos pacientes pueden
llegar a vivir hasta 15 afios 0 mas. En Ecuador, esta esperanza de vida para las personas que padecen

Alzheimer llega a los 77 afios en 2015, siete afios mas que en 1990 (TASE, 2017, p.1).

El Alzheimer se caracteriza por un importante déficit de neurotransmisores cerebrales, sustancias
quimicas que transmiten los impulsos nerviosos, en particular la acetilcolina, sustancia altamente
vinculada con la memoria. Como se sabe la acetilcolina es un neurotransmisor, sirve para transmitir
sefiales de una neurona a otra, lo cual permite pensar, recordar, sentir, moverse. La acetilcolina es
esencial para la memoria y el funcionamiento cerebral, en la enfermedad de Alzheimer disminuye su

cantidad (Bredesen, 2018, p.5).

La enfermedad de Alzheimer no tiene un tratamiento curativo. Los medicamentos utilizados son
sintomaticos y paliativos, tratan de enlentecer el deterioro y minimizar las consecuencias de la
enfermedad. En la actualidad se utilizan 4 farmacos, siendo tres de estos inhibidores de
acetilcolinesterasa (donezepilo, rivastigmina y galantamina) y un antagonista parcial del glutamato

(memantina) (Alpizar y Morales, 2003: p.3).



Estos tratamientos farmacoldgicos tienden a presentar efectos secundarios como diarrea, nauseas,
vomitos, cefaleas, calambres musculares o pérdida de peso. Ademas, su costo social y econémico es
alto y es superado tan solo por la cardiopatia isquémica y el cancer, siendo asi que las personas que
padecen de esta enfermedad no s6lo en nuestro pais, sino en todo el mundo no pueden ser tratados
adecuadamente, conllevando a la mala calidad de vida de la persona enfermay a su vez el sufrimiento

gue ocasiona a la familia (Association, 2018, p.2).

La tendencia de la investigacion académica se basa en la realizacion de estudios que sean de gran
beneficio y utilidad para la sociedad, mas aun cuando el beneficio recae en la salud. Siendo de vital

importancia el hallazgo de nuevas fuentes bioldgicas, que tengan propiedades farmacoldgicas.

Ecuador es un pais muy diverso en relacion a su vegetacion, cuenta con un sin nimero de especies
vegetales que en su mayoria no han sido estudiadas, como es el caso de Hippeastrum sp., la cual
pertenece a la familia Amaryllidaceae. Las Amaryllidaceae se encuentran distribuidas a través de
regiones tropicales y subtropicales del globo y son prominentes en América del Sur.

Esta familia vegetal ha sido estudiada por los metabolitos que presentan potencial para el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer. Sintetizan diversas estructuras de alcaloides, entre ellas la
galantamina, la cual fue probada en la enfermedad de Alzheimer en 1989 (inhibidor de
acetilcolinesterasa) un activo comercializado desde el 2002 como estrategia para el tratamiento de la

enfermedad del Alzheimer (Cortes et al., 2015: p.280).

Galantamina es el segundo principio activo mas usado en el tratamiento de enfermedad de Alzheimer,
este alcaloide posee un costo relativamente alto debido a su obtencidn y esta presente en el género
Hippeastrum (Bergofién, 1994, p.163). Hippeastrum, a mas de la inhibicion enzimética presenta

propiedades antivirales, antitumorales, antiparasitarias, antiproliferativas.

Este trabajo estd basado en determinar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de Hippeastrum sp., ya que €S un recurso promisorio

para nuestro pars.

Este trabajo contribuye al objetivo 1 del Plan Nacional del Desarrollo Toda una Vida “Garantizar
una vida digna con iguales oportunidades para todas las personas”, y al objetivo 3 “Garantizar los
derechos de la naturaleza para las actuales y futuras generaciones” ya que se enfoca a brindar una
posible alternativa en el tratamiento de Alzheimer, lo que representaria a largo plazo el uso y

conservacion de la biodiversidad ecuatoriana (SENPLADES, 2017, pp. 53-64).



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de

alcaloides de Hippeastrum sp.

Objetivos Especificos

e Obtener el extracto de alcaloides de los bulbos de Hippeastrum sp.

e ldentificar los alcaloides del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., mediante Cromatografia de

Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

e Evaluar la actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de Hippeastrum sp. sobre las enzimas
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, mediante el método de Ellman et al. (1961) con

modificaciones de Ortiz et al (2016), utilizando como compuesto de referencia galantamina.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Enfermedad de Alzheimer

1.1.1. Descripcion

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia a nivel global y su prevalencia
aumenta con el envejecimiento de la poblacion, siendo asi que requiere un alto nivel de recursos

sanitarios y sociales por ello es indispensable su investigacion (Arizaga et al., 2018: p.46).

En la actualidad, prevenir la enfermedad de Alzheimer es un objetivo importante por varias razones,
una de ellas es que con la edad disminuya la probabilidad de padecer esta enfermedad, se procura
apaciguar el progreso del deterioro cognitivo mediante medidas farmacoldgicas (Gémez y Gémez, 2017:
p.303).

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo, se presenta con la pérdida de
memoria, que empieza de manera engafiosa y va aumentando progresivamente, afectando las
capacidades funcionales, produciendo invalidez social, dependencia y dificultando asi sus

actividades funcionales sociolaborales cotidianas (Barquero y Payno, 2007: p.4930).

Es una enfermedad de completa patogenia, a veces hereditaria, desde el punto de vista anatémico se
caracteriza por la pérdida de neuronas y sinapsis, presencia de placas seniles y degeneracion

neurofibrilar (Peyronnet, 2011, p.34).

Se diferencian dos formas principales de la enfermedad de Alzheimer: la familiar, se presenta a
temprana edad poco comun y determinada genéticamente, y la no familiar o esporadica, la cual afecta

a mas del 95 % de los pacientes de demencia, de escasa evolucion (Gonzélez y Mas, 2000: p.1).

El Alzheimer se origina cuando los valores de acetilcolina disminuyen, causando el deterioro de los
circuitos colinérgicos del sistema cerebral. Se desconoce la razén por la cual se ve disminuido la
produccion de acetilcolina, siendo de esta manera complicado conocer quiénes pueden padecer esta

enfermedad (Séanchez et al., 2016: p. 10).



1.1.2. Etiologiay factores de riesgo

La enfermedad de Alzheimer hoy en dia es una enfermedad de etiologia desconocida, en la cual se
ha diferenciado varias teorias, entre ellas esta el factor genético sobre la cual acttan los factores

medioambientales (Barquero y Payno, 2007: p.4930).

El factor de riesgo méas importante en esta enfermedad es la edad, ya que la persona a medida que
envejece aumenta el riesgo de padecerla, la cual se duplicada cada 5 afios por encima de los 65, en

personas con 85 afios la prevalencia es del 40 % (Barquero y Payno, 2007: p.4930).

El sexo es otro de los factores predisponentes en donde la mujer corre mas riesgo de padecerla ya
que podria influir la carencia de estrégenos en la mujer postmenopausica (Barquero y Payno, 2007:

p.4930).

La enfermedad de Alzheimer es mas frecuente en antecedentes como TEC, patologia tiroidea,
enfermedades cardiovasculares, antecedentes de hipertension arterial mal controlada, diabetes
mellitus, dislipidemia, sindrome metabdlico, etc. (Pareja, 2017, p.21).

La baja escolaridad también influye en la aparicion de la enfermedad, debido a que las personas con
un alto nivel de escolaridad utilizan en mayor cantidad las neuronas lo cual favorece los procesos de

neurogénesis y sinaptogénesis, contando asi con una mayor dotacion de neuronas (Pareja, 2017, p.21).

Se considera que la historia familia es un factor importante para padecer Alzheimer, dado que el 75
% de los casos pueden ser de tipo familiar, por existir un autosoma dominante el cual afecta el 50 %

de los sujetos que alcanzan edades avanzadas (Gonzalez y Mas, 2000: p.5).

De todos los factores antes mencionados la edad no es modificable, pero otros si, es por ello que se
debe influir en aquellos modificables para pretender retrasar que la enfermedad se presente o
evolucione, siendo de vital importancia mantener una dieta adecuada al igual que actividad fisica,
mental y social (Navarro et al., 2015: p.4308).

1.1.3. Sintomas

1.1.3.1. Sintomas de la etapa inicial

e Reduccion de la atencion

e Cambios de humor o personalidad



e Depresion
e Olvidos

o Dificultades en el trabajo (Romén, 2005, p.112).

1.1.3.2. Sintomas de la etapa media

e Desorientacion de tiempo o lugar
e Perdida de la memoria

e Confusion

e Falta de suefio

e Problemas de expresién

e Intranquilidad (Navarro y Orozco, 2015: p.21).

1.1.3.3. Sintomas de la etapa final

o Dificultad para reconocer objetos, personas, etc.

¢ Incapacidad de llevar a cabo tareas 0 movimientos

e Agresion

¢ Incontinencia

o Dificultad para desempefiar tareas de la vida cotidiana

e Alteraciones de la marcha (Navarro y Orozco, 2015: p.21).

1.1.4. Diagnostico

El diagndstico se fundamenta en la historia clinica del paciente la cual es mencionada por parte de
los familiares, se realizan pruebas de memoria y funcionamiento o evaluacion intelectual. EI médico
evalla la dieta, nutricion, enfermedades como la presién arterial, diabetes, insuficiencia renal, etc.
(Albert et al., 2014: p.5).

Otra de las maneras de ayudar con el diagndstico del Alzheimer es realizando evaluaciones
neurolégicas en donde el médico evaluara tono, reflejos y fuerza muscular, lenguaje movimiento de

0jOs (Association, 2016, p.14).



Se ha logrado aproximar en la certeza del diagnostico entre un 85y 90 % gracias a exdmenes como
tomografia computarizada (TC), imagen por resonancia magnética (IRM), estos dos examenes

pueden develar si existen dafios provocados por un trauma en la cabeza (Association, 2016, pp.15-16).

No existe un test premorten para realizar un diagnostico concluyente de esta enfermedad, ya que el
diagndstico definitivo se logra haciendo pruebas histoldgicas sobre el tejido cerebral obtenidas en la
autopsia (Molloy y Caldwell, 2002: p.91).

Actualmente existen biomarcadores que probablemente sean indicadores de esta enfermedad, se
constituyen en dos categorias, biomarcadores de la acumulacion beta-amiloide y biomarcadores del

dafo o degeneracidn (Salazar y Villar, 2007: p.28).

1.1.5. Tratamiento

Para la enfermedad de Alzheimer no existe ningun tratamiento curativo, existen farmacos y

tratamientos no farmacol6gicos que han demostrado enlentecer la evolucidon de la enfermedad.

1.1.5.1. Terapia no farmacoldgica

La terapia no farmacoldgica tiene enfoques distintos a la medicacion, como por ejemplo la
musicoterapia, terapia utilizando fotografias familiares para fortalecer la memoria, arteterapia, taller
de relajacion, laborterapia, psicomotricidad, actividades culturales, etc. Es primordial que los
familiares estén comprometidos directamente con el paciente, lo cual permite que se adapte al entono,

mejore su autoestima y autocontrol (Lépez, 2015, p.62).

Esta terapia es utilizada con el objetivo de conservar y optimizar las funciones cognitivas del
paciente, asi también la capacidad de ejecutar las actividades de la vida cotidiana, mejorando la

calidad de vida de estos pacientes (CEAFA, 2016, p.7).

1.1.5.2. Terapia farmacoldgica

En esta enfermedad muchas veces no se puede tratar todos los sintomas presentes, hay que saber
priorizar el tratamiento de los mas conflictivos, para asi elegir un sintoma diana principal, debe
empezarse con dosis bajas, evitando utilizarse varios farmacos a la vez, siendo preferible ajustar la

dosis del farmaco ya prescrito que sustituirlo por otro (Alpizar y Morales, 2003: p.5).



El tratamiento farmacolégico es utilizado para mejorar los sintomas cognitivos, psicologicos y de
conducta, destinado a potenciar y modificar los procesos de neurotransmisién que estan integros.
Los principales farmacos utilizados en la enfermad de Alzheimer son:

- Inhibidores de colinesterasa: sirven para retrasar la inactivacion de la acetilcolina,
potenciando asi la memoria y el aprendizaje, es el Unico tratamiento aprobado que resulta en
beneficio clinico, existen tres inhibidores; Donepezil (aprobado para tratar todas las etapas
de Alzheimer), Rivastigmina y Galantamina (aprobado para tratar Alzheimer leve o
moderada) (Alpizar y Morales, 2003: p.5).

- Memantina regula la actividad del glutamato, promueve el mantenimiento de los
mecanismos de aprendizaje y memoria, se utiliza en la fases moderada y severa,
ocasionalmente se utiliza en combinacién con un inhibidor de colinesterasa (Alpizar y Morales,
2003: p.5).
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Figura 1-1: Inhibidores de colinesterasas usados para tratar
la Enfermedad de Alzheimer.

Fuente: Alpizar y Morales, 2003: p.4

1.2. Familia Amaryllidaceae

Amaryllidaceae es una familia de plantas monocotiledoneas, conocidas por su atractivo horticola y

ornamental, se caracterizan por ser herbaceas, perennes, con flores muy atractivas y la mayoria



presentan bulbos. Existen aproximadamente 85 géneros y 1100 especies, que se distribuyen
ampliamente en las regiones tropicales y templadas de todo el mundo, particularmente en Africa,
América del Sur, en la region andina y el Mediterraneo (Fan Chiang et al., 2016, p.5642).

Los alcaloides que constituyen este tipo de plantas poseen interesantes actividades bioldgicas y
frecuentemente usos etnoboténicos. Estos compuestos resultan del metabolismo de los aminoécidos
tirosina y fenilalanina, ambos dan lugar al precursor base de todos los alcaloides de Amarilidaceas,

la norbelladina (De Andrade , 2014, p.31).

Figura 2-1: Geodistribucion de las plantas de la familia
Amaryllidaceae

Fuente: Acosta, 2013, p.1

Las especies de la familia Amaryllidaceae, pertenecen a la subfamilia Amaryllidoideae, sintetizan
alcaloides que poseen actividades biolégicas de vital importancia, asi también un valor

quimiotaxondmico (Marcet, 2015, p.1).

Estas especies son productoras de galantamina (G), compuesto inhibidor de las enzimas
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, las cuales prevalecen en el cerebro sano, pero aumentan en
las personas que padecen la enfermedad de Alzheimer. Siendo asi que son Utiles para el tratamiento
del déficit colinérgico (Marcet, 2015, p.1).

1.2.1. Amaryllidaceae en Ecuador

En nuestro pais existe diversidad de la familia Amaryllidaceae, estas plantas se hallan distribuidas
entre los 0 y 4000 metros de altitud, en diferentes habitats como bosques andinos, valles secos
interandinos y bosques del litoral seco y himedo. La mayoria de las especies son endémicas y se
encuentran amenazadas debido a su distribucion restringida y hébitat donde se producen, por lo que

su explotacion deberia ser controlada. (Minga et al., 2015, p.50).



En el Ecuador existen 36 especies de plantas de la familia Amaryllidaceae, entre las mas conocidas
se encuentran: Phaedranassa dubia, P. cinérea, P. cuencana, P. schizantha, P. brevifolia, P.
tunguraguae, P. glauciflora, P. viridiflora, Eucrosia aurantiaca, Eucharis grandiflora, Eucharis
moorei, Eucharis formosa, Eucharis candida, Stenomesson aurantiacum, Hippeastrum puniceum y

Crinum amabile (Meerow et al., 2015: pp.4-6).

1.2.2. Alcaloides de Amaryllidaceae

Los alcaloides de Amaryllidaceae constituyen un grupo importante de bases naturales, siendo asi que
se ha logrado aislar 100 alcaloides de esta familia, las cuales presentan efectos fisioldgicos,
incluyendo actividades antitumoral, antiviral, citotoxica, analgésica, antiinflamatoria, inhibitoria .de
la acetilcolinesterasa, entre otras (Brandt Giordani, Balvedi Pagliosa, Henriques, S. Zuanazzi, & A.
Dutilh, 2008). Debido a esta ultima actividad, algunos de estos alcaloides se han utilizados en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Es asi como en el afio de 2002, el compuesto galantamina
fue aprobado por la FDA para el tratamiento de casos leves de esta enfermedad, actuando sobre el

sistema nervioso central (Stephen, 1987, p.262).
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Figura 3-1: Tipos de estructuras de los alcaloides de Amaryllidaceae

Fuente: Osorio, 2008, p.9
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Dicha familia presenta nueve tipos de estructuras en base al sistema heterociclico (Figura 3):
galantamina, montanina, tazetina, narciclisina, hemantamina, crinina, licorina, homolicorina y

norbelladina (Osorio, 2008, p.9).

Las caracteristicas quimicas mas importantes de los alcaloides de esta familia de plantas son, su
estructura base es C6-C1-N-C2-C6. La parte C6-C1 proviene del aminoacido L-Phe, mientras que la
fraccion N-C2-C6 proviene de L-Tyr. Son bases ligeramente débiles, con pKa entre 6 y 9. Poseen un
solo &tomo de nitrdégeno, que puede ser secundario, terciario e, incluso, cuaternario y por lo general

el nimero de &tomos de carbono oscila entre 16 y 20 de acuerdo a los sustituyentes del sistema ciclico
(L6pez et al., 2004: p.2).

Los alcaloides de Amaryllidaceae tienen un cierto grado de similitud, conteniendo generalmente un
grupo arilo o-dioxigenado (por ejemplo, benzodioxol) con anillos heterociclicos fusionados en él.
Esta semejanza quimica permite que las estructuras complicadas sean obtenidas a través de una serie

de semisintesis de una forma mas simple (Fan Chiang et al., 2016, p.5643).

1.3. Género Hippeastrum

Hippeastrum pertenece a la familia Amaryllidaceae son plantas perennes y bulbosas, se distribuyen
en las regiones subtropicales de américa, desde Argentina hasta México y el Caribe. Es un género
gue se expande por los Andes y en la actualidad existen entre 40 a 70 especies. Estas plantas han sido
cultivadas debido a sus hermosas flores, son conocidas popularmente, pero a la vez de manera

erronea como Amaryllis, un género africano de Amaryllidaceae (Gémez y Arellano, 2019: p.1).

Hippeastrum es originario de Chile, viene del vocablo griego Hippos, que significa caballo, fue

descubierta por Eduard Frederick Poepping (médico aleméan) en 1828 (Plantas, 2014, p.1).

Las especies de Hippeastrum son plantas ornamentales bulbosas muy apreciadas y comercializadas,
se caracterizan por tener flores grandes de llamativos colores (rojo, rosa, salmén, naranja y blanco),
por lo que tienen un lugar muy importante dentro de la floricultura comercial para la venta como flor
cortada o flores de maceta. Ademas, por el alto contenido de alcaloides algunas especies de este

género son usadas en la industria farmacéutica (Plantas, 2014, p.5).

1.4. Galantamina

La galantamina es un compuesto de origen natural utilizado para el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer. Gracias a una nueva estrategia de cultivo y purificacion podré obtenerse con mayor
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eficacia de las plantas la molécula que interesa. Galantamina es un alcaloide de tipo isoquinoleinico
presente en la mayoria de especies pertenecientes a la familia Amaryllidaceae, es una amina terciaria

con estructura fenantrénica (Vergara, 2017, p.20).

GALANTAMINA

Figura 4-1: Estructura de la molécula
natural galantamina

Fuente: Vergara, 2017, p.20

Los extractos que contienen galantamina se utilizaban inicialmente en el tratamiento del dolor
nervioso y la poliomielitis. En 1955, fue detallada por Mashkovskii M.D., investigador ruso, como
una molécula usada para la paralisis muscular, siendo Irwin R.L. y Smtih H.J. quienes afios después
dieron a conocer su potencial inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa y en 1960 se logro

perfeccionar su sintesis quimica (Vergara, 2017, p.20).

Galantamina fue aprobada para la enfermedad de Alzheimer leve y severa, debido a su accién
colinomimética no debe ser administrado con otros farmacos que tengan el mismo mecanismo de
accion (Salazar et al., 2014, p.271). También se ha demostrado que la galantamina conserva la funcion
cognitiva, mejora el rendimiento en las actividades del diario vivir y retarda la aparicion de sintomas

en la enfermedad de Alzheimer (Mendoza, 2008, p.227).

1.4.1. Mecanismo de accion

La galantamina es un inhibidor competitivo, selectivo y reversible de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) y estimula la accién intrinseca de la acetilcolina (ACh), sobre los receptores nicotinicos,
mediante la union a un sitio alostérico del receptor. Cuando la galantamina y la acetilcolina, se
ensamblan en sus lugares de union, el receptor nicotinico presinaptico se hace méas sensible a la

acetilcolina y se incrementa su respuesta (Alpizar y Morales, 2003: p.5). La estimulacion presinaptica de
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los receptores de acetilcolina de tipo nicotinico (nACh) origina una retroalimentacion positiva

aumentando la liberacion de acetilcolina en la terminal sinaptica (Carretero, 2003, p.141).

En pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer se puede lograr un acrecentamiento de la

actividad del sistema colinérgico asociada a una mejora de la funcién cognitiva (Carretero, 2003, p.141).

1.5. Acetilcolinesterasa (AChE)

La acetilcolinesterasa fue descubierta en 1920, durante varios afios esta enzima ha sido estudiada por
su mecanismo de accion, efecto fisiologico, naturaleza de su centro activo, asi también por su

distribucion y localizacién en diferentes tejidos (Rodriguez et al., 2017: p.8).

Las colinesterasas estan presentes en plantas, invertebrados, vertebrados y organismos unicelulares,
surge en fases del desarrollo embrionario antes de la sinaptogénesis, siendo asi que estas enzimas

poseen diversas funciones (Rodriguez et al., 2017: p.8).

La acetilcolinesterasa es una enzima presente en la terminacion postsinaptica, la cual tiene como
papel fundamental la hidrolisis rapida de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, neurotransmisor

en varias sinapsis, especialmente en las placas neuromotoras (Carretero, 2003, p.115).

La hidrolisis se da por ataque nucle6filo al grupo carbonilo, acilacion de la enzima y liberacion de
colina, posteriormente se hidroliza la enzima acilada dando &cido acético, obteniendose como

resultado la regeneracion de la enzima (Carretero, 2003, p.115).

Los inhibidores que ejercen accion en el centro activo de la enzima impiden la unién de una molécula
de sustrato o su hidrolisis, blogqueando del sitio por su alta actividad reaccionando irreversiblemente

con la serina proxima al centro catalitico (Carretero, 2003, p.115).

1.6. Butirilcolinesterasa (BuChE)

La butirilcolinesterasa se encuentra en mayor cantidad en zonas que se ven afectadas muy temprano
en las demencias como por ejemplo la zona limbica, existen medicamentos que posee doble accion
tanto para inhibir la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, son muy Utiles para estos trastornos.
Los medicamentos que contiene esta accion retrasan el progreso de la enfermedad con mayor

efectividad (Alpizar y Morales, 2003: p.4).
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La butirilcolinesterasa es una esterasa inespecifica, se encarga de hidrolizar a sustratos ésteres,
también es distinguida como pseudocolinesterasa, colinesterasa inespecifica, colinesterasa sérica, o

acilcolina acilhidrolasa (Estrada, 2014, p.31).

Esta enzima es sintetizada en el higado y en el tejido adiposo, se halla dispersa en pancreas, piel,

mucosa intestinal, corazon, sustancia blanca cerebral, musculo liso, plasma y adipocitos (Estrada, 2014,
p.31).

Varias han sido las funciones atribuidas a esta enzima, pero a pesar de su diversa distribucién no se

ha podido determinar claramente su funcién bioldgica (Albendin, 2009, p.58).

Asimismo, se ha demostrado que la inhibicidn de la butirilcolinesterasa afecta la formacion y la
maduracion de amiloide, provocando que las placas inertes no se hagan dafiina (Alpizar y Morales, 2003:
p.5).

1.7. Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de Masas

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM), es una técnica analitica
dedicada a la separacién, identificacion y cuantificacion de componentes volatiles y semivolatiles de
mezclas complejas, esta técnica combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia

de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas (Barquero, 2006, p.20).

Ambas técnicas poseen una alta sensibilidad, con un costo relativamente bajo, esta técnica
proporciona un gran poder de identificacion, haciéndole insustituible en el momento de identificar

un compuesto (Morel, 1998, p.64).

1.7.1. Cromatografia de gases (CG)

La Cromatografia de Gases (CG) proporciona informaciéon cualitativa y cuantitativa de los
componentes presentes en las muestras, se utiliza cuando los componentes de la mezcla son volatiles
o0 semivolatiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-400°C, esta técnica establece la
cantidad de componentes que se encuentran en una muestra, utilizando curvas de calibracion de los

patrones (Gutiérrez y Droguet, 2002: p.36).

En la actualidad se utiliza para analisis de mezclas complejas de hidrocarburos, productos vegetales,

pesticidas, productos alimenticios, aceites esenciales e inclusive como parte de ciencias forenses
(Barquero, 2006, p.21).
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1.7.2. Espectrometria de Masas (EM)

La Espectrometria de Masas (EM) es una técnica analitica, la cual sirve para identificar estructuras
organicas o para cuantificar compuestos conocidos (concentracién o masa molecular), previamente
convertidos en iones (Cocho, 2007, p.27). Poseen gran sensibilidad al detectar concentraciones, es
un método que se ejecuta en cuestiones de décimas de segundo, siendo que se puede monitorear su

informacidn en tiempo real (Gutiérrez y Droguet, 2002: p.37).

1.8. Método de Ellman

El método de Ellman es un método espectrofotométrico, en el cual la acetilcolinesterasa (AChE)
hidroliza la acetiltiocolina originando tiocolina y acetato, esto se logra mediante la reaccién continua
del tiol con el 5-tio-2-nitrobenzoato, para producir el anion amarillo del acido 5,5’-ditiobis
(2nitrobenzoico). La tasa de produccion del color se mide a través del espectrofotometro UV-VIS a
una A= 412 nm. Este método es el mas empleado ya que es extremadamente sensible y aplicable a
pequefias cantidades de tejidos o0 a bajas concentraciones de enzima, ademas el espectrofotdmetro
UV-VIS presenta una mayor disponibilidad en muchos laboratorios, es de facil manejo y permite un

analisis rapido (Ellman et al., 1961: pp.88-89).

AChE

4,0 + (CH,);NCH,CH,SCOCH, o (CHy);NCH,CH,S™ + CH,CO0  + 2H
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O,N @~s S- Q NO,
/ o \
00C Coo
Ditiobisnitrobenzoato

(CH,);NCH,CH,S s~—</—i>-mo‘, ' '5<< }»-No,
€00 coo”

Anién del cido tionitrobenzdico

(color amarillo)

Figura 5-1: Esquema de la reaccion enzimatica en que se basa el método
colorimétrico para determinar la actividad de inhibicion de

acetilcolinesterasa.

Fuente: Carrasco Ruiz, 2017,21
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.Poblacion de estudio

4 bulbos de Hippeastrum sp. fueron recolectados en la provincia de Chimborazo en la ciudad de

Riobamba.

2.2. Tamanfo de la muestra

Se recolectaron aproximadamente 185 g de bulbo fresco de Hippeastrum sp., los cuales fueron

sometidos a secado, teniendo como peso final 31 g aproximadamente.

2.3.Seleccion de la muestra

La seleccion de la muestra se realizé de acuerdo a los criterios de inclusion; es decir, bulbos que
presentaban buen estado, vigorosidad, tamafio adecuado y frescos. Asi también, mediante criterios
de exclusién, aquellos bulbos que presentaban dafios por condiciones externas, deterioro por agua o

viento, y bulbos en proceso de descomposicion fueron excluidos.

2.4. Lugar de Investigacion

La investigacién se ejecutod en el Laboratorio de Productos Naturales en la Facultad de Ciencias de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, donde se llevé a cabo la extraccion de alcaloides y
los ensayos de inhibicion. Ademas, la Universidad de Barcelona colabord realizando los analisis de

Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas.

2.5.Equipos, Materiales y Reactivos

2.5.1. Equipos
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e Molino Arthut H. Thomas C.O
e Estufa de secado.

e Balanza analitica.

e Sorbona

e Sonicador

e Rotavapor.

e Centrifuga

e pH-metro

o Refrigerador

e Congelador.

e Agitador vortex

e Crondmetro

e Espectrofotometro ELISA

e Cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas

2.5.2. Materiales

e Pipetas 5 ml, 10 ml y 100 ml.

e Probeta de 100 ml.

e Balones aforados de 25 ml, 100 ml, 1000 ml.
e Vaso de precipitacién de 50 ml, 200 ml, 250 ml, 600 ml, 1000 ml.
e Pesa muestra.

e Pera de succion.

e Frasco &mbar de 250 ml, 1000 ml.

e Varilla de agitacion.

e Matraz de 1000 ml.

e Balon esmerilado de 250 ml.

e Pipeta pasteur de vidrio.

e Viales de vidrio.

e Tubos Eppendorf de 0.5 ml, 1.5 ml

e Tubos de tapa azul de 20 ml.

e Tubos tapa ploma de 14 ml.

e Puntas amarillas para micropipeta

e Puntas azules para micropipeta.

e Microplaca.
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e Paleta para la pipeta multicanal.
e Placa de hielo reutilizable.

e Placa de polietileno.

2.5.3. Reactivos

e Metanol CH4sO

e Acido sulfarico H2S04 (2 % V/V)

o Eter etilico (CoHs)2

¢ Hidroxido de amonio NH4OH (25 % V/V)
e Acetato de etilo C4HgO2

e Sulfato de sodio anhidro Na:SO4

¢ (Goma arabiga.

e Cloruro de sodio NaCl

e Acido clorhidrico HCI (0.5N)

. Fosfato di potésico K;HPO4

e Bifosfato de sodio NaH2PO4

e Hidrdxido de sodio NaOH (0.5N)

e Acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)

e Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus
o Butirilcolinesterasa de suero equino

e Yoduro de acetilcolina

e Yoduro de butirilcolina

e Galantamina

2.6. Recoleccién del material vegetal

La especie vegetal Hippeastrum sp., fue recolectada en el mes de septiembre de 2018 en estado de
floracion, en la provincia de Chimborazo en la Ciudad de Riobamba, a 2764 metros sobre el nivel

del mar.

Se recogieron 185 g aproximadamente de bulbos frescos, dentro del Contrato Marco de Acceso a los
Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2015-0054, del Proyecto de Investigacion Cientifica
denominado: “LA BIODIVERSIDAD DE AMARYLLIDACEAE COMO FUENTE DE
RECURSOS NATURALES PARA SU EXPLOTACION SOSTENIBLE”. (Anexo H)
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Se tramito el permiso de movilizacion en la Direccion Provincial del Ambiente de Chimborazo Guia

de Movilizacién de Especimenes de Flora y Fauna Silvestre Nro. 020-2018. (Anexo I)

2.7. ldentificacion botanica

La identificacion botanica fue realizada por la Dra. Nora Oleas, botanica responsable del Herbario

de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica Quito-Ecuador y del Dr. Alan Meerow (USA).

2.8. Preparacion del material vegetal

Para preparar el material vegetal, se procedié a seleccionar los bulbos de la especie vegetal
Hippeastrum sp., escogiendo aquellos que presentaban buenas condiciones macroscopicamente, sin
ningln tipo de lesidn. Se eliminaron las impurezas con agua destilada y alcohol desinfectante, se
realizaron cortes de 2 cm a los bulbos para facilitar de este modo el sacado en estufa con extraccion
de aire a 60°C durante 72 horas. Posteriormente, se efectué la molienda en el molino Arthur H.
Thomas C.O.

2.9. Extraccion de alcaloides

Luego de haber realizado la molienda se pesaron 20 gramos, los cuales se maceraron con 800 ml de
metanol por 72 horas en un frasco color ambar, complementando con bafios de ultrasonido durante
1 a 2 horas por dia. Seguidamente, se filtrd y el extracto bruto se colocé en un balén esmerilado para
evaporar el solvente en el rotavapor con presion reducida y temperatura de 50°C, consiguiendo asi

el extracto crudo seco (Acosta et al, 2014, p.8).

El extracto crudo se acidifico con acido sulfurico al 2 % junto con éter etilico con el objetivo de
desengrasar el extracto, para posteriormente obtener una fase acuosa acida en la cual se encontraban
los alcaloides y una fase organica con metabolitos que no eran de interés como: ceras, mucilagos y

clorofilas (Acosta et al, 2014, p.8).
La fase acuosa &cida se basificd con hidroxido de amonio al 25 % hasta llegar a un pH de 10,

consiguiendo que los alcaloides se retuviesen en la fase orgéanica en su forma desionizada, se lavo

con acetato de etilo, obteniendo dos fases: una acuosa alcalina que se desecha y otra fase organica
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donde quedaron retenidos los alcaloides. Posteriormente se afiadio sulfato de sodio anhidro y goma
arébiga para lograr absorber el agua de la muestra. Este extracto se filtrd y se evapor6 a presion
reducida a 50°C, obteniendo el extracto puro de alcaloides (Acosta et al, 2014,p.8).

2.10. Identificacidn de alcaloides por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de
Masas (CG-EM)

Este andlisis se realizd en la Universidad de Barcelona (Espafia).

Para la realizacion de este analisis se utilizo el extracto puro de alcaloides, el equipo empleado fue
el Cromatografo de Gases Agilent, modelo 6890, acoplado a un espectrometro de masas de impacto

electrénico, modelo 5975, el cual trabaja a 70 Ev a 230°C en la fuente ionica.

La columna del cromatografo es SAPIENS-XS-MS (30m x 0,25mm x 0,25um), teniendo como fase

estacionaria la fenilmetilsilicona al 5 %.
La fluctuacion de temperatura se daré de la siguiente manera:

e Incremento inicial desde 55°C hasta 100°C (60°C/min)
e Dos minutos a 100°C

e Incremento desde 100°C hasta 180°C (15°C/min)

e Un minuto a 180°C

e Incremento desde 180°C hasta 300°C (5°C/min)

El inyector trabajé a 280°C con un flujo de helio de 0,8 ml/min, y se utiliz6 el método splitless.
Codeina se us6 como compuesto de referencia. Para el analisis de los datos se utilizé un software
llamado AMDIS 2.71 (NIST), verificando la pureza de las sefiales y asi poder realizar el calculo de

los indices de retencion (Acosta, 2013, p.7).

2.11. Preparacion de muestras para los ensayos de inhibicibn enzimética de

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

2.11.1. Preparacion de soluciones

PBS (buffer fosfato salino): para su preparaciéon se ocup6 bifosfato de sodio (NaH.PO.) 2,3mM,
fosfato dipotasico (K;HPO.) 8mM, cloruro de sodio (NaCl) 0,15 M y se disolvi6 con agua
bidestilada, ajustando a un pH de 7,5 con NaOH (0,5 N).
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Solucion salina: para preparar se utilizo fosfato de di sodio (Na,HPO4) 0,04 M, ajustando a un pH de
7,5 con &cido clorhidrico (HCI) 0,5 N.

DTNB (acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoico)): se elabor6 a una concentracion de 2 mg/ml,
almacenandose en tubos Eppendorf a -20°C.

2.11.2. Preparacion de enzimas

Acetilcolinesterasa (AChE): se empled una concentracion de 0.195 U/ml.

Butirilcolinesterasa (BUChE): se empled una concentracion de 6.25 U/ml.

2.11.3. Preparacion de sustratos

Yoduro de acetilcolina (ATC): el sustrato de AChE se elaboré a una concentracion de 1.7 mg/200p.L.

Yoduro de butirilcolina (BTC): el sustrato de BUChE se elaboré a una concentracién de 1.9
mg/200pL.

Los sustratos se almacenaron en tubos Eppendorf a -20°C.

2.11.4. Preparacion de Galantamina (compuesto de referencia)

Tabla 1-2: Concentraciones de Galantamina (compuesto de referencia) utilizadas en los
ensayos de inhibicién de AChE y BuChE respectivamente.

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019
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Conc. de Galantamina para Conc. de Galantamina para
Acetilcolinesterasa Butirilcolinesterasa
(mg/ml) Mol (mg/ml) Mol
125 1.25x 10° 100 1x10*
10 1x10° 30 0.3x10*
7.5 0.75x 10°® 10 1x10°
5 0.5x10° 5 0.5x10°
2.5 0.25x 10° 1 1x10°
0.5 0.5x10°% 0.5 0.5x10°
0.1 1x107




2.11.5. Muestra de alcaloides de Hippeastrum sp.

Se ejecutaron ensayos de inhibicion enzimética disolviendo el extracto alcaloidal en diferentes
cosolventes (metanol y dimetilsulféxido) variando las concentraciones, con el propoésito de

determinar en qué caso existe mejores valores de 1Cso. Se prepararon las soluciones madres gque se

observan a continuacion: presentando en todos los casos una concentracion de 10 mg/mL

Solucién Madre 1: extracto Hippeastrum sp. + cosolvente 1 + PBS

Solucién Madre 2: extracto Hippeastrum sp. + cosolvente 1 + cosolvente 2 + PBS

Solucién Madre 3: extracto Hippeastrum sp. + cosolvente 1 + cosolvente 2 + PBS

A partir de cada una de las soluciones madre se prepararon las diluciones que se puede observar a

continuacion:

Tabla 2-2: Concentraciones del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp. utilizadas
en los ensayos de inhibicién de AChE y BuChE.

N° diluciéon | Conc. (ug/ml) del extracto Conc. (ng/ml) del extracto
para AChE para BUuChk
1 75 175
2 50 150
3 25 125
4 10 100
5 ) 75
6 25 50
7 1 25

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

2.12. Ensayos de inhibicion enzimética de AChE y BUChE

El ensayo se llevo a cabo en microplaca de acuerdo al método de Ellman y col.,
1961 modificado (Ortiz y col., 2016). Se adicion6 50 uL de AChE o BUChE disueltas en buffer (8
mM K3HPOQO4, 2.3 mM NaH;PO., 0.15 M NaCl, pH 7.6) y 50 pL de la muestra disuelta en el mismo
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buffer. Se incubo la placa a 24 °C durante 30 min y se agregé6 100 puL de solucion sustrato
(acetiltiocolina o butiriltiocolina, 0.1 M Na:HPO4, 0.5 M DTNB, and 0.6 mM ATCI in Millipore
water, pH 7.5). Luego de 5 min, la absorbancia fue leida en un lector de micro placas Thermo
Scientific Multiskan FC a 405 nm (Ellman et al, 1961, p.88).

2.13. Andlisis de datos

El andlisis se ejecutdé en Microsoft Excel luego de realizar las tres repeticiones consecutivas
utilizando las absorbancias para asi determinar el porcentaje de inhibicion enziméatica para cada

muestra. La formula que se aplico fue la siguiente:

M
%Il =100—- ——= X100
% C—-BC

En donde:

M: lectura de la muestra

C: lectura del control

BM: lectura del blanco muestra

BC: lectura del blanco control

2.13.1. Curva de inhibicion para la determinacion del 1Csg

Se representd una grafica de manera que en el eje X se colocd la concentracion del extracto alcaloidal
y en el eje Y los porcentajes de inhibicién, con el fin de obtener una linea de tendencia logaritmica

y su respectiva ecuacion de la recta.

Con los datos de la gréfica se calcul6 la concentracion a la cual se inhibe el 50 % de la actividad

enzimatica (ICso). Los resultados obtenidos fueron la media de tres repeticiones realizadas.
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados de los analisis del extracto alcaloidal de Hippeastrum

sp., realizados mediante la metodologia descrita en el capitulo anterior.
3.1. Obtencion del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp.
Se pesaron 20 g de muestra triturada, posteriormente se procedié a la extraccién con metanol

obteniendo los alcaloides de Hippeastrum sp., con un rendimiento de 0.95 %, valor que se evidencia
en la tabla 1-3:

Tabla 1-3: Resultado del rendimiento del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp.

Extracto Muestra Peso de Volumen de Extracto de % de
Vegetal muestra metanol (ml) | alcaloides (mg) | Rendimiento
seca (g)
Metandlico | Bulbo de 20 800 190.4 0.95 %
Hippeastrum
sp.

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

El porcentaje de rendimiento del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., fue de 0.95 %, mayor en

relacion a diferentes géneros de la familia Amaryllidaceae en donde Eucrosia mirabilis tiene un

porcentaje de rendimiento de 0.25 %, Crinum x amabile con 0.69 %, Phaedranassa glauciflora 0.3

% y Phaedranassa cinerea con 0.11 % (Baldeon, 2018, p.23), (Carrasco, 2017, p.33), (Carrillo, 2018, p.33).
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3.2. Identificacién de alcaloides mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (CG-EM)

Mediante el andlisis de CG-EM del extracto purificado de alcaloides de Hippeastrum sp., se
identificaron 4 alcaloides, siendo el alcaloide méas representativo montanina ya que presenta una
concentracion de 22.7540 pg gal/100 mg PS, tazetina es el segundo alcaloide en mayor abundancia
con 14.8693 g gal/100 mg PS, seguido crinina y licorina con abundancias de 10.9440 y 10.2120 ug
gal/100 mg PS, respectivamente.

Tabla 2-3: Resultado de los alcaloides identificados por CG-EM del bulbo de Hippeastrum sp.

Alcaloide Rt RI Kg gal/100 mg PS
Crinina 24.0866 2507.7 10.9440
Montanina 26.3242 2656.3 22.7540
Tazetina 26.6104 2675.9 14.8693
Licorina 28.1371 2783.0 10.2120

Interpretacion: Rt: tiempo de retencion; RI: indice de retencion; PS: peso seco
Realizado por: Laura Torras / Jaume Bastidas
Fuente: Universidad de Barcelona (Espafa)

Licorina

Tazetina

Montanina

Crinina

Il

Gréfico 1-3: Representacion grafica de los alcaloides de Hippeastrum sp. (ug gal/100 mg
PS)

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019



OMe

Licorina Tazetina

Montanina Crinina

Figura 1-3: Estructura de los alcaloides identificados en el extracto de alcaloides del
bulbo de Hippeastrum sp.

Fuente: Stephen, 1987, p.2

Montanina ha sido uno de los compuestos mas estudiando en los Gltimos afios, se conoce que posee
actividad antibacteriana, frente a cepas de Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi y
Plasmodium falciparum. Este alcaloide ha sido sometido a varios estudios psicofarmacoldgicos en
roedores en donde se ha evidenciado que poseen actividad antidepresiva, anticonvulsiva, ansiolitica

y citotdxica (De Andrade , 2014, p.37).

Montanina ha mostrado una actividad inhibitoria significativa frente la enzima AChE, utilizando el
método de Ellman. En ensayos bioquimicos este alcaloide es capaz de activar cascadas de

fosforilaciones y mediadores intracelulares responsables de la memoria (Pigni , 2013, pp.20-24).

Al ser tazetina el segundo alcaloide presente en Hippeastrum sp., cabe mencionar que posee actividad
citotoxica moderada, es levemente activa contra ciertas lineas celulares tumorales, presenta actividad
hipotensiva, antipaltdica débil y antiviral, asi también presenta amplia actividad inhibitoria frente a

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa (Pigni, 2013, p.19).

Licorina es un importante inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, asi mismo
presenta actividad antitumoral, posee capacidad para inhibir las células del melanoma murino BLS,
carcinoma pulmonar de Lewis, ascitis murina, células de leucemia humanas HL-60 y células Hela,

es un potente inhibidor de la biosintesis del &cido ascorbico, actividad antiviral. Este alcaloide es el
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responsable parcial de la inhibicion del crecimiento celular y del efecto citotdxico. La actividad

antiviral esta relacionada con su capacidad de accion frente al ADN y ARN (De Andrade , 2014, p.35).

Crinina posee accidn antiproliferativa frente a variadas lineas de células tumorales, asi también posee
actividad antibacteriana frente a Entamoeba hystolitica y actividad entre moderada y débil frente a

cepas de Trypanosoma brucei rhodesiense y Plasmodium falciparum (De Andrade , 2014, p.35).

Durante varios afios se han estudiado diferentes especies del género Hippeastrum, en donde se han
encontrado alcaloides similares, por ejemplo, el alcaloide licorina se presentd en las siguientes
especies; H. puniseum, H. auliculum H. reginae, H. bifidum, H. brachyandrum, H. equestre, H.
glaucescens, H. johnsonii, H. rutilum, H. vittatum, estas cinco ultimas especies a mas de presentar el
alcaloide licorina también presenta el alcaloide tazetina (Carlesso, 2017, pp. 18-19), (Lacerda, 2017, p.26),
(Sebben, 2005, p.20).

3.3. Determinacion de la actividad inhibitoria de AChE y BUuChE

Para el andlisis de actividad inhibitoria de Hippeastrum sp., sobre las enzimas acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa, se realiz6 en base a la metodologia de Ellman et al. (1961), modificado por Ortiz

et al (2016), empleando deferentes soluciones madres, detalladas en el apartado de metodologia.

3.3.1. Actividad inhibitoria con solucién madre 1

Se utiliza el extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., junto con el cosolvente 1y PBS.

3.3.1.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa con solucion madre 1

Para realizar los analisis de los extractos de Amaryllidaceae, primeramente, se utilizaron las
concentraciones de 100, 50, 10 y 1 pug/ml, para tener una base sobre la tendencia de la recta y el valor
de ICso. Luego de tres repeticiones consecutivas, se observaron los resultados presentes en la Tabla

3-3, en los que se evidencia que el ICso, podria encontrarse entre las concentraciones de 1y 10pug/ml.
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Tabla 3-3: Porcentaje de inhibicién de AChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/ml) AChE
100 87.52+0.59
50 83.03+1.18
10 58.66 + 3.96
1 1510+ 0.51

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En base a los resultados de la tabla 3-3, se aumenté el nimero de diluciones a 75, 50, 25, 10, 5, 2.5
y 1 pg/ml, con el fin de obtener la curva de inhibicidn, la linea de tendencia logaritmica y el 1Cso. Se

obtuvieron los siguientes resultados del porcentaje de inhibicion (Tabla 4-3).

Tabla 4-3: Porcentaje de inhibicion de AChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/mil) AChE

75 82.26 + 2.23
50 78.29 + 3.10
25 68.45 + 3.12
10 49.02+2.21

5 32.15+3.16
2.5 14.05 + 3.59

1 -7.69 £ 2.80

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

Con estos resultados se dedujo que el ICso del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp. frente a
acetilcolinesterasa se podria encontrar entre 10 y 25 pg/ml. Ademas, se observo que existian al menos
dos valores superiores y dos inferiores al 50 % de inhibicion, lo que indica idoneidad para que la

representacion de la curvay la linea de tendencia logaritmica.

Para calcular el valor de ICsy del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre la enzima
acetilcolinesterasa con metanol, se representd una gréafica de concentracion frente a porcentajes de

inhibicion, obteniendo una ecuacion de la recta, empleada para el célculo de 1Cso.
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Tabla 5-3: Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre AChE y
su correspondiente R?

Compuesto 1Cso (ng/ml) R?
Galantamina 0.48+£0.14 0.93
Hippeastrum sp. 12.86 + 0.83 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

El ICso del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., fue de 12.86 + 0.83 pg/ml, valor ligeramente
superior al 1Csp del control galantamina que dio 0.48 £ 0.14 pg/ml, presentando el extracto de estudio

una actividad inhibitoria alta frente a AChE.

3.3.1.2. Actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa con solucién madre 1

Para el analisis se utilizo inicialmente las concentraciones de 100, 50, 10y 1 pug/ml, obteniendo luego
de tres repeticiones consecutivas, teniendo de esta manera base sobre la tendencia de la recta y el

valor de ICso. Observando que el ICso podria encontrarse entre las concentraciones de 50 y 100 pg/ml.

Tabla 6-3: Porcentaje de inhibicion de BUuChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/mil) BuChE
100 56.43 +1.58
50 43.95+1.74
10 11.90+ 2.12
1 -4.77 + 3.68

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

Con los resultados observados en la tabla 6-3 se aumentd el nimero de diluciones a 175, 150, 125,
100, 75, 50 y 25 ug/ml, para asi lograr la curva de inhibicion, la linea de tendencia logaritmica, y su
1Cso.
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Tabla 7-3: Porcentaje de inhibicién de BUChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/mil) BuChE
175 62.85 £+ 0.58
150 58.85+0.41
125 53.26 £ 0.96
100 44,85+ 1.32
75 33.76 £ 2.10
50 20.38 + 2.15
25 -2.09+2.51

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

Luego de obtener la media de las tres repeticiones realizadas se obtuvo los resultados donde se dedujo
que el 1Cs del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp. frente a la enzima butirilcolinesterasa podria
estar entre 100 y 125 pg/ml, observandose dos valores superiores y dos inferiores al 50 % de

inhibicion enzimética, proporcionando la curva y la linea de tendencia logaritmica.

El célculo del valor de ICs, para butirilcolinesterasa del extracto alcaloidal con el cosolvente A, se

lo ejecuta con los datos conseguidos de la ecuacion de la recta con un valor de R? de 0.99.

Tabla 8-3: Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre BuChE
y su correspondiente R?

Compuesto 1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 16.70 +1.38 0.99
Hippeastrum sp. 117.28£2.19 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En la tabla 8-3, se proporciona los resultados de la actividad inhibitoria sobre la enzima
butirilcolinesterasa en donde el 1Cso del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., fue de 117.28 + 2.19
pg/ml, siendo superior al control de galantamina con 16.70 + 1.38 pg/ml, presentando una actividad

alta.
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3.3.2. Actividad inhibitoria con solucién madre 2

Cabe recordar que la solucion madre 2 corresponde al extracto alcaloidal de Hippeastrum sp. junto
con el cosolvente 1 + el cosolvente 2 a una concentracion 1y PBS, visualizandose que la muestra
madre esta mejor diluida ya que se observan menos particulas flotantes y mayor transparencia frente
a laluz con relacién a la solucion madre 1 con el cosolvente 1 junto con PBS. A partir de la solucion
madre se realizaron diluciones, efectuando las mismas concentraciones de la fase anterior tanto para

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, Obtenido la gréafica correspondiente para calcular el ICsp.

3.3.2.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa con solucion madre 2.

Para este analisis se utilizé las mismas concentraciones empleadas con la solucion madre 1, pero el
cosolvente 1 junto con el cosolvente 2 a concentracién 1, comparando de esta manera las

concentraciones que presenta en los distintos casos.

Las concentraciones utilizadas fueron 75, 50, 25, 10, 5, 2.5 y 1 ug/ml, obteniendo los siguientes

resultados del porcentaje de inhibicion (Tabla 9-3).

Tabla 9-3: Porcentaje de inhibicion de AChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp., con solucion madre 2.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/ml) AChE

75 82.34 +1.59
50 77.87+0.39
25 67.60 £ 2.29
10 47.72 £ 2.25

) 30.43 £ 2.09
25 15.80 + 2.08

1 7.02 £0.68

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019
Lugo de obtener los resultados, en donde el mayor porcentaje de inhibicion enzimatica se observo

en la concentracion de 75 pg/ml con 82.34 %, el valor de inhibicion enzimatica media esté entre las

concentraciones 10 y 25 pg/ml, tomando en cuenta que se encuentran dos valores superiores e
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inferiores del 50 % de inhibicion enzimatica. Para el célculo de ICx se lo realizo con los datos de la

ecuacion de la recta.

Tabla 10-3: Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre AChE
y su correspondiente R?

Compuesto I1Cso (g/ml) R?
Galantamina 0.3+0.02 0.96
Hippeastrum sp. 12.20+0.58 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En latabla 10-3, se muestran los resultados del I1Cs, del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., siendo
este valor de 12.20 + 0.47 pg/ml, el cual es ligeramente superior en relacion al compuesto de

referencia galantamina que tiene como ICs 0.3 £ 0.02 pg/ml.

3.3.2.2. Actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa con solucién madre 2.

Para este analisis se uso el cosolvente 1 junto con el cosolvente 2 a una concentracion 1 empleandose
las mismas concentraciones de la solucion madre 1 siendo estas; 175, 150, 125, 100, 75, 50 y 25

pg/ml, obteniendo los siguientes resultados del porcentaje de inhibicién (Tabla 11-3).

Tabla 11-3: Porcentaje de inhibicién de BUChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp., con solucién madre 2.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/mil) BuChE
175 63.28 + 1.63
150 59.48 +1.18
125 55.11 + 0.87
100 49.59 + 0.45
75 39.75+£0.30
50 25.97 £ 1.07
25 3.77+£0.64

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En la anterior tabla se divisa que el ICs Se encuentra entre la concentracion de 100 y 125 pg/ml sobre
la enzima butirilcolinesterasa del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., siendo asi que para una
mejor curva y linea de tendencia logaritmica estan dos valores superiores e inferiores del 50 % de

inhibicion enzimatica. Estos resultados fueron tomados de tres repeticiones consecutivas realizadas
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en las mismas condiciones mediante una media, en donde la ecuacién de la recta se consigue con las
concentraciones del extracto alcaloidal y el porcentaje de inhibicidn, calculando de esta manera el
ICso.

Tabla 12-3: Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre BuChE
y su correspondiente R?

Compuesto I1Cso (g/ml) R?
Galantamina 16.13+0.39 0.99
Hippeastrum sp. 106.95 £ 1.07 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En el analisis con el cosolvente 1 junto con el cosolvente 2 a concentracion 1 del extracto alcaloidal
de Hippeastrum sp., el valor del ICs, fue de 106.95 + 1.07 pg/ml valor superior en relacion al
compuesto de referencia galantamina que se obtuvo el valor de 16.13 £ 0.39 pg/ml los dos con un

R2 de 0.99, concentraciones requeridas para inhibir la enzima un 50 %.

3.3.3. Actividad inhibitoria con solucién madre 3

Cabe mencionar que en la solucion madre 3 se utiliz6 el cosolvente 1 + cosolvente 2 a una
concentracion de 2 junto con el extracto alcaloidal de Hippeastrum sp. y PBS, evidenciandose que
esta dilucion es mas translucida con relacion a la dilucion con el cosolvente 1 y cosolvente 2 a
concentracion 1 con menos particulas flotantes, utilizando las mismas concentraciones que en las dos

soluciones madres anteriores tanto para acetilcolinesterasa como butirilcolinesterasa.

3.3.3.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa con solucion madre 3

Este analisis se efectu6 con el cosolvente 1 junto con el cosolvente 2 a una concentracion 2, utilizando
las siguientes concentraciones 75, 50, 25, 10, 5, 2.5 y 1 pg/ml, obteniendo los resultados del

porcentaje de inhibicion (Tabla 13-3).
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Tabla 13-3: Porcentaje de inhibicién de AChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp., con solucion madre 3.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/mil) AChE

75 80.56 + 0.68
50 76.83 £ 0.80
25 69.49 £ 1.22
10 59.15+£0.79

S 4432+ 1.14
2.5 31.64£1.26

1 22.09+1.18

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

El I1Cso se encuentra entre las concentraciones de 5y 10 pg/ml sobre la enzima acetilcolinesterasa,
evidenciando dos valores superiores e inferiores del 50 % de inhibicién obteniendo una curvay linea

de tendencia logaritmica adecuada.

Para el calculo de ICso se lo realizo con los datos de la ecuacion de la recta luego de tres repeticiones

consecutivas realizadas.

Tabla 14-3: Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre AChE
y su correspondiente R?

Compuesto I1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 0.37+£0.03 0.95
Hippeastrum sp. 7.25+£0.11 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En la anterior tabla se muestran los resultados del 1Cso del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp.,
con 7.25 + 0.11 pg/ml con R? 0.99, el cual es superior al compuesto de referencia galantamina con
0.37 £ 0.03 pg/ml con R%0.99.
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3.3.3.2. Actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa con solucién madre 3

El extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., se lo disolvi6 con el cosolvente 1 junto con el cosolvente
2 a una concentracion de 2, el cual se sometio a las siguientes concentraciones; 175, 150, 125, 100,
75, 50 y 25 pg/ml, obteniendo los siguientes resultados del porcentaje de inhibicion (Tabla 15-3).

Tabla 15-3: Porcentaje de inhibicion de BUChE del extracto alcaloidal de
Hippeastrum sp., con solucién madre 3.

Concentracion del extracto Porcentaje de inhibicion de
alcaloidal (pg/mil) BuChE
175 62.06 £ 0.75
150 58.65+ 0.76
125 54.09 + 0.84
100 49.08 £ 0.90
75 41.33+1.40
50 32.22 +2.09
25 1473+ 0.24

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

El I1Cso se encuentra entre las concentraciones de 100 y 125 pg/ml sobre la enzima butirilcolinesterasa
del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., teniéndose sobre el 50 % de inhibicion dos valores
superiores y tres inferiores proporcionando una mejor curva y linea de tendencia logaritmica,
resultados evidenciados de tres repeticiones consecutivas en las mismas condiciones de temperatura

y tiempo, para el célculo del ICsp se utiliz6 la ecuacién de la recta.

Tabla 16-3: Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre BuChE
y su correspondiente R?

Compuesto 1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 16.03+0.77 0.99
Hippeastrum sp. 105.06 £ 2.14 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

En la tabla 16-3, se observa que el valor del ICso del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., es de
105.06 £ 2.14 pg/ml el cual es superior al compuesto de referencia galantamina el cual es 16.03 +

0.77 pg/ml los dos con un R? de 0.99 concentraciones en las cuales se inhibe la enzima en un 50 %.
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3.3.4. Andlisis comparativo de resultados de 1C50 usando diferentes soluciones madre

3.3.4.1. Acetilcolinesterasa.

En la tabla 17-3, se observan los valores de ICso empleando las tres soluciones madre diferentes,

valores obtenidos de tres repeticiones realizadas en las mismas condiciones.

Tabla 17-3: Resultados de ICsq sobre la enzima acetilcolinesterasa

1Cs (ug/ml) R2
Hippeastrum sp.
Solucién Madre 1 12.86+0.83 0.99
(Cosolvente 1 + PBS)
Galantamina 0.48£0.14 0.93
Hippeastrum sp.
Solucién Madre 2 12.20 + 0.58 0.99
(Cosolvente 1 + cosolvente 2 a
una concentracion 1 + PBS)
Galantamina 0.3+0.02 0.96
Hippeastrum sp.
Solucién Madre 3 795+ 011 0.99
(Cosolvente 1 + cosolvente 2 a
una concentracion 2 + PBS)
Galantamina 0.37 £0.03 0.95

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

Usando la solucion madre 1 del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., se obtuvo un ICsode 12.86 +
0.83 pug/ml, en la solucién madre 2 un ICsp de 12.20 £ 0.58 pg/ml y en la solucién madre 3 un ICsp
de 7.25 + 0.11 pg/ml. Estos resultados evidencian que en el caso de la solucién madre 3 se obtuvo
mejor actividad enzimatica, lo cual indica que los alcaloides fueron disueltos de forma més efectiva
usando el cosolvente 2 a una concentracion 2, mostrando incluso esta disolucién mas translucidez y

la presencia de menor cantidad de particulas suspendidas.

La actividad inhibitoria sobre AChE del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., fue alta (ICso de 7.25
+ 0.11 pg/ml) respecto a galantamina (1Cs de 0.37 £ 0.03 pg/ml).
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En evidencia cientifica se observa que Hippeastrum papilio presenta una actividad enzimatica sobre
acetilcolinesterasa con un ICsp de 4.35 = 0.01 pg/ml siendo un valor inferior al compuesto de
referencia galantamina con un 1Cso de 0.354 £ 0.02 pg/ml, Hippeastrum reticulatum presento una
inhibicion débil de AChE con ICsp de 5.75 + 0.26 mientras que la galantamina presento inhibicion
con un ICsp de 0.099 £0.008 pug/ml (De Andrade , 2014, p.66), (Tallini , y otros, 2017).

3.3.4.2. Butirilcolinesterasa.

En la tabla 18-3, se observa los resultados de las tres soluciones madre realizadas de la actividad

inhibitoria de la enzima butirilcolinesterasa del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp.

Tabla 18-3: Resultados de I1Csq sobre la enzima butirilcolinesterasa

ICso (g/ml) R?
Hippeastrum sp.
Solucién Madre 1 117.28 +2.19 0.99
(Cosolvente 1 + PBS)
Galantamina 16.70 £1.38 0.99
Hippeastrum sp.
Solucion Madre 2 106.95 + 1.07 0.99
(Cosolvente 1 + cosolvente 2 a
una concentraciéon 1 +PBS)
Galantamina 16.13+£0.39 0.99
Hippeastrum sp.
Solucion Madre 3 105.06 + 2.14 0.99
(Cosolvente 1 + cosolvente 2 a
una concentracion 2 + PBS)
Galantamina 16.03.£0.03 0.99

Realizado por: Lliguin Mejia, Brygith, 2019

La solucion madre 1 dio un ICsp de 117.28 + 2.19 pg/ml, la solucién madre 2 con un ICso de 106.95
+1.07 pg/mly la solucion madre 3 con un ICsp de 105.06 + 2.14 pg/ml. Observando que la solucion
3 tuvo mejor actividad enzimatica, evidencidndose que los alcaloides estan disueltos de manera méas
efectiva usando el cosolvente 2 a una concentracion 2, siendo a simple vista traslucido y con menor

cantidad de particulas suspendidas.
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La actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa, del extracto alcaloidal de Hippeastrum
sp. fue mucho mayor (105.06 + 0.77 pg/ml) al compuesto de referencia galantamina con el ICso de
16.03 £ 0.77 pg/ml.

Estudios realizados sobre la enzima butirilcolinesterasa en Hippeastrum reticulatum evidencia que
no existe inhibicion enzimatica, mientras que la galantamina presento inhibicién con un ICs, de 0.823
£ 0.041 pg/ml (Tallini , y otros, 2017). Hippeastrum argentinum mostro una actividad inhibitoria débil

frente a esta enzima con un 1Cspde 125.36 + 0.026 pg/ml (Ortiz et al, 2016: p.1576).
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CONCLUSIONES

e Se logré obtener el extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., a partir de los bulbos de la especie
vegetal antes mencionada, mediante un procedimiento en donde se utilizé cosolventes organicos

con cambios de pH, obteniendo un rendimiento de 0.95 %.

e Se identifico6 mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas cuatro
alcaloides en el bulbo de Hippeastrum sp., siendo montanina el compuesto mas abundante,

seguido por tazetina y en menor cantidad los alcaloides de crinina y licorina.

e Se evaluo la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp., sobre la enzima
acetilcolinesterasa utilizando como compuesto de referencia galantamina, con diferentes
cosolvente, siendo la solucion madre 3 (cosolvente 1y cosolvente 2 a una concentracién 2 junto
con PBS), dando un ICs de 7.25 + 0.11 pg/ml, lo que corresponde a una actividad inhibitoria
alta sobre AChE.

e En el caso de la enzima butirilcolinesterasa, la mejor actividad enzimética se determiné usando
la solucién madre 3, en la que el ICso fue de 105.06 + 2.14 ug/ml, representando una actividad

inhibitoria alta del extracto alcaloidal de Hippeastrum sp.
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RECOMENDACIONES

Hippeastrum es un género vegetal ornamental muy apreciado y comercializado, por lo general
han sido cultivadas en jardines por sus atractivos colores. Por ello, seria recomendable continuar

manteniendo esta especie a través de cultivos.

Los protocolos para obtener los resultados de actividad inhibitoria enziméatica deben ser seguidos
adecuadamente ya que el tiempo y temperatura influye sobre estos datos.

Se recomienda realizar estudios sobre el género Hippeastrum ya que contiene alcaloides que son
beneficiosos como antitumorales a mas de su gran actividad sobre las enzimas acetilcolinesterasa

y butirilcolinesterasa.
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION DE Hippeastrum sp.

Hippeastrum sp., recolectada en Riobamba

ANEXO B: PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Seleccién de los bulbos en buen
estado

Bulbos limpios para realizar cortes de
1.5cm



Secado de bulbos de Hippeastrum sp., para
luego ser molidos y pesados.

ANEXO C: EXTRACCION DE ALCALOIDES

Extraccion alclaoidal con éter etilico Colocado de sulfato de sodio anhidro y
goma arabiga para luego filtrarlo.



Concentracion de los alclaoides por Alcaloides de Hippeastrum sp.
medio del rotavapor.

Extracto puro de alcaloides de
Hippeastrum sp.



ANEXO D: PREPARACION DE SOLUCIONES

- B1435998 742

Tauchend 37%
thidrico fumante 37%

Solucién salina'y PBS Pesaje de reactivos



ANEXO E: MICROPLACA LUEGO DE LA LECTURA

ANEXO F: CURVAS DE INHIBICION ENZIMATICA SOBRE ACETILCOLINESTERASA
(ACHE) DEL EXTRACTO ALCALOIDAL DE Hippeastrum sp., TRES REPETICIONES.
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ANEXO G: CURVAS DE INHIBICION ENZIMATICA SOBRE BUTIRILCOLINESTERASA
(BUCHE) DEL EXTRACTO ALCALOIDAL DE Hippeastrum sp., TRES REPETICIONES.
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ANEXO H: CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS
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CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA DENOMINADO: “LA BIODIVERSIDAD DE AMARYLLIDACEAE COMO FUENTE DE RECURSOS
NATURALES PARA SU EXPLOTACION SOSTENIBLE™ CELEBRADO ENTRE EL ESTADO ECUATORIANO, A
TRAVES DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE: Y, LA UNIVERSIDAD TECNOLOGICA INDOAMERICA

Minsgterio
il Ambiente

MAE - DNB - CM - 2015 - 0054

COMPARECIENTES:

A la suscripcion del presente Confrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos comparecen, por una parie el
Ministenio del Ambiente, 3 fravés de la Subsecretaria de Patrimonio Natural, legalmente represantado por el BiSlogo
Frarcisco José Prieto Auja, en su calidad de Subsecretario de Patrimonio Natural, delegado de la maxima autoridad
conforme se desprende del Acuerdo Ministerial Nro. 024 de 09 de marzo de 2016, publicado en ¢l Registro Oficial
Nro. 725 de 04 de abril de 2016, a quien en adelante s le denominard “MAE"; y, por olra parte, la Universidad
Tecnologica Indoamérica, debidamente representada por el Doctor Frankiin Edmunde Tapia Defaz, en su calidad de
Rector, conforme se desprende del Nombramiento de Autoridad Nro. 007-2015 de 15 de julio de 2015, certificado el
23 de diiembre de 2016 por el Doctor Peblo Suarez Secretario Procuredor de la Universidad Tecnoligica
Indoamérica, que se agrega como decumento habilitante y a quien en adelante se le denominara “UTI;

Las partes convienen en celebrar, el presente Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos respecio de la
sokcitud del proyecty de investigacion ceentifica denominado “La blodiversidad de Amarylidacese como fuente de
recursos nafursles para su explofacion sostenible”, contenido y estipulado en Ias siguientes clausulas:

PRIMERA. ANTECEDENTES.-

1. La Constitucion de la Replblica del Ecuador, en los articulos 3, numeral 7 y 83, numerales 6 y 13 establece como
deberes y responsabilidades del Estado y de sus habitantes el resquardo del patrimonio cultural y natural del pais, asi
como también el respeto @ los derechos de la naturaleza, la preservacion de un ambiente sano y utiizacion de los
recursos naturales de modo racional, susténtable y sostenble;

2. La Constitucion de la RepUblica del Ecuador, en los articulos 14, 74, 275, 275, 387, 388 reconcee el derecho de la
poblacion & vivir en un ambiente sano y ecolbgicamente equilibrado, que garantics la sostenibilidad y el buen vivir,
sumak kawsay. Declara de interés plblico la preservacidn del ambiente, la conservacion de los ecosistemas, la
biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pals, la pravencion del dafio ambiental y |a recuperacion de
los espacos naturales degradados. Ademas, establece como un requerimiento para el buen vivir, que las personas,
comunidades, pueblos y nacionalidades gocen efectivamente de sus derechos, y ejerzan responsabilidades en el
marco de ia interculturalidad, del respeto a sus diversidades, y de ia convivencia armdnica con la naturaleza;

3. La Conslitucion de la Repiblica del Ecuador, en los articulos 313 y 400 establecen que el Estado ejercera la
soberania sobre la biodiversidad y el paimonio genélico, considerados sectores estratégicos, sobre los cuales el
Estado se reserva el derecho de admnistrar, regular, controlar y gestionar de acuerdo a los principios de
sostenibilidad ambiental, precaucion, prevencion y eficienca;

4, La Constitucién de la Replidica del Ecuador, en el articulo 322 reconoce la propiedad intelectual de acuerdo con
las condiciones que sefale 1s ley, asi como prohibe toda forma de apropiacidon en el ambito de las ciencias,
tecnologias, saberes ancastrales y sobre los recursos genélicos que contienen la diversidad bioligica y fa agro-
biodversidad;

5. La Constitucién de la Replblica del Ecuador, en los articulos 385, 385, 387 y 388, establece como una
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ANEXO I: GUIA DE MOVILIZACION DE Hippeastrum sp.
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DIRECCION PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE CHIMBORAZO
GUIA DE MOVILIZACION DE ESPECIMENES DE FLORA Y
FAUNA SILVESTRE Nro. 020-2018

Fecha de emision:  27-09-2018 10H00 (Fecha y hora).
Fecha de movilizacion: 28-09-2018 Valido hasta: 29-09-2018 (Max 24 horas)

La Direccion Provincial del Ambiente de Chimborazo, Autoriza a: Karen Lisseth Acosta Leon Cédula:
‘ 1003089016, para la movilizacion de especimenes de FLORA desde: Provincia de Chimborazo, hacia:

' Provincia de Pichincha, cantén Quito. sitio: Herbario Universidad Tecnologica Indoamérica de acuerdo al

siguiente detalle:

Familia Especie Descripcion del espécimen Estado Cantidad
o parte constitutiva

Amaryllidaccac | Hippeastrum sp. Hojas. flores. bulbo En bolsas plasticas 3
(mucstras frescas)

3 muestras

Observaciones:

Las muestras fueron recolectadas en la Provincia de Chimborazo. Canton Riobamba. Ciudad de Riobamba. con
Contrato Marco de Aceeso a los Recursos Genéticos: MAEEDNB-2015-0054: “La Biodiversidad de Amarvilidaceae
como fuente de recursos naturales para su explotacion sostenible™.

Movilizacién:
Vehiculo: Chevrolet Sail Color: Blanca Placa: HBB8133
Conductor: Xavier Hernan Lliguin Cédula: 0602440133

Motivo de movilizacion:
Iraslado a Unidad de mancjo (x) Nombre: Herbario Universidad Tecnolégica Indoamérica
Patente: 005-2018-FLO-DPAP-MA

Investigacion (x) Contrato Marco: MAE-DNB-CM-2015-0054
Fxhibicion itinerante ( no ) Nombre:
Otros

;CiON PROVIN

RAENTE PEGHIMBORAZO
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DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE CHIMBORAZO

ENTREGO CONFORME
DIRECCION PROVINCIAL
DEL AMBIENTE DE
: CHIMBORAZO \ X

VIDASILVESTRE  del Ambient
RESPONSABLE UNIDAD DE VIDA SILVESTRE

DIRECCION PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE CHIMBORAZO




ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE
CHIMBORAZO

DIRECCION DE BIBLIOTECAS Y RECURSOS DBRAI
PARA EL APRENDIZAJE Y LA INVESTIGACION

UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS
REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 14 /02 /2020

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: Brygith Verdnica Lliguin Mejia

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Bioquimica y Farmacia

Titulo a optar: Bioguimica Farmacéutica

f. Analista de bibliotecas responsable:




