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RESUMEN

El presente trabajo de titulacion tuvo como objetivo determinar la actividad inhibitoria de la fraccion
alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, especie
perteneciente a la familia Amaryllidaceae. Mediante el proceso de maceracion con metanol se obtuvo
el extracto bruto, se realizo la extraccién alcaloidal en base a protocolos con cambios de pH y uso de
solventes organicos, obteniendo asi un rendimiento de alcaloides total de 1.634 %. Los alcaloides
fueron identificados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Para la
determinacién de la actividad inhibitoria sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa
se empled el método colorimétrico de Ellman et al. (1961), modificado por Ortiz et al. (2016) y se
uso6 galantamina como compuesto de referencia, para el calculo del IC50. En el extracto alcaloidal de
Hymenocallis sp. se identificaron 4 alcaloides, el alcaloide mayoritario fue tazetina con una
concentracion de 66.3107 microgramos gal/100 mg PS, seguido por licorina con un 12.2823
microgramos gal/100 mg PS, en menor cantidad se encuentra hemantamina con el 10.3387
microgramos gal/100 mg PS'y licoramina con el 10.0148 microgramos gal/100 mg PS. En la actividad
inhibitoria de la fraccion alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre la enzima acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa se determiné el IC50, empleando una variacién en las concentraciones del
cosolvente A y cosolvente B, de esta manera se obtuvo el mejor IC50 en la solucién madre 3 con un
IC50 de 13.60 con variacion de 1.55 microgramos/ml en AChE y en BuChE se obtuvo el mejor IC50
de 166.30 con variacion de 2.09 microgramos/ml en la solucién madre 1. La actividad inhibitoria de
Hymenocallis sp. sobre la enzima acetilcolinesterasa se considera alta y sobre la enzima
butirilcolinesterasa se considera media. Se recomienda realizar mas estudios sobre Hymenocallis sp.

debido a su escasa informacion y por su contenido alcaloidal con potencial farmacologico.

Palabras clave: <ALZHEIMER>, <LIRIOS (Hymenocallis sp)>, <ACETILCOLINESTERASA>,
<BUTIRILCOLINESTERASA>, <EXTRACTO ALCALOIDAL>, <ACTIVIDAD
INHIBITORIA>.
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ABSTRACT

The purpose of this titration work was to determine the inhibitory activity of the alkaloidal fraction
of Hymenocallis sp. on the enzyme’s acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, species
belonging to the Amaryllidaceae family, through the process of maceration with methanol. The crude
extract was obtained, alkaloidal extraction was performed based on protocols with changes in pH and
use of organic solvents, thus obtaining a total alkaloid yield of 1.634 %. The alkaloids were identified
by gas chromatography coupled to mass spectrometry. For the determination of the inhibitory activity
on the enzyme’s acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, the colorimetric method of Ellman
et al. (1961), modified by Ortiz et al. (2016) and galantamine was used as the reference compound,
for the calculation of IC50. In the alkaloidal extract of Hymenocallis sp. four alkaloids were identified,
the majority alkaloid was tazetine with a concentration of 66.3107 g gal / 100 mg PS, followed by
licorin with a 12.2823 ug gal / 100 mg PS. In a smaller amount, hemantamine is found with 10.3387
Kg gal / 100 mg PS and lycoramine with the 10.0148 ug gal / 100 mg PS. In the inhibitory activity of
the alkaloidal fraction of Hymenocallis sp. on the enzyme acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase the IC50 was determined, using a variation in the concentrations of cosolvent
A and cosolvent B. In this way the best IC50 was obtained in the stock solution 3 with an IC50 of
13.60 £ 1.55 pg/ml in AChE and BUChE the best IC50 of 166.30 + 2.09 ug / ml was obtained in the
stock solution I. The inhibitory activity of Hymenocallis sp. on the enzyme acetylcholinesterase is
considered high, and on the enzyme butyrylcholinesterase, it is deemed to be medium. Further studies
on Hymenocallis sp. due to its limited information and its alkaloidal content with pharmacological

potential.

Keywords: <ALZHEIMER>, <LIRIOS (Hymenocallis sp)>, <ACETILCOLINESTERASE>,
<BUTIRILCOLINESTERASA>, <ALCALOIDAL EXTRACT>, <INHIBITORY ACTIVITY>.
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INTRODUCCION

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa, la cual se encuentra asociada con la edad y la
genética, causando inicialmente problemas en las funciones mentales o cognitivas como: el olvido,
problemas de lenguaje, depresion, comportamiento agresivo, entre otros; estos efectos varian de

persona a persona de forma lenta y gradual (Custodio y Montesinos, 2015, p.53).

A lo largo del tiempo el Alzheimer se ha convertido en una de las enfermedades de demencia de gran
interés e impacto, debido a que la misma prevalece y se va duplicando cada 5 afios después de los 65

afios de edad, constituyendo asi del 50 al 60 % de los sindromes demenciales en estudios posmorten
(Castro y Martinez, 2008, p.2).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (0Ms,2017, p.1), el 39 % de la poblacién en Ecuador padece
de Alzheimer y el 36,5 % a nivel mundial. Esta enfermedad al no tener cura, se estima que las cifras

iran incrementando hasta un 63 % en el afio 2030 y en el afio 2050 hasta el 68 %.

En base a ensayos clinicos se ha demostrado que los inhibidores de acetilcolinesterasa (AChEI)
(rivastigmina, donepecilo, galantamina) y memantina son los principales farmacos aprobados por la
FDA. Estos farmacos acttian aumentando la actividad colinérgica cerebral, ademas cabe recalcar que
actualmente se esta tratando la enfermedad del Alzheimer con inhibidores de butirilcolinesterasa

(BuChEI) como la cimserina.

Ecuador desde un punto de vista geografico es un pais pequefio, pero es uno de los 17 paises mega-
diversos en todo el mundo, ademas posee un 10% de todas las especies de plantas que existe en el
planeta (Consulado del Ecuador, 2017, pp. 1-2).

La familia Amaryllidaceae en el Ecuador estd formada por 36 especies, 12 de ellas son estimadas
como endémicas, las mismas que se encuentran distribuidas entre 0 y 400 m de altitud, en habitats
variados como valles secos interandinos, bosques de litoral seco y himedo; cabe recalcar que especies
de esta familia son comercializadas como plantas ornamentales. Ademas, es importante tener en

cuenta que 8 especies estan en peligro de extincidn y 4 son vulnerables (Yénez et al., 2012,p.17).

Los alcaloides presentes en la familia Amaryllidaceae son isoquinolinicos y presentan varias
actividades como: antivirales, antimicrobiano, antineoplasico. El alcaloide con mas relevancia es la

galantamina, el cual se encuentra en diferentes especies de plantas de la familia Amaryllidaceae,



siendo destacable sus propiedades sobre el sistema colinérgico como inhibidor de acetilcolinesterasa

(AChE) y como farmaco en el tratamiento del Alzheimer.

El primer alcaloide aislado fue la licorina de Narcissus pseudonarcissus en 1877, a partir de ello se
han producido considerables progresos en el estudio de plantas de Amaryllidaceae, existiendo adn
muchas fuentes fitoquimicas sin explotar. Hasta la actualidad se han podido aislar 300 alcaloides
aproximadamente en este tipo de plantas, a pesar que sus estructuras varian considerablemente entre

si, se considera que estos alcaloides estan relacionados biogenéticamente (Bastida et al., 2011, p.66).

El género Hymenocallis de la familia Amaryllidaceae tiene entre 50 y 60 especies, se distribuye en el
sureste y centro de los Estados Unidos de América, islas del Caribe, México, Centroamérica y noreste

de Sudameérica (Garcfa, 2010, p.625).

En México se han realizado varios estudios basados en informacién morfolégica y molecular sobre

el género Hymenocallis con el fin de identificar nuevas especies (Garcia, 2010, p.625).

Existen muy pocos estudios sobre el género Hymenocallis, pero uno de estos estudios relevantes sobre
este género fue la determinacién de la actividad inhibitoria de extractos de algunas plantas
Amaryllidaceae, entre ellas se encuentra Hymenocallis littoralis, que presenta un 1Cso de 90 pg/mi

sobre la enzima acetilcolinesterasa (Hammoda et al.,2011, p.2).

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar la actividad inhibitoria de la fraccion

alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa.

Esta investigacion forma parte del proyecto CYTED “LA BIODIVERSIDAD IBEROAMERICANA
COMO FUENTE DE RECURSOS NATURALES PARA SU EXPLOTACION SOSTENIBLE
(BIFRENES)”, el cual tiene como finalidad establecer las bases para el aprovechamiento de recursos
naturales en la busqueda de principios activos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y
otras enfermedades neurodegenerativas, que se puedan emplear como una estrategia terapéutica en el
tratamiento paliativo de esta enfermedad con la administracidn de galantamina, un alcaloide de alto

valor afiadido, exclusivo de las Amaryllidaceae (BIFRENES,2018).

Esta investigacion se encuentra vinculada con el objetivo 1 del Plan Toda una Vida, en el que indica
que el Estado debera garantizar una vida digna con iguales oportunidades para todas las personas,

con el fin de cumplir sus propositos a lo largo de la vida (Secretaria Nacional de Planificacién y Desarrollo,
2017, pp.53-55).



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad inhibitoria de la fraccion alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre las enzimas

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

Objetivos Especificos

Obtener el extracto bruto alcaloidal de los bulbos de Hymenocallis sp. mediante el protocolo

que se basa en cambios de pH y el uso de solventes organicos.

Identificar los alcaloides del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. por medio de

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

Determinar la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal total de Hymenocallis sp. sobre las
enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, usando un método colorimétrico de Ellman

etal. (1961), modificado por Ortiz et al. (2016) y como compuesto de referencia galantamina.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Alzheimer

1.1.1. Descripcion

El médico aleméan Alois Alzheimer gracias a sus aportes cientificos en 1906 describié por primera
vez la inusual enfermedad de la corteza cerebral en Tubingen, catalogando asi a la Enfermedad de
Alzheimer (EA) (Pérez y Trullén, 2013, pp.129-130).

La enfermedad del Alzheimer es un proceso neurodegenerativo del sistema nervioso central que se
caracteriza por la pérdida lenta y gradual de la memoria, la misma que involucra cambios citoldgicos,
histoldgicos e inmunohistoquimicos, entre los mas destacados; dafios en las habilidades cognitivas,

como el lenguaje, pensamiento abstracto, juicio y el reconocimiento de lugares o personas (Allegri et
al., 201, p.121).

El curso natural de la enfermedad del Alzheimer, estd muy relacionado con los cambios
histopatoldgicos que ocurren en el cerebro de estos pacientes. Estos cambios neuropatol6gicos son:

pérdida de neuronas y sinapsis, antipatia amiloidea, placa senil y cambio neurofibrilar de Alzheimer
(Rodriguez et al., 2003a:p.135).

1.1.2. Factores de riesgo

En la enfermedad del Alzheimer se han realizado varios aportes sobre estudios epidemiolégicos,
genéticos y bioquimicos, por medio de los cuales se consideran los siguientes factores de riesgo en la
EA.



Edad: En la actualidad se ha considerado a la edad como un factor de riesgo relevante en la EA,
debido a que la prevalencia de dicha enfermedad se duplica cada 5 afios a partir de los 60 afios de

edad, sin embargo, no es el Unico factor de riesgo para padecer esta patologia cerebral.

Sexo: las mujeres presentan mayor indice de prevalencia de presentar la enfermedad de Alzheimer; a
su vez se ha demostrado que los estroégenos presentan una proteccién en mujeres premonopausicas,

ya que el 17 B-estradiol previene la muerte celular inducida por el péptido B-amiloide.

Genética: Se ha demostrado que existen marcadores genéticos en la EA los cuales se han dividido en

dos tipos:

Determinantes: Son mutaciones genéticas que ocurren en los cromosomas 1, 14 y 21; estas
mutaciones son muy infrecuentes, pero son responsables de la enfermedad precoz de Alzheimer en
pacientes de 35 a 55 afios de edad.

Predisponentes: Estas mutaciones se asocian con un mayor riesgo de padecer la EA, dichas
mutaciones se forman en el cromosoma 1 a nivel del alelo €4, gen encargado de codificar a la

aloproteina E; la cual se ubica en el cromosoma 19 (Barranco-Quintana et al.,2005, p.614).

1.1.3. Estadios en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad del Alzheimer al ser una enfermedad que afecta la corteza cerebral se han considerado

dos estadios de gran relevancia:

Estadio de predemencia (prodrémica), la cual se caracteriza por ser sintomatica incluyendo
el déficit esporédico en el recuerdo, pero que no afectan las actividades instrumentales del
diario vivir, detectando asi, la aparicion de marcadores biolégicos en el liquido
cefalorraquideo (LCR) (Allegri et al., 2011a: p.122).

Estadio de demencia, la cual se caracteriza por presentar una pérdida de habilidades
cognitivas severas que afectaran a las funciones del diario vivir del paciente y requieren la

ayuda de sus familiares para poder realizar alguna actividad (Allegri, 2011b: p.122).



1.14. Fisiopatologia en la enfermedad de Alzheimer

La fisiopatologia de la enfermedad del Alzheimer presenta dos lesiones histopatoldgicas; las lesiones
por depdsitos de la proteina - amiloidea (placas seniles) y lesiones por la presencia de marafias

intracelulares (neurofibrilares) formadas por proteinas tau hiperfosforilada (Gutiérrez et al., 2017a: p. 11).

Conocer la causa especifica de estas lesiones es complejo, pero en base a varios estudios realizados
han mostrado que estas dos lesiones estan relacionadas entre si, ya que la forma soluble de la proteina
B- amiloidea desencadena la fosforilacion de la proteina tau y a su vez la misma interaccion de ambas

proteinas inducen a la fosforilacion de la proteina tau (Gutiérrez et al., 2017b: p. 12).

1.2. Tratamiento del Alzheimer

Al no existir cura alguna para la enfermedad de Alzheimer se han buscado alternativas farmacoldgicas
y no farmacoldgicas, para ser empleados como paliativos de la enfermedad con el fin de brindar una

mejor calidad de vida para las personas que padecen de la EA.

1.2.1. Tratamiento farmacol6gico

En base a ensayos clinicos se ha demostrado que los inhibidores de acetilcolinesterasa (AChEI)
(rivastigmina, donepecilo, galantamina) y memantina son los principales farmacos aprobados por la
FDA. Estos farmacos actiian aumentando la actividad colinérgica cerebral, ademas cabe recalcar que
actualmente se esta tratando la enfermedad del Alzheimer con inhibidores de Butirilcolinesterasa

(BuChEIl) como la cimserina.

Los AChEI y memantina se emplearan en los pacientes dependiendo del grado en el gue se encuentre
la EA, de ligero a moderadamente grave se considerara de primera eleccion a los inhibidores de

acetilcolinesterasa (rivastigmina, donepecilo, galantamina) y en el caso de moderado a



moderadamente grave se emplearda memantina con inhibidores de acetilcolinesterasa (Sanchez et al.,
2015, p. 4318).

1.2.1.1. Galantamina

En 1940 fue aislada la galantamina de Galanthus nivalis, mostrando ser un inhibidor reversible y
competitivo de acetilcolinesterasa, es por ello que la galantamina es indicada para el tratamiento
sintomético de la enfermedad de Alzheimer leve o moderada. La galantamina es eficaz y bien
tolerado, por lo cual existe mejoras a corto plazo en la funcién cognitiva y en las actividades de la

vida cotidiana en los pacientes que padecen de la enfermedad de Alzheimer (Bastida et al., 2011c: pp.90-
91).

La galantamina tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, actuando en el sistema
nervioso central; lo que conlleva a la estimulacion de los receptores nicotinicos pre y post-sinapticos
(evitan la apoptosis inducida por toxicidad de B-amiloide) y existe un aumento en la actividad de la

acetilcolina y la liberacion de neurotransmisores (Bastida et al., 2011d: p.91).
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Figura 1-1: Estructura Quimica de Galantamina

Fuente: (Marian Carretero, 2003)



1.2.2. Tratamiento no farmacoldgico

Dentro de este tratamiento se emplean terapias ocupacionales (TO), estas terapias consisten en
realizar ciertas intervenciones como: estimulacion sensorial, estimulacion cognitiva, musicoterapia y

entrenamiento de memoria; con el fin de mejorar las funciones cognitivas y emocionales del paciente
(Mantilla et al., 2016, p. 354).

1.2.2.1. Etiologia de la enfermedad del Alzheimer

Al no existir un origen o una causa especifica que justifique claramente la aparicién del Alzheimer,
se adoptaron hipétesis, que buscan explicar los principios sobre la presencia de la enfermedad, estas

hipotesis son:

12211 Hipotesis Colinérgica

En la hipotesis colinérgica se ha comprobado que existe un déficit colinérgico, disminucion del
neurotransmisor de acetilcolina y pérdida de las capacidades cognitivas de los enfermos, mostrando
asi gue los Unicos tratamientos que actualmente se administran para mejorar las funciones cognitivas

de los mismos son los farmacos colinérgicos (Castro y Martinez, 2008, p.1).

En la actualidad se cree que esta hipdtesis no es la causa de la enfermedad del Alzheimer, sino que la
deficiencia del neurotransmisor (acetilcolina) es el resultado de los dafios cerebrales provocados por

la misma enfermedad.

Basandose en la estructura y los mecanismos bioquimicos de la sinapsis se estan desarrollado las

siguientes estrategias terapéuticas:

e Precursores de acetilcolina

e Agonistas nicotinicos



e Liberadores de neurotransmisores

e Agonistas Muscarinicos M1 o Antagonistas Muscarinicos M2

« Inhibidores de acetilcolinesterasa (Castro y Martinez, 2008, p.1).
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Figura 2-1: Transmision colinérgica

Fuente: (Bertram Katzung, 2017)

1.2.21.1.1. Acetilcolina en la enfermedad de Alzheimer

La acetilcolina es un neurotransmisor que se forma en las neuronas colinérgicas a partir de dos
precursores: colina y acetil coenzima A. Este neurotransmisor se encargara de la comunicacidn entre
las células nerviosas, pero cabe recalcar que la funcion de la acetilcolina se vera alterada en la
enfermedad de Alzheimer existiendo una pérdida constante del neurotransmisor y causando asi

circuitos colinérgicos en el sistema neuronal (Gonzélez, 2013, p.42).

1.2.21.1.2. Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es la enzima responsable de la hidrélisis del neurotransmisor de acetilcolina

(ACh). En la sinapsis neuronal este neurotransmisor (ACh) que se encuentra libre va a interaccionar



con los receptores nicotinicos y muscarinicos. A nivel pre sinaptico la activacién nicotinica
favorecera a la liberacion de otros neurotransmisores y a nivel post-sinaptico las sefiales nicotinicas

forman otro potencial de accién que se transmitira a otras neuronas (Abizanda y Jordan, 2011).

En la activacién muscarinica se controla la excitabilidad de neuronas por adenilato ciclasa y fosfolipasa
C, la unién de los receptores (nicotinicos, muscarinicos) y acetilcolina cesa al momento de hidrolizarse
por la enzima acetilcolinesterasa, esta enzima es capaz de hidrolizar hasta veinticinco mil moléculas de

ACh cada segundo (Abizanda y Jordéan, 2011).

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa se clasifican en cuatro categorias:

¢ Inhibidores pseudoirreversibles.
¢ Inhibidores irreversibles.
¢ Inhibidores de tipo analogos de estados de transicion.

e Inhibidores reversibles (Carretero, 2007, p. 115).

1.2.2.1.1.3. Butirilcolinesterasa

La butirilcolinesterasa (BuChe) es una enzima también conocida como pseudocolinesterasa,
colinesterasa sérica, colinesterasa en plasma o falsa colinesterasa, posee mejor capacidad de

hidrolizar la butirilcolina a diferencia de otros ésteres.

La butirilcolinesterasa es sintetizada en el higado, se encuentra en ciertos tejidos a excepcion de los
eritrocitos, no posee una funcién biolégica conocida, pero posee gran importancia toxicolégica y

farmacoldgica.

La funcion principal que tiene la enzima BuChe es hidrolizar esteres exdgenos que estan presentes en
la succinilcolina, 4&cido acetilsalicilico, mivacurio, cocaina, heroina y varios farmacos

anticonvulsionantes (Manzano et al., 2017, pp. 98-99).
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1.2.2.1.2. Hipotesis de la cascada Amiloide

La hipotesis de la cascada amiloide indica que la proteina precursora de amiloide es la causante de la
enfermedad del Alzheimer, debido a los depositos que se generan del péptido B-amiloide; lo cuales
posteriormente formaran placas seniles y ovillos neurofibrilares en la neurona, dejandola sin

funcionar y provocando asi la muerte de la misma (Folch, 2018a: p.49).

1.2.2.1.3. Hipotesis de la proteina Tau

La proteina tau es considerada como la responsable de la muerte de las neuronas en los trastornos de
la enfermedad del Alzheimer, ya que esta proteina es una sustancia fundamental para crear el
esqueleto de la célula neuronal; al encontrarse alterada producird una acumulacién de ovillos
neurofibrilares en la sinapsis, causando asi la muerte neuronal por apoptosis, debido a que, las

neuronas del cerebro no podran limpiar la acumulacion de proteinas no deseadas y tdxicas (Folch,
2018b: p.49).

1.22.1.4. Hipotesis Viral

La idea central de esta hip6tesis se basa en que una bacteria o virus pueden relacionarse como causales
de la enfermedad del Alzheimer, ya que un grupo de investigadores han hallado una evidencia de que
los herpes virus, como el herpes labial pueden desencadenar dicha enfermedad, tomando en cuenta
gue este virus generalmente se detecta temprano en la vida y permanecen inactivos en algin lugar del

cuerpo, pero a medida que envejecemos, casi siempre migran al cerebro (Eimer et al, 2018, pp. 56-59).
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1.3. Familia Amaryllidaceae

1.3.1. Amaryllidaceae en el Ecuador

La familia Amaryllidaceae son hierbas perennes, bulbosas; bulbos tunicados; sus raices son de dos
tipos: contractiles y perennes; por lo general estas son carentes de olor; tépalos de 6, usualmente

fusionados en la base formando un tubo largo o corto (UNDELAR, 2013).

La Familia Amaryllidaceae en el Ecuador esta formada por 36 especies, 12 de ellas son estimadas
como endémicas, las mismas que se encuentran distribuidas entre 0 y 400 m de altitud, en habitats
variados como valles secos interandinos, bosques de litoral seco y himedo. Cabe recalcar que las
plantas de la familia Amaryllidaceae son comercializadas como plantas ornamentales, ya que de todas

estas especies 8 estan en peligro de extincion y 4 son vulnerables (Yanez et al., 2012, p.17).

Figura 3-1: Distribucion Geografica de Amaryllidaceae

Fuente: (UNDELAR, 2013)

En el Ecuador existen 36 especies de plantas de la familia Amaryllidaceae, entre las méas 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. (Carrasco, 2017, pp. 24-25).
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1.3.2.  Hymenocallis sp.

El género Hymenocallis de la familia Amaryllidaceae tiene entre 50 y 60 especies, se distribuye en el
sureste y centro de los Estados Unidos de América, islas del Caribe, México, Centroamérica y noreste

de Sudamérica (Garcia, 2010a: p.625).

Se han realizado varios estudios basados en informacién morfolégica y molecular, sobre el género

Hymenocallis con el fin de identificar nuevas especies y poder diferenciarlas (Garcia, 2010b: p.625).

1.3.3. Taxonomia: Hymenocallis sp.

Hymenocallis sp. pertencea al Reino plantae, Filo Tracheophyta, Clase Liliopsida, Orden
Asparagales, Familia Amaryllidaceae y Género Hymenocallis (GBIF, 2017)

Dentro del género de Hymenocallis sp. se encuentra una gran variedad de especies como:
Hymenocallis caribaea, Hymenocallis littoralis, Hymenocallis harrisiana, Hymenocallis latifolia,
Hymenocallis coronaria, Hymenocallis occidentali, Hymenocallis palmeri, Hymenocallis rotata,

Hymenocallis tubiflora, Hymenocallis speciosa, Hymenocallis tridentata, entre otros (GBIF, 2017).

1.3.4. Alcaloides de Amaryllidaceae

Una caracteristica exclusiva de las Amaryllidaceae es la presencia de un grupo de alcaloides de tipo
isoquinolina, que han sido aislados de las plantas de todos los géneros de esta familia, de los cuales
la mayoria no se encuentra en ninguna otra familia de plantas (Bastida et al., 2011a: p.66).

El primer alcaloide aislado fue la licorina de Narcissus pseudonarcissus en 1877, a partir de ello se
han producido considerables progresos en el estudio de plantas de Amaryllidaceae, existiendo auln

muchas fuentes fitoquimicas sin explotar.

Hasta la actualidad se han podido aislar 300 alcaloides aproximadamente en plantas de la familia
Amaryllidaceae, a pesar que sus estructuras varian considerablemente entre si, se considera que estos

alcaloides estan relacionados biogenéticamente (Bastida et al., 2011b: p.66).

13



Las Amaryllidaceae segun su estructura se clasifican en nueve tipos de esqueleto: norbelladina,
licorina, homolicorina, crinina, hemantamina, narciclasina, tazetina, montanina, galantamina (Bastida
etal., 2011, p.67).

Muontanina

Figura 4-1: Estructuras Quimica de alcaloides de Amaryllidaceae

Fuente: (Bastida et al., 2011).

1.3.5. Acciones farmacoldgicas de alcaloides de Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae ha tenido gran interés farmacol6gico desde la antigiiedad, debido a las
acciones farmacoldgicas que presentan los alcaloides de esta familia, es por ello que a través de los

afios se han realizado amplios Screenings para conocer al alcaloide y su actividad farmacoldgica
(Bergofion, 1994a: p. 160).

Tabla 1-1: Acciones farmacoldgicas relevantes de los alcaloides de Amaryllidaceae

Alcaloides Accion farmacolégica
Acetilcaranina Antineoplésico en leucemia linfocitica murinica P-388
Ambellina Inmunoestimulante moderada
Crinamina Antineoplasico moderado sobre leucemia Rauscher
Crinasiadina, Crinasiatina Bacteriostatico
Galantamina Anticolinesterésico a nivel periférico, Neuroestimulante, Analgésico

actividad inferior que la morfina, terapia antialzheimer
Hemantamina Antineoplasica
Hipeastrina Antivirica potente sobre Herpes simplex

continua
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continua

Licorina Antineoplasico, Antivirica, Antiprotozoario
Narciclasina Antineoplasico
Pretazetina Antineoplésica, Antivirica

Fuente: (Bergofién, 1994b: pp. 160-162)
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

1.4. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Es una técnica en la cual se combina la capacidad de separacion de la cromatografia de gases con la
sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas; esta combinacion permite analizar y
cuantificar compuestos en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. Esta técnica esta

indicada para la separacién de compuestos organicos volatiles y semivolatiles (Gutiérrez y Droguet, 2002a:
p. 35).

1.4.1. Cromatografia de gases (GC)

Es una técnica analitica empleada para determinar la composicion de una mezcla de productos
quimicos (muestra). Se usan diferentes tipos de gases dependiendo del analizador y del tipo de
detector. El uso correcto del gas especial y del equipo al realizar una cromatografia de gases mejorara

considerablemente la precision de sus resultados analiticos.

En la cromatografia de gases se inyecta la muestra en la fase moévil, la cual generalmente es un gas
inerte (He), en esta fase los diferentes componentes de la muestra pasan a través de la fase estacionaria

que se encuentra fijada en una columna (Gutiérrez y Droguet, 2002b: p. 36).

1.4.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas mas completas, ya que presenta gran
capacidad de identificacion y proporciona un espectro caracteristico a cada molécula; también es

conocida por ser una técnica rapida ya que se puede realizar un espectro en décima de segundo.
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En el espectro de masas se procede a la ionizacion de muestras, este proceso es de impacto electrénico
debido a un bombardeo de electrones a las moléculas, con el fin de provocar una emision estimulada

de electrones y asi ionizarlas.

El espectro de masas puede identificar cualquier sustancia pura, pero no puede identificar
componentes individuales de una mezcla sin haber sido separados previamente sus componentes; es
por ello que la unién de las técnicas de EM y CG permite una separacion e identificacion de mezclas

mas complejas (Gutiérrez y Droguet, 2002c: p. 37).

1.5. Método Ellman

Es un método fotométrico que se emplea para determinar la actividad de acetilcolinesterasa en
extractos de tejidos; mediante un cambio de coloracién amarillenta se mide la actividad enzimética

de acetilcolinesterasa (Ellman et al., 1961a: pp. 88-89).

La coloracién se debe a la interaccién de la tiocolina con el acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB), para la medicion de la misma se utiliza un Espectrofotometro a una longitud de onda A=

412 nm (Ellman et al., 1961b: pp. 88-89).

Figura 5-1: Método Ellman

Fuente: (Ellman et al., 1961, p. 89).
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CAPITULO II

2.  MARCO METODOLOGICO

2.1. Poblacién de estudio

Se analizé la fraccién alcaloidal de 2 bulbos de Hymenocallis sp., que fueron recolectadas en la

provincia del Guayas.

2.2. Tamario de la muestra

Se recolectaron aproximadamente 100 g de bulbos frescos de Hymenocallis sp. y fueron sometidas a

un proceso de secado, obteniendo un peso final aproximado de 20 g.

2.3. Lugar de investigacion

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales en la Facultad de Ciencias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo donde se realizd la extraccion alcaloidal y los
ensayos de inhibicion. También colabor6 la Universidad de Barcelona (Espafia) en los andlisis de

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
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2.4. Equipos, Materiales y Reactivos

2.4.1. Equipos

Tabla 2-2: Equipos utilizados en los distintos procedimientos.

Equipos

Procedimiento

Estufa de secado

Molino Arthur H. Thomas

Preparacion del material vegetal

Balanza analitica

Pesaje del material vegetal, reactivos

Rotavapor

Sonicador Extraccion de alcaloides
Sorbona

pH-metro

Centrifuga Preparacion de reactivos

Congelador (-20 °C)

Refrigerador

Conservacion de reactivos

Espectrofotometro ELISA

Computador

Lector de Microplacas Thermo Scientific

Agitador Vortex

Cronémetro

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas

Identificacion alcaloidal

Ensayos de inhibicion enzimatica

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

2.4.2. Materiales

Tabla 3-2: Materiales en los distintos procedimientos.

Cantidad Materiales Procedimiento
2 Bal6n de aforo de 1000 ml
2 Bal6n de aforo de 100 ml
2 Bal6n de aforo de 25 ml
2 Vaso de precipitacion de 1000 ml
3 Vaso de precipitacion de 100 ml

18

continua




continua

Probeta de 100 ml

Pipeta de 10 ml

Pipeta de 5 ml

Pesamuestra

Varilla de agitacion

Frascos ambar de 1000 ml

Frascos &mbar de 250 ml

Espatula

Preparacion de reactivos

Baldn esmerilado de 250 ml

Vaso de precipitacion de 600 ml

Vaso de precipitacion de 250 ml

Vial de vidrio

Pipeta pasteur de vidrio

Embudo de separacion

R R R R BN R R N NN N R RN

Matraz de 1000 ml

Desecador

Extraccion alcaloidal

3500

Puntas amarillas de micropipeta

600

Puntas azules de micropipeta

Microplaca de 96 pocillos

Paleta de plastico para pipeta multicanal

100

Tubos Eppendorf de 1.5 ml

150

Tubos Eppendorf de 0.5 ml

Tubos Eppendorf de 2 ml

Tubos graduado falcon tapa azul de 20 ml

Tubos graduado falcon tapa ploma de 14 ml

Placas de hielo reutilizables

Placa de poliestireno

Rollo de papel aluminio

W Wl k| W N O

Papel absorbente de cocina

4

Caja de papel sin pelusa Elite

Determinacion de la actividad inhibitoria

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
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2.4.3. Reactivos

Tabla 4-2: Reactivos usados en los distintos procedimientos.

Reactivos

Procedimiento

Metanol CH4O

Preparacion del material vegetal

Acido sulfarico H2S04 (2% V/V)

Eter etilico (C2Hs)20

Hidréxido de amonio NHsOH (25% V/V)

Acetato de etilo C4HgO>

Sulfato de sodio anhidro NazSOa4

Goma arabiga

Obtencidn alcaloidal

Fosfato di potéasico K2HPO4

Bifosfato de sodio Na2HPO4

Cloruro de sodio NaCl

Acido clorhidrico HCI (0.5 N)

Hidrdxido de sodio NaOH (0.5 N)

Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus

Butirilcolinesterasa de suero equino

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

Yoduro de acetiltiocolina

Yoduro de butiriltiocolina

Galantamina

Determinacion de la actividad inhibitoria

Agua bidestilada

Agua destilada

Preparacion de reactivos y lavado de materiales

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019

2.5. Recoleccion del material vegetal

Se recolecto la especie Hymenocallis sp. en estado de floracion en el cantdn Daule provincia Guayas-

Ecuador en el mes de septiembre del 2018 a una altitud de 11 metros sobre el nivel del mar.

Se obtuvieron aproximadamente 100 g de bulbos frescos, bajo el contrato Marco de Acceso a
Recursos Genéticos del Proyecto de Investigacion Cientifica denominado: “La Biodiversidad de

Amaryllidaceae como Fuente de Recursos Naturales para su Explotacion Sostenible” MAE-DNB-

CM-2015-0054. (Anexo H)
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A su vez se tramitd el permiso de movilizacion desde la provincia del Guayas hacia Riobamba, en el
Ministerio del Ambiente de la ciudad de Guayaquil, Guia de movilizacion de Especimenes de Flora
y Fauna Silvestre Nro. 010-DPAG-LA-2018. (Anexo I)

2.6. Identificacion botéanica

La identificacion botanica de la especie vegetal fue realizada por la Dra. Nora Oleas, botanica

responsable del Herbario de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica (Quito-Ecuador).

2.7. Preparacion del material vegetal.

Después de la recoleccién de los bulbos de Hymenocallis sp. se procedio a la seleccion del material

vegetal tomando en cuenta ciertos criterios: que no presenten dafios mecanicos y microbioldgicos.

Al material vegetal seleccionado se realizd un acondicionamiento, el cual consistié en una limpieza

con agua destilada y alcohol, realizando cortes aproximadamente de 1.5 cm.

Estos cortes se los somete a secado a 60 °C durante 48 horas, una vez seco el material vegetal se

procedio al triturado en el molino Arthur Thomas.

2.8. Extraccion de alcaloides

Se pesaron 20 g del material vegetal triturado, el mismo que se colocé en un frasco &mbar con 800
ml de metanol durante 72 horas, empleando el sonicador en intervalos de 1 a 2 horas por dia.
Posteriormente se filtrd el macerado obteniendo el extracto crudo, dicho extracto se trasvaso a un
balén esmerilado, el mismo que fue sometido al rotavapor a una presion reducida con una temperatura

de 50 °C y obteniendo de esta manera el extracto crudo seco.
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El extracto crudo obtenido se colocd en un embudo de separacién, al cual se le acidifico con acido
sulfurico (2% V/V), al mismo se le realizé una limpieza con éter etilico por 4 veces; de esta manera

se obtuvieron dos fases: la fase organica que se desecha y la fase acuosa acida.

A la fase acuosa &cida se basifico afiadiendo hidroxido de amonio (25 % V/V) hasta llegar a un pH
10, posteriormente se realizé un lavado con acetato de etilo por 4 veces, mediante el cual se obtuvieron
dos fases: la fase acuosa alcalina que es desechada y la fase organica en la cual quedan retenidos los
alcaloides. A esta Ultima fase se afiade sulfato de sodio anhidro y goma arabiga con el fin de absorber

el agua sobrante en la muestra.

Se filtrd el extracto alcaloidal y se evapord el solvente en el rotavapor, obteniendo finalmente el

extracto de alcaloides total.

2.9. Identificacion de alcaloides por Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de
Masas (CG-EM)

La identificacién alcaloidal de Hymenocallis sp. por CG-EM se realizd en la Universidad de
Barcelona (Espafia), debido a que este trabajo de titulacion forma parte del proyecto “LA
BIODIVERSIDAD IBEROAMERICANA COMO FUENTE DE RECURSOS NATURALES PARA
SU EXPLOTACION SOSTENIBLE (BIFRENES)”.

El equipo que se utilizo para la identificacion de alcaloides fue el Cromatografo de Gases Agilent
6890 acoplada a Espectrometria de Masas 5975, dicho cromatografo posee una columna
SAPIENSX5-MS.

Los cambios de temperatura se dan de la siguiente manera:

= Inicial de 55 hasta 100 °C (60 °C/min)
= Endos minutos a 100 °C
= De 100 °C hasta 180 °C (15 °C/min)
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=  Enun minuto a 180 °C
= De 180 °C hasta 300 °C (5 °C/min)

El inyector tuvo una temperatura de 280 °C y el flujo de helio fue de 0,8 mL/min, el método que se
uso fue splitless. Para analizar los datos se utilizd el software AMDIS (NIST), el cual permite ratificar

la pureza de las sefiales y establecer indices de retencion (RI) (Acosta et al., 2014, p. 179).

2.10. Preparacion de muestras para ensayos de inhibicion enzimatica de Acetilcolinesterasa y

Butirilcolinesterasa

2.10.1. Preparacion de soluciones
» Buffer fosfato salino (PBS)
Para la preparacion de PBS se debe pesar fosfato dipotasico (K:HPO,) 8 mM, bifosfato de
sodio (NaH2PQO4) 2.3 mM y cloruro de sodio 0.15 M, aforando con agua bidestilada y ajustar
el pH a 7.5 con hidréxido de sodio.
» Solucién salina
Se prepard Na;HPO, a una concentracién 0.04 My se ajust6 a pH 7.5 con écido clorhidrico.
> Acido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB)
Se Prepara DTNB en cada tubo eppendorff con una concentracion de 2 mg/mL.
2.10.2. Preparacion de sustratos
» Yoduro de Acetilcolina (ATC)
Se prepara ATC con una concentracién de 1.7 mg/200 uL.
» Yoduro de Butirilcolina (BTC)
Se prepara BTC con una concentracion de 1.9 mg/200 uL.
2.10.3. Preparacion de enzimas
» Acetilcolinesterasa (AChE)
Se prepard AChE a una concentracion de 0.195 U/mL.
» Butirilcolinesterasa (BUChE)

Se preparé BuChE a una concentracién de 6.25 U/mg.
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2.11. Galantamina (compuesto referencia)

Se prepar6 12 mg de galantamina con una concentracion de 3.48 x10-* M de la solucién madre, a

partir de dicha solucion se prepararon las siguientes diluciones:

Tabla 5-2: Concentraciones de galantamina para los ensayos de inhibicion de acetilcolinesterasa y

butirilcolinesterasa.

Concentraciones de galantamina para Concentraciones de galantamina para
Acetilcolinesterasa Butirilcolinesterasa
12.5 mg/ml 1.25x 10* M 100 mg/ml 1x10“M
10 mg/ml 1x10°M 30 mg/ml 0.3x10°M
7.5 mg/ml 0.75x10°M 10 mg/ml 1x10°M
5 mg/ml 0.5x10°M 5 mg/ml 0.5x10°M
2.5 mg/ml 0.25 x 10-°M 1 mg/ml 1x10%M
0.5 mg/ml 0.5x10°M
0.1 mg/ml 1x107M 0.5 mg/ml 0.5x10%M

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

2.12. Muestra Alcaloidal de Hymenocallis sp.

Se realizaron los ensayos de inhibicion enzimatica disolviendo el extracto alcaloidal de Hymenocallis
sp. en diferentes cosolventes (A y B) variando las concentraciones, con el fin de determinar en qué

caso se obtenia mejores valores de ICs.

Las concentraciones finales para acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa se muestra en la tabla 6-2.
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Tabla 6-2: Concentraciones de Hymenocallis sp. utilizadas en los ensayos de inhibicion para

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa.

Soluciones de  Hymenocallis sp. para | Soluciones de Hymenocallis sp. para Butirilcolinesterasa

Acetilcolinesterasa

100 pg/ml 500 pg/ml
80 pg/mi 400 pg/ml
40 pg/ml 300 pg/ml
20 pg/ml 200 pg/ml
10 pg/ml 100 pg/ml

5 pg/ml 50 pg/ml
1 pg/mi 25 pg/mi

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
2.13. Ensayos de inhibicion enzimatica de AchE Y BUChE

Para los ensayos de inhibicion se trabajé con una microplaca de acuerdo al método de Ellman et al.
(1961), modificado por Ortiz et al. (2016). Se adiciond 50 uL de AChE o Buche segun sea el caso
disueltas en buffer (8 mM K;HPOQO4, 2.3 mM NaH2PO,, 0.15 M NaCl, pH 7.5) y 50 uL de la muestra

disuelta en el mismo buffer.

Se incubo la placa a 24 °C durante 30 min y se agreg6é 100 uL de solucién sustrato (acetilcolina o
butirilcolina, 0.1 M Na;HPO4, 05 M DTNB, y 0.6 mM ATC, pH 7.5). Luego de 5 min, la absorbancia
fue leida en un lector de micro placas Thermo Scienttific Multiskan a una A= 405 nm.

2.14. Andlisis de datos

De las lecturas realizadas en el Espectrofotdmetro se obtuvieron absorbancias que fueron procesadas

en Excel para adquirir el porcentaje de inhibicion, empleando la siguiente formula:

M BM
%I = 100 —E—Exloo
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Donde:

M: Lectura muestra

C: Lectura control

BM: Lectura blanco muestra

BC: Lectura blanco control

2.15. Curva de inhibicién enzimética para la determinacion del 1Cso

Por medio de la curva de inhibicion enzimatica se representa al eje y que corresponde a los porcentajes
de inhibicion en funcion del eje x que corresponde a la concentracion del extracto alcaloidal de
Hymenocallis sp., mediante el cual se traza una linea de tendencia logaritmica con su respectiva

ecuacion (Ortiz et al., 2016).

Los datos obtenidos de la curva se utilizaron para calcular el ICsg, el cual representa la concentracién

que inhibe el 50 % de las enzimas.
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados obtenidos del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. seran presentados en este

apartado en base a la metodologia expuesta en el apartado anterior.

3.1. Extracto alcaloidal de Hymenocallis sp.

En la extraccion de la fraccidn alcaloidal se pesaron 20 g de material vegetal seco y triturado, y se

obtuvo el porcentaje rendimiento de alcaloides de 1.634%.

Tabla 1-3: Rendimiento de la fraccién alcaloidal de Hymenocallis sp. por extraccién metandlica

Extracto Metandlico
Muestra vegetal Bulbo de Hymenocallis sp.

Peso del material vegetal seco de Hymenocallis sp. (g) 20

Volumen de metanol (ml) 800
Alcaloides presentes (mg) 326.9
Rendimiento (%) 1.634

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

El rendimiento de la fraccion alcaloidal de Hymenocallis sp. fue de 1.634 %, pero es importante tomar
en cuenta que el porcentaje de rendimiento puede variar dependiendo de la parte de la planta que se
tome la muestra y del tipo de extraccion que se emplee. El porcentaje de rendimiento obtenido de
Hymenocallis sp. es mayor al compararla con otras especies de la familia Amaryllidaceae como:
Phaedranassa glauciflora 0.3 %, Phaedranassa dubia 0.2 %, Phaedranassa narcissiflora 0.248 %y

Eucharis formosa 0.079 %.

27



3.2. Identificacién de alcaloides por Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de

Masas

La identificacion de alcaloides presentes en la fraccion alcaloidal de Hymenocallis sp. se realiz6

mediante CG-EM, los cuales se pueden observar en la tabla 2-3.

Tabla 2-3: Alcaloides identificados en el extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. por CG-EM

Alcaloides Rt RI Hg gal/100 mg PS
Licoramina 23.1602 24472 10.0148
Hemantamina 26.4857 2667.4 10.3387
Tazetina 26.7180 2683.3 66.3107
Licorina 28.1231 2782.1 12.2823

Interpretacion: Rt: tiempo de retencidn; RI: indice de retencién; PS: peso seco

Fuente: Universidad de Barcelona

Realizado por: Laura Torres y Jaume Bastidas

70
60
50
40
30 66.3107
20

10
10.0148 10.3387 12.2823

1. Licoramina 2. Hemantamina 3. Tazetina 4 Licorina

1. Licoramina 2. Hemantamina 3. Tazetina 4.Licorina

Gréfico 1-3: Cantidad (ug gal/100 mg PS) de alcaloides del extracto del bulbo
puro de Hymenocallis sp.

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
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HO 0

Lycoramine

tazettine

Figura 6-3: Estructura Quimica de los alcaloides presentes en el
extracto de Hymenocallis sp.

Fuente: (Bastida et al., 2011, p. 67).

Por medio de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se identificaron 4
alcaloides en el extracto alcaloidal de Hymenocallis sp., siendo tazetina el alcaloide mas abundante
con un 66.3107 (ug gal/100 mg PS), seguido por la licorina con una concentracion de 12.2823 (ug
gal/100 mg PS), en menor cantidad se encuentra la hemantamina con 10.3387 (ug gal/100 mg PS) y

licoramina con una concentracion de 10.0148 (ug gal/100 mg PS).

El alcaloide mayoritario fue la tazetina, también identificado por el método CG-EM en menor
cantidad en varias especies vegetales de la familia Amaryllidaceae como: Habranthus tubispathus,
Caliphruria subedentata, Rhodophiala bagnoldii, Rhodophiala pratensis, Rhodophiala volckmannii,
Eucharis amazénica, E. grandiflora, Crinum Kunthianum. Cabe mencionar que no hay estudios

especificos de identificacién del alcaloide tazetina en el género Hymenocallis.

La tazetina es considerado como un hipotensor débil, ademéas posee actividad antiinflamatoria,

antitumoral, anti-mal&rico y antibacterial (Cabezas, 2007, p. 239).
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La licorina fue el primer alcaloide aislado del género Hymenocallis en 1920, este alcaloide a pesar de
encontrarse en baja proporcion es de gran interés debido a que es uno de los alcaloides més
abundantes en la familia Amaryllidaceae y presenta gran actividad bioldgica incluyendo inhibicion
enziméatica. Cabe mencionar que la licorina no se usa para el tratamiento en la enfermedad del

Alzheimer y otras demencias relacionadas, debido a que es particularmente téxica (Cabezas et al., 2013,
p.69).

En un estudio realizado en México a partir del extracto de raices y flores de Hymenocallis littoralis

se aislé el alcaloide licorina, que posee efectos antineoplasicos y antivirales.

La hemantamina uno de los alcaloides minoritarios que se encontraron en el extracto del bulbo de
Hymenocallis sp. posee una actividad inductora de apoptosis, antiinflamatoria, antiretrovirales,
analgésico e hipotensivo y la licoramina es un alcaloide con actividad antiprotozoaria, hipertensivo y

citotdxico (Jean Pablo de Andrade, 2014, p. 36).

Existe un estudio en el cual se extrajo el alcaloide hemantamina del género Narcissus, dicho alcaloide
bloquea la produccion de proteinas por los ribosomas, 1o que ralentiza el crecimiento de las células

cancerosas (Pellegrino et al., 2018, p.1).

Se han realizado estudios de identificacién de alcaloides por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en Brasil a varias especies del género Hymenocallis, en el cual se han

identificado a los siguientes alcaloides tazetina, hipeatrina y hemantidina (Sousa, 2009, p.13).

Debido a que Hymenocallis sp. es poco estudiada no existen estudios a profundidad sobre esta planta,
pero se ha identificado ciertos alcaloides en otras especies como: licorina, licoramina y hemantamina

en: S. formosissima, E. amazonica, E. grandiflora, Zephiranthes sp. (Escobar, 2014, p. 50).
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3.3. Determinacién de la actividad inhibitoria de AChE y BuChE

La determinacion de la actividad inhibitoria de Hymenocallis sp. se realiz6 en base a la metodologia
de Ellman et al., (1961) con modificaciones de Ortiz (2016), usando diferentes soluciones madre de

origen, detalladas en el apartado de metodologia.

3.3.1. Actividad inhibitoria con Solucién Madre 1

3.3.1.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa con Solucion Madre 1

Primer andlisis

Para empezar el analisis de los extractos alcaloidales de Amaryllidaceae se utilizaron en primera
instancia las concentraciones de 100, 50, 10, 1 pug/ml, para tener una base sobre la tendencia de la

recta y el valor de ICsq.

Se realizaron tres repeticiones consecutivas de las concentraciones antes mencionadas obteniendo asi

los siguientes resultados:

Tabla 3-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE del extracto alcaloidal Hymenocallis sp.

en el primer analisis.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicidn sobre la enzima AChE
sp. pg/ml
100 65.84 +1.34
50 49.17 £ 0.97
10 12.84+1.73
1 -6.84 +0.64

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
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Por medio de los datos analizados se obtuvieron resultados como se muestra en la tabla 3-3, en base
a los resultados obtenidos en primera instancia se intuyé que el ICso se encontraba entre 100 pg/mL
y 50 pg/mL. Es por ello que se incluyd nuevas concentraciones en este rango de concentracion, con
la finalidad de ajustar la curva de inhibicion a la linea de tendencia logaritmica y determinar asi el
ICso.

Segundo analisis

A partir de los primeros resultados se emplearon nuevas concentraciones de 100, 80, 40, 20, 10,5y
1 pg/ml se realizo tres repeticiones consecutivas de las mismas para dar como resultado los siguientes

porcentajes de inhibicion sobre la enzima acetilcolinesterasa:

Tabla 4-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE del extracto alcaloidal Hymenocallis sp.

en el segundo andlisis.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE
sp. pg/mi

100 84.82 £ 0.69

80 79.26 £0.93

40 70.41 £1.95

20 55.63 £ 0.49

10 39.62 £ 0.37

5 22.86 £1.10

1 -6.38 +5.54

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

De los resultados obtenidos se realiz6 un promedio de las tres repeticiones, como se indica en la tabla
4-3 en el extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. se muestra que a una concentracion de 100 pg/ml
hay una inhibicion sobre la enzima acetilcolinesterasa del 84.82 %, cabe mencionar que también se
pudo obtener dos valores por encima del 50 % de inhibicién y dos valores por debajo, lo cual indica

la validez del ensayo.
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En base a los valores obtenidos en la tabla 4-3 la concentracién inhibitoria media fue de 16.83+ 0.41
pg/ml, lo cual indica que esa es la concentracion que se necesita para inhibir el 50% de la enzima
AChE. Al compararla con el 1Cs del control de galantamina (0.47 + 0.08 pg/ml) se puede observar

que el valor es superior pero aun asi muestra una actividad alta frente a la enzima.

Tabla 5-3: Resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre la

enzima AChE con su valor de R2.

Resultados 1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 0.47 £0.08 0.91
Hymenocallis sp. 16.83 £ 0.41 0.99
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

3.3.1.2. Actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa con Solucién Madre 1.

Primer andlisis

Para empezar el analisis de los extractos alcaloidales de Amaryllidaceae se utilizaron en primera
instancia las concentraciones de 100, 50, 10, 1 pug/ml, para tener una base sobre la tendencia de la

recta y el valor de ICso.

Se realiz tres repeticiones consecutivas de las concentraciones antes mencionadas obteniendo asi los

siguientes resultados:

Tabla 6-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BUuChE del extracto alcaloidal Hymenocallis sp.

en el primer analisis.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BUuChE
sp. pg/ml
100 1490 £ 6.14
50 5.25+4.26
10 -4.11+6.23
1 -8.02+4.15

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

33



Por medio de los datos analizados se obtuvieron resultados como se muestra en la tabla 6-3, en base
a los resultados obtenidos en primera instancia se intuye que el 1Cso Se encontraba en concentraciones
superiores a 100 pg/mL. Es por ello que se incluyeron nuevas concentraciones en este rango de
concentracion, con la finalidad de ajustar la curva de inhibicion a la linea de tendencia logaritmica y
determinar asi el 1Cso.

Segundo analisis

A partir de los primeros resultados se incluyeron nuevas concentraciones de 500, 400, 300, 200, 100,
50 y 25 pg/ml; se realizé tres repeticiones consecutivas de las mismas para dar como resultado los

siguientes porcentajes de inhibicién sobre la enzima butirilcolinesterasa:

Tabla 7-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BUChE del extracto alcaloidal Hymenocallis sp.

en el segundo andlisis.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicidn sobre la enzima BuChe
sp. pg/mi

500 79.99 £1.98
400 70.57 £1.48
300 63.89 £3.10
200 56.69 + 0.99
100 38.38£2.15

50 18.54 + 3.03

25 -0.24 £ 0.56

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

De los resultados obtenidos se realizé un promedio de las tres repeticiones, como se indica en la tabla
7-3 en el extracto alcaloidal de Hymenocallis sp., mostrando que a una concentracién de 500 pg/mi
hay una inhibicion sobre la enzima butirilcolinesterasa del 79.99 %, cabe mencionar que también se
pudo obtener dos valores por encima del 50 % de inhibicién y dos valores por debajo, lo cual indica

la validez del ensayo.
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En base a los valores obtenidos en la tabla 7-3, la concentracion inhibitoria media fue de 166.30 +
2.09 pg/ml, lo cual indica que esa es la concentracion que se necesita para inhibir el 50% de la enzima
BuChE. Al compararla con el ICsq del control de galantamina (14.97 £ 0.48 ug/ml) se puede observar

que el valor es superior mostrando asi una actividad media frente a la enzima.

Tabla 8-3: Resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre la

enzima BuChE con su valor de R2.

Resultados 1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 14.97 £ 0.48 0.99
Hymenocallis sp. 166.30 = 2.09 0.99
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

3.3.2. Actividad inhibitoria con Solucién Madre 2

La solucion madre 2 corresponde al extracto Hymenocallis sp. + cosolvente A + Cosolvente B.

3.3.2.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa con Solucion Madre 2

Para analizar la actividad inhibitoria con cosolvente B en la solucién 2 se emplearon las

concentraciones mencionadas en la tabla 4-3, obteniendo asi los siguientes porcentajes de inhibicion:

Tabla 9-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE del extracto alcaloidal Hymenocallis sp.

en la solucion 2.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE
sp. pg/mi

100 82.58 £ 0.86

80 79.50 £1.19

40 67.50 £5.37

20 52.21 + 3.66

10 37.45+£154

5 19.37+2.92

1 -10.83 + 8.69

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
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De los resultados obtenidos se realiz6 un promedio de las tres repeticiones, como se indica en la tabla
9-3 del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. mostrando que a una concentracion de 100 pg/ml hay
una inhibicion sobre la enzima acetilcolinesterasa del 82.58%, cabe mencionar que también se pudo
obtener dos valores por encima del 50 % de inhibicion y dos valores por debajo, lo cual indica la

validez del ensayo.

En base a los valores obtenidos en la tabla 9-3 la concentracion inhibitoria media fue de 19.13 £ 0.22
pg/ml, lo cual indica que esa es la concentracion que se necesita para inhibir el 50% de la enzima
AChE. Al compararla con el ICso del control de galantamina (0.57 £ 0.26 pg/ml) se puede observar

que el valor es superior pero aun asi muestra una actividad alta frente a la enzima.

Tabla 10-3: Resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre

la enzima AChE con su valor de R2.

Resultados 1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 0.57 +£0.26 0.93

Hymenocallis sp. 19.13+0.22 0.99
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

3.3.2.2. Actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa con Solucién Madre 2

Para analizar la actividad inhibitoria con cosolvente B en la solucién 2 se emplearon las

concentraciones mencionadas en la tabla 7-3, obteniendo asi los siguientes porcentajes de inhibicion:

Tabla 11-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BuChE del extracto alcaloidal Hymenocallis

sp. en la solucion 2.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BuChE
sp. pg/ml

500 71.89 +2.30
400 64.00 + 2.65
300 58.35 £ 1.52
200 49.28 +3.30
100 33.70 £ 2.36

50 19.53 £ 6.16

25 -0.30 £12.78

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
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De los resultados obtenidos se realiz6 un promedio de las tres repeticiones, como se indica en la tabla
11-3 del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. mostrando que a una concentracion de 500 pg/ml
hay una inhibicion sobre la enzima butirilcolinesterasa del 71.89%, cabe mencionar que también se
pudo obtener dos valores por encima del 50 % de inhibicion y dos valores por debajo, lo cual indica

la validez del ensayo.

En base a los valores obtenidos en la tabla 11-3 la concentracion inhibitoria media fue de 207.18 +
3.79 pg/ml, lo cual indica que esa es la concentracion que se necesita para inhibir el 50% de la enzima
BuChE. Al compararla con el ICsq del control de galantamina (18.08 £ 0.79 ug/ml) se puede observar

que el valor es superior mostrando asi una actividad baja frente a la enzima.

Tabla 12-3: Resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre

la enzima BUChE con su valor de R2.

Resultados 1Cso (ug/ml) R?
Galantamina 18.08 + 0.79 0.98

Hymenocallis sp. 207.18 +3.79 0.99
Realizado por: Edith Vergara

3.3.3. Actividad inhibitoria con Solucién Madre 3

Se utilizé el cosolvente B en la solucion 3, mediante el cual se pudo comparar con el extracto del
cosolvente A pudiendo observar que era mas trasltcida y presentaba menos sedimentacion. De la
solucion madre preparada con el cosolvente B se prepararon diluciones con las concentraciones
mencionadas en la tabla 4-3 para los ensayos sobre la enzima acetilcolinesterasa con el fin de afiadir
la curva de tendencia logaritmica y de esta manera obtener la ecuacion de la curva para calcular el
ICso del extracto.
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3.3.3.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa con Solucion Madre 3

Para analizar la actividad inhibitoria con cosolvente B en la solucién 3 se emplearon las

concentraciones mencionadas en la tabla 4-3, obteniendo asi los siguientes porcentajes de inhibicion:

Tabla 13-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE del extracto alcaloidal Hymenocallis sp.

en la solucion 3.

Concentracion del extracto alcaloidal de Hymenocallis Porcentaje de inhibicion sobre la enzima AChE
sp. pg/ml

100 85.26 + 3.08

80 81.02 +2.38

40 72.62+2.83

20 60.64 +2.89

10 46.51 + 2.37

5 28.15+£2.77

1 0.82+451

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

De los resultados obtenidos se realiz6 un promedio de las tres repeticiones, como se indica en la tabla
13-3 del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. mostrando que a una concentracion de 100 pg/mi
hay una inhibicion sobre la enzima acetilcolinesterasa del 85.26%, cabe mencionar que también se
pudo obtener dos valores por encima del 50 % de inhibicién y dos valores por debajo, lo cual indica

la validez del ensayo.

En base a los valores obtenidos en la tabla 13-3 la concentracidn inhibitoria media fue de 13.60 £
1.55 pg/ml, lo cual indica que esa es la concentracion que se necesita para inhibir el 50% de la enzima
AChE. Al compararla con el 1Cs del control de galantamina (0.63 + 0.11 pg/ml) se puede observar

que el valor es superior pero aun asi muestra una actividad alta frente a la enzima.
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Tabla 14-3: Resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre

la enzima AChE con su valor de R2.

Resultados ICso (g/ml) R?
Galantamina 0.63+0.11 0.93

Hymenocallis sp. 13.60 + 1.55 0.99
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

3.3.4. Actividad inhibitoria con Solucién Madre 4

Se utilizé el cosolvente B en la solucion 4, mediante el cual se pudo comparar con el extracto del
cosolvente A pudiendo observar que era mas traslicida y presentaba menos sedimentacion. De la
solucién madre preparada con el cosolvente B se prepararon diluciones con las concentraciones
mencionadas en la tabla 7-3 para los ensayos sobre la enzima butirilcolinesterasa con el fin de afiadir
la curva de tendencia logaritmica y de esta manera obtener la ecuacion de la curva para calcular el
ICso del extracto.

3.3.4.1. Actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa con Solucién Madre 4

Para analizar la actividad inhibitoria con cosolvente B en la solucion 4 se emplearon las

concentraciones mencionadas en la tabla 7-3, obteniendo asi los siguientes porcentajes de inhibicion:

Tabla 15-3: Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BUChE del extracto alcaloidal Hymenocallis

sp. en la solucién madre 4.

Concentracion del extracto alcaloidal de Porcentaje de inhibicion sobre la enzima BuChE

Hymenocallis sp. pg/ml

500 73.87 £1.09
400 67.47 £2.97
300 60.31 +0.83
200 51.02 +£0.82
100 37.96 £1.74

50 23.32+£2.03

25 8.23+2.24

Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.
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De los resultados obtenidos se realiz6 un promedio de las tres repeticiones, como se indica en la tabla
15-3 del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. mostrando que a una concentracion de 500 pg/ml
hay una inhibicion sobre la enzima butirilcolinesterasa del 73.87%, cabe mencionar que también se
pudo obtener dos valores por encima del 50 % de inhibicion y dos valores por debajo, lo cual indica

la validez del ensayo.

En base a los valores obtenidos en la tabla 15-3 la concentracién inhibitoria media fue de 177.30
2.22 pg/ml, lo cual indica que esa es la concentracion que se necesita para inhibir el 50% de la enzima
BuChE. Al compararla con el ICso del control de galantamina (16.56 + 0.41 ug/ml) se puede observar

que el valor es superior mostrando asi una actividad baja frente a la enzima.

Tabla 16-3: Resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. sobre

la enzima BuChE con su valor de R2.

Resultados ICso (ug/ml) R?
Galantamina 16.56 + 0.41 0.98
Hymenocallis sp. 177.30 £2.22 0.99
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

3.3.5.  Andlisis comparativo de resultados

3.3.5.1. Acetilcolinesterasa

Los resultados obtenidos de la actividad inhibitoria sobre las enzimas acetilcolinesterasa se
obtuvieron a partir de las tres repeticiones realizadas con cada dilucion como se muestra en la tabla
17-3.
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Tabla 717-3: Resultados de las tres soluciones usadas para acetilcolinesterasa

Resultados 1Cso (ug/ml) R?
Hymenocallis sp. 16.83 £ 0.41 0.99
Solucién Madre 1

(Cosolvente A concentracion 1 +

PBS)
Galantamina 0.47 £0.08 0.91
Hymenocallis sp. 19.13 £0.22 0.99

Solucion Madre 2

(Cosolvente A concentracion 1 +

Cosolvente B concentracion 2)

Galantamina 0.57+£0.26 0.93

Hymenocallis sp. 13.60 £+ 1.55 0.99

Solucién Madre 3

(Cosolvente A + Cosolvente B

concentracion 3)

Galantamina 0.63+0.11 0.93
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

Los resultados obtenidos de las tres soluciones en el extracto de Hymenocallis sp. se muestran en la
tabla 17-3, en la cual se observa que no existieron cambios drasticos en los valores de ICsg, pero se
observé una mejor actividad en la solucion madre 3, en la que hubo mayor concentracion de

Cosolvente B. En esta solucion se observd una mejoria en la disolucion del extracto.

Los resultados obtenidos del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. no se han podido comparar a
profundidad con bibliografia debido a que sus estudios son escasos sobre inhibicion enzimaética de
acetilcolinesterasa. Solamente, existe un estudio sobre la actividad inhibitoria de extractos de algunas
plantas de Amaryllidaceae entre ellas se encuentra Hymenocallis littoralis, en este estudio presenta
un ICsp de 90 pg/ml y al compararlo con el extracto alcaloidal del bulbo de Hymenocallis sp. se puede

observar gque el extracto presenta mejor actividad frente a la enzima acetilcolinesterasa (Hammoda et
al.,2011, pp.2).

Se encontraron estudios realizados en ciertas plantas de la familia Amaryllidaceae en el cual se ha

determinado el valor de ICs sobre la enzima acetilcolinesterasa similar al extracto de Hymenocallis
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sp. como: Zhephyrantes robusta con un ICso de 12.3 = 0.5 pg/ml, Nerine filifolia I1Cso de 18.5 £ 0.8

pag/ml, Nerine filamentosa 1Cso de 21.6 £ 1.1 pg/ml, Chlidanthus fragrans ICso 20.1 + 2.9 pg/ml
(Cahlikovéa et al., pp. 1202, 2010).

La actividad inhibitoria que presento el extracto de Hymenocallis sp. puede deberse a los alcaloides
obtenidos por CG-EM, principalmente licorina y su derivado licoramina, ya que estos alcaloides

muestran tener afinidad sobre la enzima AChE (Cortes et al., 2014, p. 222).

3.3.5.2. Butirilcolinesterasa

Los resultados obtenidos de la actividad inhibitoria sobre la enzima butirilcolinesterasa se obtuvieron

a partir de las tres repeticiones realizadas con cada dilucion como se muestras en la tabla 18-3.

Tabla 18-3: Resultados de las tres soluciones usadas para butirilcolinesterasa

Resultados 1Cso (ug/ml) R?
Hymenocallis sp. 166.30 = 2.09 0.99
Solucién Madre 1
(Cosolvente A concentracion 1 +

PBS)
Galantamina 14.97 £ 0.48 0.99
Hymenocallis sp. 207.18 £3.79 0.99

Solucién Madre 2

(Cosolvente A concentracion 1 +

Cosolvente B concentracion 2)

Galantamina 18.08 £0.79 0.98

Hymenocallis sp. 177.30 £2.22 0.99

Solucion Madre 4

(Cosolvente A concentracion 1 +

Cosolvente B concentracion 4)

Galantamina 16.56 + 0.41 0.98
Realizado por: Vergara Zurita, Edith, 2019.

Los resultados obtenidos de las tres soluciones en el extracto de Hymenocallis sp. se muestran en la
tabla 18-3 mediante el cual se pudo notar cambios en los valores de 1Cso, presentando asi una mejor

actividad en la solucion 1. Cabe mencionar que presenté mejor actividad y solubilidad.
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Los resultados obtenidos del extracto alcaloidal no se ha podido comparar con bibliografia debido a
que no existen estudios sobre inhibicion enzimatica de Hymenocallis sp. sobre la enzima

butirilcolinesterasa.

Se encontraron estudios realizados en ciertas plantas de la familia Amaryllidaceae en el cual se ha
determinado el valor de ICs sobre la enzima butirilcolinesterasa similar al extracto de Hymenocallis
sp. como: Chlidanthus fragrans con un I1Csp de 136.8 £ 6.9 pg/ml, Phaedranassa viridiflora con 1Csp

de 125.51+ 3.03 pg/ml y Eucharis formosa con un 1Csp de 129.903 +12.636 pg/ml (Cahlikova et al.,
2010, pp.573).
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CONCLUSIONES

e Seobtuvo el extracto alcaloidal de los bulbos de Hymenocallis sp. obteniendo un rendimiento

de extraccion de 1.634 %.

e En el extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas se identificaron 4 alcaloides, siendo la tazetina el compuesto

mayoritario, seguido de licorina, hemantamina y licoramina.

e Mediante los resultados obtenidos del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. se determiné
gue a partir de la solucién madre 3 se obtuvo una mejor actividad inhibitoria sobre la enzima
acetilcolinesterasa con un ICsode 13.60 £ 1.55 pg/ml, la cual se considera alta.

¢ Mediante los resultados obtenidos del extracto alcaloidal de Hymenocallis sp. se determind

que a partir de la solucion madre 1 se obtuvo una mejor actividad inhibitoria sobre la enzima

butirilcolinesterasa con un ICso de 166.30 £ 2.09 pg/ml, la cual se considera media.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda efectuar investigaciones farmacolégicas a profundidad sobre el género
Hymenocallis, debido a que los alcaloides identificados poseen actividad antitumoral,
antiinflamatoria, antiviral, antibacteriana, entre otros; esto podria contribuir a la obtencion de

nuevos farmacos.

e Serecomienda realizar estudios enfocados en el alcaloide hemantamina, el mismo que podria

ayudar en el tratamiento del cancer.

e Debido al gran valor farmacoldgico que ha presentado la familia Amaryllidaceae se
recomienda seguir con los estudios sobre dicha familia con el fin de encontrar metabolitos

que ayuden para el tratamiento de otras enfermedades.

e Serecomienda realizar estudios genéticos para la identificacion de nuevas especies del género

Hymenocallis sp., con el fin de aprovechar el valor farmacol6gico que presenta dicho género.
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GLOSARIO

EA Enfermedad del Alzheimer
AChEI Inhibidores de Acetilcolinesterasa
AChE Acetilcolinesterasa

ACh Acetilcolina

BuChE Butirilcolinesterasa

BIFRENES Programa lberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo

BTC Yoduro de Butiriltiocolina

ATC Yoduro de Acetiltiocolina

PBS Buffer fosfato salino

DTNB Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico

CG-EM Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas

ICso Concentracion Inhibitoria maxima media
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