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En la presente investigacion se realizd el estudio fitoquimico de las especiesC. amabile
(CA), C. erubescens (CE), C. moorei (CM) y C. latifolium (CL), (Amaryllidaceae)
colectadas en diferentes localidades del estado Mérida (Venezuela). El andlisis cualitativo
de los extractos metandlicos de las hojas y bulbos de estas especies mostraron abundante
presencia de alcaloides, moderada para compuestos fenolicos, glicosidos y flavonoides,
mientras que, las saponinas, cumarinas, antraquinonas, triterpenos y esteroides se
observaron en menor proporcion. Los extractos metandlicos fueron sometidos a tratamiento
acido/base para obtener las fracciones alcaloidales, las cuales fueron analizadas por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,lograndose identificar 56
alcaloides, de los cuales 30 son de estructuras conocidas. De los alcaloides identificados,
ambelina mostro ser el méas abundante 21,0 %, seguido por licorina 18,5 %. Los resultados
de la actividad citotoxica In Vitro de los extractos metandlicos y alcaloidales de las especies
en estudio mediante el ensayo de letalidad contra nauplios de A. salina, mostraron un
aumento del porcentaje de mortalidad dependiente de la concentracion de los extractos. De
las 16 muestras valoradas y clasificadas por su toxicidad de acuerdo a los parametros del
CYTED, se encontré que los extractosalcaloidales de los bulbos de CL, CE, CA y hojas de
CA fueron los mas toxicos (CLso entre 38,06 y 96,90 ppm) al compararlos con el control
positivo DDSS (13,11 ppm). Con respecto a la actividad “antibacteriana, el posible
sinergismo entre los compuestos presentes en la mezcla pudo haber incidido en la
inhibicion del crecimiento de las bacterias S. aureus, E. faecalis,E. coli y K. pneumoniae
observado en los extractos alcaloidales de CM(bulbos, CIM entre 120 y 270 mg/mL) y los
extractos metandlicos (CIM entre 250 y 320 mg/mL); actividad moderada fue observada en
los extractos de CA contra S. aureus, E. coli y K. pneumoniae (hojas, CIM entre 200 y 290
mg/mL) y frente a S. aureus y E. faecalis en el extracto metandlico de las hojas y bulbos
(CIM entre 200 y 470 mg/mL). En relacién a la inhibicion enzimatica de los extractos
alcaloidales frente a las enzimas AChE y BuChE, se observo que las hojas de CA y CE
mostraron el mayor poder inhibidor frente a la enzima AChE con valores de 1C5, de 0,88 y
1,75 pg/mL y para la enzima BuChE,CA (ICsy 4,46 pg/mL); valores cercanos al
compuesto de referencia Galantamina® (0,48 y 3,70 ug/mL). Mientras que, los extractos de
bulbos de CA y CEpresentaronactividad moderadafrente a AChE (ICsp 2,44 y 3,27 pg/mL)
y para BUChE elextracto de CE mostr6 inhibicion a la concentracion de 8,92 y 9,03 pg/mL.
La presencia de los AAs 1-O-acetillicorina, licorina, epivittatina, crinina, epibufanisina,
crinamina, entre otros, con efectos inhibidoresdemostrados frente a AChE, pudieron
contribuir con los resultados observados en este estudio. Los extractos evaluados en la
presente investigacion revelaron actividad inhibidora frente a ambas enzimas, por tanto,
podrian considerarse como una alternativa terapéutica para la enfermedad de Alzheimer
(EA). Ademas, la elevada actividad frente a la enzima acetil colinesterasa observada en el



extracto de CA, indica que dicha especie podria considerarse como posible fuente de

moléculas bioactivas.
%fﬁtract

Phytochemical study was carry out with C. amabile (CA), C. erubescens (CE), C. moorei
(CM) andC. latifolium (CL), (Amaryllidaceae) species, collected from different locations
at Merida State (Venezuela) in present investigation. Qualitative analysis of methanol
extracts from bulbs and leaves of these species showed abundant presence of alkaloids,
moderate to phenolic compounds, glycosides and flavonoids, while saponins, coumarins,
anthraquinones, triterpenes and steroids were observed in minor proportions. Methanolic
extracts were subjected to acid/base treatment to obtain alkaloidal fractions that where
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry, achieving the identification
of 56 alkaloids from which 30 were of known structures. From the identified alkaloids,
ambelline showed to be the most abundant 21.0 %, followed by lycorine 18.5 %. In Vitro
cytotoxic activity of methanolic and alkaloidal extracts of leaves and bulbs of species under
study, measured through A. salinanauplius lethality assay, showed an even increase
mortality percentage depending on the extracts concentration. Through 16 assayed and
classified samples, regarding toxicity in accordance to the CYTED standard values, it was
found that alkaloidal bulbs fractions of CL, CE, CAand leaves of CAwere the most toxic
samples (CLso between 38.06.and 96.90 ppm) comparing to the positive control DDSS
(13.11 ppm). With respect to antibacterial activity, a possible synergism between
compounds present in the mixture might have had effect on the growth inhibition of S.
aureus, E. faecalis,E. coli andK. pneumoniae bacteria observed in alkaloid extracts of CM
(bulbs, MICbetween 120 and 270 mg/mL) and methanolic extracts (MICbetween 250 and
320 mg/mL); moderate activity was observed in CAextracts against S. aureus, E. coli andK.
pneumoniaebacterial strains (leaves, MICbetween 200 and 290 mg/mL) and against S.
aureus, E. faecalisfor methanolic extract of leaves and bulbs (MIC between 200 and 470
mg/mL). Regarding enzymatic inhibition of alkaloidal extracts against AChE y BuChE
enzymes, it was observed that leaves extracts of CAand CEshowed the best inhibition
capacity against AChE with ICspvalues of 0.88 and 1.75ug/mL while for BUuChg, CA (1Cs
4.46pg/mL); these values are very close to Galantamina® used as reference drug (0.48 y
3.70pg/mL). In addition, bulb extracts of CA andCEshowed a moderate activity against
AChE (ICsp 2.44 and 3.27ug/mL) and for BUChE the CE extract showed inhibition at
concentration of 8.92 and 9.03ug/mL. Presence of AAs 1-O-acethyillycorine, lycorine,
epivittatine, crinine, epibuphanisine, crinamine, among others, with proved inhibitory effect
against AChE, might have contributed to the results observed in present study. All extracts
assayed in current investigation revealed inhibitory activity against both enzymes, thus, it
could be considered as a therapeutic alternative for the Alzheimer disease (EA).



Furthermore, the strong activity observed against acetylcholinesterase in CA extract, might
indicate that, this species could be considered as possible source of bioactive molecules.
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AAs: alcaloides Amaryllidaceae.
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CAS: Crinum asiaticum.
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CB: Crinum bulbispermum.

CE: Crinum erubescens.

CF: Crinum firmifolium.

CG/EM:
acoplado a espectrometria de masas.
CH: Crinum hardyi.

CIM: concentracion inhibitoria minima.

cromatografia de  gases

CJ: Crinum jagus.

CK: Crinum kirkii.

CL: Crinum latifolium.

CLso = concentracion letal media.
CM: Crinum moorei.

CMW: Crinum macowanii.

CO: Cyrtanthus obliquus.

CoA: coenzima A.

COX-1: enzima ciclooxigenasa-1.
COX-2: enzima ciclooxigenasa-2.

CP: Crinum powellii.

CPR: Crinum pronkii.

CZ: Crinum zeylanicum.

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo.

EA: enfermedad de Alzheimer.

FDA: administracion de drogas Yy
alimentos.

GABA: 4cido gamma amino butirico.
Glc: glucosa.

GP: Galanthus plicatus.

NT: Narcissustriandrus.

h: hojas.

HA: Hippeastrum aulicum.

HPLC: cromatografia liquida de alta
resolucion.

ICsp: concentracion efectiva media
maxima.

IUPAC: Union
Quimica Pura y Aplicada.

Internacional  para

L.: Linnaeus.

LA: Lycoris aurea.

m s. n. m.: metros sobre el nivel del mar.
Nic: nicotinato.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

Palm: palmitoil.



ppm: partes por millon. SNC: sistema nervioso central.
PTZ: pentilentetrazol. Xil: xilosido.
RMN: resonancia magnética nuclear.
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I. INTRODUCCION

Desde la aparicion de los seres humanos en el planeta, las plantas se han empleado con fines
bioldgicos (alimenticio, salud y habitaculo) o cultural (religioso, méagico, filosofico, artistico y en
el uso de emblemas u ornamentos para el hogar). El descubrimiento del Nuevo Mundo en el siglo
XVI1 por los europeos, es consecuencia de la busqueda de especimenes vegetales lo cual condujo
a las colonizaciones y conquista de territorios. Desde entonces y hasta la presente fecha, el reino
vegetal ha jugado un papel importante en la economia de las naciones a nivel mundial. En este
contexto, en la actualidad existe un gran interés por el estudio de especies botanicas del orden
Asparagales como lo es la familia Amaryllidaceae, particularmente el género Crinum L., uno de

los mas representativos por su prometedor e inagotable potencial curativo.

Las especies del género Crinum L. se conocen comunmente como “lirios de agua”, su
distribucion es Pantropical,aunque es nativa del continente africano. Esta planta se emplea en
Africa en la medicina tradicional para tratar distintas dolencias corporales comoalergias,
enfermedades tumorales, inflamaciones, heridas, fordnculos, tos, mucosidad, fiebre, como
laxante, diurético, diaforético, antiasmatico, antipaludico, antienvejecimiento, sedante, para el
tratamiento de artritis, lesiones 6seas, infecciones de la piel, epilepsia, convulsiones, ansiedad,
psicosis, entre otros. En Venezuela, el género Crinum se encuentra ampliamente distribuido en
todo el territorio, frecuentemente en regiones como llanuras, mesetas, desiertos e incluso en
zonas elevadas, a consecuencia de su evolucion y adaptacion a condiciones climaticas severas,
como las cordilleras andinas. Al igual, que en Venezuela y la mayor parte del continente
americano, su uso es principalmente ornamental y se les observa en parques, plazas, jardines,

Viveros, entre otros.

Investigaciones recientes sobre la elucidacion de compuestos quimicos en las especies del género
Crinum L. evidencian la presencia de alcaloides de nucleo isoquinolina caracteristicos de la
familia Amaryllidaceae. Con relacion a las actividades farmacolodgicas los estudios han revelado
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas, hepatoprotectoras,antialérgicas,
citotoxicas frente a varias lineas celulares, comocicatrizante y en la reduccion del periodo de

epitelizacion, entre otros.



Por otra parte, la demencia afecta a alrededor de 50 millones de personas en todo el mundo, 60-
70% de los cuales padecen EA (Enfermedad de Alzheimer), considerada una enfermedad
incapacitante, degenerativa y mortal, por ello, el AA méas importante es la galantamina por su
potencial actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa. Sin embargo, esta terapia clinica ofrece
solo efecto paliativo, siendo indispensable investigar sobre un tratamiento efectivo.

La presente investigacion tiene como principal objetivo identificar y cuantificar los alcaloides
presentes en las especies: C. amabile, C. erubescens, C. latifolium y C. moorei, mediante pruebas
fitoquimicas cualitativas y el analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas. Asimismo, se estudio la actividad antibacteriana, ecocitotoxica y la actividad inhibitoria
sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa en los extractos alcaloidalesy
metandlicos de las hojas y bulbos de las especies mencionadas, con la finalidad de evaluar su

potencial bioldgico.

En base a las consideraciones planteadas, se presentara en los apartados I: Introduccion, 1l: los
antecedentes que fundamentan la base de este trabajo de investigacion, IIl: Ia hipotesis, 1V: el
objetivo general y los objetivos especificos, V: la metodologia experimental con las distintas
actividades a ejecutar en el transcurso de la investigacion, VI: resultados y discusiéon de las

actividades realizadas, VI1I: conclusiones, VIII: referencias bibliograficas y IX: anexos.



Il. ANTECEDENTES
I1.1.-Descripcion botanica de la especie en estudio

I1.1.1.-Familia Amaryllidaceae
Pertenece al orden de las Asparagales (clase liliopsida), recientemente reconocida como una

familia expandida que incluye las subfamilias Agapanthaceae y Alliaceae, sin embargo, conserva
el nombre Amaryllidaceae sobre Alliaceae pese a que éste Gltimo es mas antiguo (Jin 2016;
Angiosperm Phylogeny Group (APG), 2009). Se agrupa en 15 tribus formadas por 90 géneros y
aproximadamente 1600 especies (Jin, 2016; Kouam y col., 2014; Guo, 2015), encontrandose
ampliamente extendida a lo largo de los trépicos, subtrépicos y regiones calidas; con mayor
incidencia en la region Andina y en Suréfrica (Kouam y col., 2014; Bastida y col., 2011).

En la descripcion morfologica de la familia, se distingue en el habito: bulbos tunicados, perennes,
terrestres, ocasionalmente acuaticos. Las hojas son anuales, fibrosas sésiles y lineales (raramente
caulinas) o algunas veces rigidas y con forma de espada, endospermo nuclear o helobial; a veces
envainando y formando un pseudotallo aéreo, generalmente glabro, raramente con tricomas. Las
inflorescencias se presentan en umbelas racemosas 0 paniculadas, a veces con una sola flor.
Presenta el escapo largo con bracteolas internas generalmente presentes y sucesivamente mas
cortas y mas estrechas. las flores son bisexuales, grandes, vistosas, sésiles o pediceladas, perianto
de seis (6) segmentos libres o unidos como pétalos, un (1) pistilo, sin tejido parietal, a veces los
filamentos estdn conectados basalmente por un velamen coroliforme (coronal estaminal). Los
frutos pueden presentarse como capsulas dehiscentes loculicidamente o una baya cuyas semillas
pueden ser de color verde, rojo, negro o azulado (lzco y col., 2004; Lawrence, 1951; Core, 1955;
Meerow, 2009).

11.1.2.-Género Crinum L.

El género Crinum L. (C) pertenece a la tribu Amaryllideae Dumortier (Amaryllidaceae),
considerado un grupo endémico representativo con aproximadamente 160 especies distribuidas
en los tropicos y regiones templadas célidas del mundo tales como, Asia, Australia, Africa y
Ameérica (Tram y col., 2002b). Histéricamente, Linnaeus establecié el grupo Crinum en 1737

reconociendo en un principio cuatro especies: C. latifolium, C. asiaticum, C. americanum y C.



africanum, sin embargo, con el tiempo se han ido agregando las diferentes especies que hoy la
conforman. Cabe mencionar que, desde el comienzo han existido imprecisiones con relacién a la
descripcion y ubicacion de las especies, por ejemplo, algunas eran agrupadas en el género
Amaryllis, otras como C. africanum fueron ubicadas en el género Agapanthus. Estas
inconsistencias pudieron deberse a una mala interpretacion o un reconocimiento incorrecto del
material vegetal durante la preparacion de los especimenes en el herbario. Por lo que, en 1806,
Ker-Gawler al revisar las placas y descripciones publicadas disponibles, agrupo todas las formas
conocidas de pétalos anchos en un grupo llamado Amaryllis ornate, un clan K-G ornamentado y
del cual el nombre fue propuesto por Linneo en 1782 (Yakandawala & Samarakoon, 2006).

Entre 1800 y 1830, se recolectaron varias especies de Crinum de la India, Africa occidental y el
Caribe, las mismas fueron colectadas por diferentes investigadores, lo que condujo a la
determinacion de las especies con diferentes interpretaciones, dandole varios nombres botanicos
a una misma especie. Con el tiempo, estudios del género realizados por Salisbury (1805), Hooke
(1892) y Herbert (1820) contribuyeron a ordenar y reclasificar las especies.En 1837, Herbert
redefinié el género reconociendo 46 especies y dividiéndolo en dos secciones, Patentes y
Semipatentes; estos autores se basaron en los caracteres morfoldgicos de la flor y el follaje para
su agrupacion. No obstante, fue Baker en 1888, quien dividié el género en tres subgéneros
Stenaster, Platyaster y Codonocrinum, mejorando la clasificacion basado en aspectos florales,
forma y disposicion de los pétalos e incluso conservd varios nombres clasicos mas antiguos
(Yakandawala & Samarakoon, 2006).

En otro estudio, Traub establecid el nombre Crinum en vez del subgénero Platyaster, sin
embargo, fue el investigador Hannibal quien recopilé y ordend la documentacion del género
Crinum, en la que separa la mayoria de estas especies en sus grupos polimorficos o cladiales
reconocibles (Tram y col., 2002b). Por su parte, el nombre Crinum deriva de la palabra griega
"Krinos", que significa pelo o cola de cometa; es necesario contemplar una flor de Crinum con
sus largos pétalos para apreciar el significado del nombre (Yakandawala & Samarakoon, 2006).
Sin embargo, otros sefialan que el término proviene de la palabra griega “krinon” significado de

“lirio blanco”, haciendo honor a nombres populares: “lirio blanco”, lirio de rio” o “lirio de



sabana” (Maroyi, 2016; Mederos, 2015). Estas especies destacan por ser plantas de gran tamario,
perennes con bulbos carnosos que se estrechan en cuellos alargados, hojas de 30 cm de largo y 5-
6 cm de ancho. Pueden llevar mas de seis (6) flores con 10cm de didmetro, seis (6) cepalos
grandes en varios colores como: blanco, rosado y rojo,los cuales florecen en racimos. Sus
estambres pueden sobrepasar el tamafio de los pétalos y brotar de los laterales de la planta con
disposicién en la region terminal de un pedunculo mayor a 50 cm.(Missouri Botanical Garden,
2018).

11.1.3.-Especie Crinum amabile

Crinum amabile(CA) fue reconocido por Roxburgh, William. ex Steud y publicado en Nomencl.
Bot. [Steudel], ed. 2.1: 438. 1840 (IPNI, 2018). Es una especie hibrido de C. zeylanicum y C.
asiaticum (Portero, 2017), de origen vietnamita(Pham y col., 1998) comunmente conocido como
“lirio” (Portero, 2017). La etimologia “amabile” deriva del epiteto latino que significa digno de
amor (Carrasco, 2017), aunque también se le atribuyen otras denominaciones como: “lirio de
arafla puarpura”, “lirio de Crinum rosado” o “lirio de arafia gigante rosado”, especialmente en
Ecuador (Portero, 2017; Zapata, 2017). Esta especie se encuentra distribuida a nivel mundial en
zonas de temperaturas calidas, principalmente en el continente africano y en menor proporcion en
las islas de Centro América (Bahamas, Cuba, La Espafola, Jamaica, Puerto Rico, Antillas
Menores como Anguila, Santa Lucia y Margarita), en los Andes de Suramérica y el Mediterraneo
(Zapata, 2017; Acevedo-Rodriguez & Strong, 2012).

Macromorfoldgicamente se describen como plantas herbaceas perennes, formadas por bulbos
carnosos de 7-15 cm de didmetro. Hojas muy largas, planas y arrosetadas, de color rojo verdoso,
de una longitud de 5-11 cm. Flores grandes cilindricas de 2,5-7,5 cm de colores rojo, rosado o
blanco de hasta 15 cm de didmetro, son muy vistosas, hermafroditas y actinomorfas. Presentan un
tubo floral de aproximadamente 15 cm de largo con seis pétalos, sépalos y estambres con
filamentos y anteras versatiles; el perigonio esta constituido por seis pétalos unidos, formando un
tubo abierto o cilindrico (Figura 1). El fruto tiene forma de capsula de 3,85 cm de espesor, el cual

contiene las semillas (Zapata, 2017; Portero, 2017; Carrasco, 2017).



Figura 1.-Partes: flor y bulbo de C. amabile Roxb. ex Steud.
Fotos tomadas por: Janne Rojas, cdmara Canon, lente C18-55 mm.

11.1.4.-Especie Crinum erubescensKunth

Crinum erubescens (CE) descrita por F. W. H. von Humboldt, A.J.A. Bonpland & C.S. Kunth.
In: Nov. Gen. Sp. (quarto ed.) 1: 279 en 1816, actualmente se considera un nombre ilegitimo,
mientras que, Crinum kunthianum M. Roem. (In: Fam. Nat. Syn. Monogr. 4: 80. 1847) es el
nombre valido. Sin embargo, Crinum erubescens L.f. ex Aiton (Hort. Kew. 1: 413 1789) es
aceptado como sinonimo (Roskov y col., 2015; The Plant List, 2013). La palabra “erubescens”
deriva del latin “erubescens” o “erubescentis”,el cual significa se sonroja 0 se torna rojizo
(Gonzalez, 2015). Hoy en dia, es descrito como un género Pantropical (Guerrieri, 2015), siendo
su area de distribucion en Centro América (desde Panama al sur de México) y América del Sur
(Paraguay, Brasil, Pert, Ecuador, Venezuela y Guyana) (Plants of the world online (POWO),
2018; Quattrocchi, 2012; Meerow, 2000).

Los especimenes de C. erubescens Kunth, Figura 2, presentan una morfologia particular por ser
una hierba acaule con bulbo oviforme de 7-10 cm de didmetro. Hojas sésiles, 60-90 cm de largo
y 4—7 cm de ancho, lineares, de apice obtuso. Escapo floral de 60—80 cm de alto, terminando en
una umbela de 4-12 cm. Presenta valvas de la espata lanceolado-deltoideas entre 7-9 cm de largo.
Flores fragantes en forma de trompeta, suberectas, interiormente blancas y de color purpura-
rojizo en la parte anterior, a veces completamente blancas con brécteas libres. Tubo del perianto
10-20 cm de largo de color morado rojizo o blanco verdoso y los l6bulos del perianto 5-9 cm de
largo. Filamentos de los estambres libres, rojos en su parte superior, biselados pero insertados en

el mismo nivel; anteras lineares de unos 12 mm de largo. Fruto indehiscente,casi globoso,



coriaceo; semillas de 1 a varias de 2-3 cm, mas 0 menos globosas, carnosas con una testa blanca,
corchosa (Schnne y col., 2010; Meerow, 2000).

Figura 2.-Partes aéreas: flor, flores y hojas de C. erubescens Kunth
Fotos tomadas por: Janne Rojas, camara Canon, lente C18-55 mm.

11.1.5.-Especie Crinum latifoliumL.

Crinum latifolium (CL) fue una de las cuatro especies reconocidas por Carl Linnaeus en 1753
cuando se establecié el grupo Crinum (Yakandawala & Samarakoon, 2016; IPNI, 2018).
Etimologicamente latifolium es un equivalente de “latifolia” un epiteto latino que significa “con
las hojas anchas” (Gonzalez, 2015), su distribucion nativa es desde la India al sur de China
(POWO, 2018). Esta especie botanica presenta los siguientescaracteres morfologicos: un habito
vertical con hojas erectas con una altura distintiva que oscila entre de 40-150 cm. Los bulbos son
ovoides o subesféricos, 8-15 cm de ancho, estrechado en un vastago falso robusto de hasta 25 cm
de largo. Las hojas 12-20, 60-125 x 4-7 cm, algo estrechas y siempre flacidas, loradas,
acuminadas, en su mayoria planas, a veces algo onduladas, de color verde brillante, méas palidas
por el envés, con las venas longitudinales claramente marcadas, brillantes, carnosas,

estrechamente canalizadas en el medio (Yakandawala & Samarakoon, 2006; Dassanayake, 2000).

Posee pedunculos largos de 60-125 cm de largo, 2-3 cm de ancho, son de color verde violaceo o
verde con un matiz purpurino o completamente purpura, fuertemente comprimido hacia el final.
Brécteas de 5-7 cm de largo, muy ovadas, purpureas y persistentes. Bractéolas lineales, 10 cm x
3-4 mm. Pedicelo entre 5-8 mm de largo. Perianto en forma de embudo, tubo de 9-13 cm de
largo, verde purpureo proximalmente, verde pélido distalmente, curvado; extremidad de 10-15

cm de ancho; segmentos de 10-13 x 2,5-3,5 cm, lanceolados o estrechamente elipticos, agudos u



obtusos, algo retusivos, a menudo apiculados o poco caudados, blancos, con tincion media
purplrea amplia desde la base hasta el apice, tornandose mas oscuro en el exterior(Yakandawala
& Samarakoon, 2006; Dassanayake, 2000).

Los estambres declinan filamentos de 5,5-9 cm de largo, blancos, purpuras distalmente,
arqueados hacia abajo y curvados hacia arriba cerca del apice; Anteras de 2,5-3 cm de largo,
lineales, que se vuelven curvas, de color gris violaceo después de la dehiscencia. Ovario oblongo,
con 5 0 6 Ovulos en cada ld6culo. Estilo 17-23 cm de largo, declinado, blanco, purpura
distalmente. Estigma puntiforme, poco frondoso, papiloso, de color purpura. Los brotes florales
de 10-20 cm son mas largos y ligeramente mas delgados (Yakandawala & Samarakoon, 2006;

Dassanayake, 2000). Algunos caracteres se observan en la Figura 3.

Figura 3.-Partes: floral, hojas y bulbo de C. latifolium L.
Fotos tomadas por: Janne Rojas, camara Canon, lente C18-55 mm.

11.1.6.-Especie Crinum moorei Hook F.

Crinum moorei (CM) fue descrita por primera vez por Joseph Dalton Hooke en 1874 en el
Curtis’s Botanical Magazine Vol. 100: Tab. 6113. (IPNI, 2018). Hasta la fecha se ha registrado
una sola especie vegetal con una variedad de sinénimos (IPNI, 2018; Roskov y col., 2015; The
plant list, 2013). Es nativa de Suréfrica (distribuida desde la Provincia Cabo Oriental hasta
KwaZulu-Natal)e introducida en paises como Irlanda, México, Ecuador, Corea del Norte y Corea
del Sur (Hook, 1874; POWO, 2018).

Curtis's Botanical Magazine, fechado el 1 de agosto de 1874, refiere la siguiente descripcion
morfologica: “bulbo de 30,48 - 45,72 cm de largo, ovoide estrecho contraido en un cuello largo.

Hojas de 30,48 - 45,72 x 10,16 cm de ancho, muy numerosas, erecto-patentes, de forma



completa, con puntas herbéceas obtusas, estrechamente estriadas con nervios fuertes, de color
verde intenso Yy brillante. Escape mas alto que las hojas, tan grueso como el pulgar, color verde.
Espatas (bracteas amplias) de 15-24 cm de largo, oblongo-lanceoladas, subagudas, concavas,
herbaceas. Flores de 6-8 en una cabeza, sésiles 0 muy poco pediceladas. Ovario de 2,54 cm de
largo. Tubo de perianto de 7, 62 cm de largo; extremidad de 10,16 cm de didmetro, muy ancha,
acanalada, color rojo rosa brillante; segmentos que se extienden casi desde la base, ampliamente
elipticos, con una punta obtusa verde calloso. Estambre de 3,82 cm de largo; anteras de 1,27 cm
de largo de color amarillo.” En la figura 4 se observan algunos rasgos de la flor y el bulbo de la

especie C. moorei.(Hooke, 1874).

Figura 4.-Partes: floral y bulbo de C. moorei Hook F.
Fotos tomadas por: Janne Rojas, camara Canon, lente C18-55 mm.

11.2.-Distribucién geogréfica del género Crinum a nivel mundial y en Venezuela

El género Crinum L. se distribuye en los Tropicos y subtropicos de Africa, Asia, América, Africa
meridional, Madagascar, Islas Mascarefias y las Islas del Pacifico, entre otros; especialmente en
areas humedas como bosques, bordes de rios, pozas de temporada o salinas (Presley y col., 2016).
En este sentido, Jin (2016) refiere que “la biologia molecular moderna y la evidencia de la
evolucion filogenética han revelado que la familia evoluciond originalmente en Africa y se
disperso posteriormente a otros continentes, como Eurasia, Australasia y América”. ES un género
que presenta una extensa hibridacion (Tram y col., 2002b) y se distribuye ampliamente como se

muestra en la Figura 5.
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Figura 5.-Distribucién mundial de especies del género Crinum L. (POWO, 2018)

Por su parte, Venezuela es un pais suramericano que forma parte de la zona intertropical, y
gracias a su ubicacion, cuenta con bondadosas condiciones climaticas y de relieves, los cuales
son propicios para el crecimiento de una variedad de grupos taxonémicos florales; especialmente
algunas especies de la familia Amaryllidaceae abundantemente distribuidas en todo el territorio

(Figura 6), las cuales se describen con més detalle en la Tabla 1.
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Figura 6.-Distribucion en Venezuela de especies del género Crinum L
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Tabla 1.-Especies del género Crinum L. observadas en Venezuela

Nombre boténico Nombre comdn Localizacion Referencia (mA:irt#g]_)
estado Nueva Esparta Acevedo-
Lirio (Antillas Menores) Rodriguez, & media 159
Strong, 2012
Amazona, Aragua,
Crinum erubescens Carabobo,
L. f. ex Aiton nom Delta Amacuro,
Kunth, Hook. Kew Distrito Federal,
- Falcon, Lara, Sucre,
Tachira, Trujillo y 0230
Zulia (introducida, Hokche y col., 2008
cultivada y
naturalizada).
Crinum
granciliflorum Kunth Aragua, Distrito 1300
& Bouché, Ind. Sem, ) Federal, Lara y Zulia
Hort. Bot, berol 1844
Crinum amabile Acevedo-
Donn-Hort. - estado Nueva Esparta Rodriguez, & media 159
Cantabrig., 1811 Strong, 2012

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.3.-Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza desde el punto de vista anatomico por la
disminucion gradual de la sinapsis neuronal, asi como la presencia de placas seniles y
degeneracion neurofibrilar. Es considerada la causa méas frecuente de demencia en las personas
de més de 65 afios, con un periodo de duracion aproximado de 2-15 afios desde su diagnostico
(Donoso, 2005). Se considera como una enfermedad incapacitante y degenerativa de caracter
progresivo; por lo general comienza con el deterioro de la memoria reciente con preservacion de
la memoria a largo plazo, lo que conduce a una disfuncion cognitiva progresiva. Esta enfermedad
se encuentra asociada a factores como: edad, sexo (mayor frecuencia en el sexo femenino), alelo
ApoE4/ApoE4, mutaciones cromosdmicas, historia familiar, bajo nivel educacional, factores de

riesgo vascular, factores ambientales, entre otros (Carrasco, 2017).
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11.3.1.-Tratamiento de la EA

Segun los estudios realizados, la EA es una patologia que no puede revertirse, hasta el momento,
no existen tratamientos que promuevan la regeneracion de la actividad neuronal, sin embargo, se
aplican tratamientos farmacoldgicos que estan dirigidos a mejorar los efectos cognitivos y

corregir los trastornos conductuales que presentan los pacientes (Carrasco, 2017).

11.3.2.-Hipotesis colinérgica

A finales de 1960 se demostré que la insuficiencia en la generacion de acetilcolina (ACh) en
pacientes con EA propicia el deterioro cognitivo en el SNC, por tanto, la hip6tesis colinérgica o
déficit de ACh se ha convertido en una guia que ha dirigido las investigaciones de la EA al
campo farmacologico. La teoria propone que al conseguir evitar la metabolizacion de la ACh
aumentara la disponibilidad de ésta en el espacio sinaptico evitando el deterioro cognitivo (Huete
y Lépez, 2009).

11.3.3.-Efecto ydegradacion de la acetilcolina

La acetilcolina es una amina bidgena que actia como mediador quimico de los impulsos
nerviosos (Korolkovas & Burckhalter, 1982), su disponibilidad en la sinapsis depende de la
acetilcolinesterasa, la cual degrada la acetilcolina terminando asi su accidn bioldgica. Una vez
que la acetilcolina es sintetizada, ésta se almacena en las vesiculas especializadas presentes en el
terminal presinaptico, desde donde es liberada al espacio sinaptico por accion de un impulso
externo el cual causa la despolarizacion de la membrana neuronal. Cuando, la ACh es liberada se
une a los receptores postsinapticos colinérgicos (muscarinicos y nicotinicos) generando una
respuesta bioldgica especifica del tipo de receptor activado. Posteriormente, este neurotransmisor
es inactivado por la AChE liberandose colina, la cual es almacenada en la neurona presinaptica
(Huete y Ldpez, 2009).

11.3.4.-Enzimas: acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es una enzima del grupo de las hidrolasas (EC. 3.1.1.7), responsable de la
hidrolisis de la acetilcolina liberada, produciendo colina y acetato. En los seres humanos se
localiza principalmente en los eritrocitos (no se encuentra en el plasma), neuronas colinérgicas y

en la uniéon neuromuscular. Entre tanto, la butirilcolinesterasa o seudocolinesterasa es una enzima
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estructural y funcionalmente relacionada con la AChE, encargada de hidrolizar de forma similar
la acetilcolina, ésteres de colina (p. ej. succinilcolina) y otros ésteres (p.ej. procaina).Se encuentra
abundantemente en las células gliales, en el plasma, el higado y otros tejidos y en baja

concentracion en las neuronas colinérgicas (Lorenzo y col., 2009, Carrasco, 2017).

11.3.5.-Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Los primeros estudios se centraron en los denominados “vasodilatadores cerebrales”, sin
embargo, en la actualidad los inhibidores de la AChE son considerados mas Utiles ya que
prolongan la vida media de la acetilcolina en la corteza cerebral (Donoso, 2005), al inhibir la
accion de la acetilcolinesterasa, enzima que degrada la AChE (Lorenzo y col., 2009). Entre los
farmacos anticolinesterasicos aprobados por la FDA se tienen: Tacrina®, Donepezilo®,
Rivastigmina® y Galantamina® (Huete y Ldpez, 2009), los cuales son eficaces para mejorar
algunos sintomas de la EA, tales como: alucinaciones, apatia, comportamiento agresivo, sin
embargo, el dafo neuronal es irreversible por lo que dicha enfermedad es considerada

degenerativa y mortal (Carrasco, 2017).

11.4.-Composicion quimica del género Crinum L.

La familia Amaryllidaceae esta conformada por especies que biosintetizan un grupo exclusivo de
alcaloides del tipo isoquinolina, los cuales se encuentran almacenados principalmente en las hojas
y bulbos. Por lo general, estos compuestos se agrupan en nueve tipos de esqueletos denominados
norbelladina, licorina, homolicorina, crinina, hemantamina, montanina, tazetina, narciclasina y
galantamina; aunque sus estructuras varian abundantemente, estos alcaloides se consideran
relacionados biogenéticamente (Bastida y col., 2011). Cabe sefialar que, los alcaloides tipo
crinina se aislan exclusivamente del género Crinum y presentan diferencias en sus caracteristicas
estructurales, sin embargo, se consideran como el tipo mas comun entre los alcaloides aislados de

éste género (Refaat y col., 2012b).

Sin embargo, al igual que todas las plantas, biosintetizan otros metabolitos secundarios que
cumplen diferentes funciones. En este sentido,investigaciones fitoquimicas desarrolladas por casi

200 arfios sobre la familia, han permitido establecer la presencia defitoconstituyentes, tales como:
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alcaloides, glucésidos, carbohidratos, taninos, fenoles, terpenos, esteroles, saponinas,mucilagos,
flavonoles (principalmente quercetina o kaempferol y quercetrina) entre otros (Font, 1962; Aziz 'y
col., 2014; Tijani y col., 2012; Dewan & Das 2013; Watson & Dallwitz, 1992). Los metabolitos

biosintetizados enlas especies del género Crinum L. se describen a continuacion.

11.4.1.-Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios que contienen nitrégeno y por lo general forman parte
de un heterociclo de caracter basico con activacion fisiolégica por su estructura parcial o total,
proveniente de aminoacidos (Claramunt y col., 2017; Dewick, 2009). En este contexto, los
alcaloides presentes en la familia Amaryllidaceae son un grupo cuantioso y exclusivo, de ahi su
calificativo de “alcaloides de las Amaryllidaceae” (AAS), aun en expansion con
aproximadamente 500 compuestos identificados en varias especies botanicas (Maroyi, 2016).
Desde el aislamiento del primer alcaloide hace mas de 140 afios, representan un potencial grupo
en desarrollo que se encuentran exclusivamente en plantas detodos los géneros de esta familia. A
continuacion, sedescriben los principalesesqueletos(esquema de la biosintesis de éstos
compuestos en la familia Amaryllidaceae, anexo 2,pag. 96) en los que se clasifican los AAs
(Bastida y col., 2011).

11.4.1.1.-Esqueleto tipo licorina

La licorina esun compuesto cuyo nucleobasicoes el pirrol [d, €] fenantridina(Tabla 2); fue el
primer alcaloide aislado de la familia Amaryllidaceae en 1877 de la especie Narcissus
pseudonarcissus (Bastida y col. 2011). La biosintesis de este alcaloide parte de la norbelladina (el
precursor mas importanteoriginado a partir de la reduccién de la base de Schiff) que al sufrir una
reaccion de O-metilacion catalizada por enzimas metiltransferasa (MT) dependiente de S-
adenosil-L-transferasa (SAM) se convierte en 4-O-metilnorbelladina (un importante
intermediario protegido por la metilacion); seguidamente, esta se cicla por acoplamiento
oxidativo del fenol en la posicién orto-para” produciendo la norpluvina, que luego se convierte
en caranina. Posteriormente, forma un intermediario epdxido, con inversion de configuracién y
finalmente se hidroxila en la posicién 2ppara dar lugar a la licorina (1) y sus derivados
respectivamente (Singh & Desgagné-Penix, 2014; de Andrade, 2014; Bastida y col., 2011).
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Tabla 2.-Alcaloides tipo licorina aislados de especies de la familia Amaryllidaceae

ESQUELETOS TIPO LICORINA

R;0

R,0

N° | Ry R, Rs; | Ry | Rs | Rs Nombre Especie Referencia
CA Tallini y col., 2018a; Refaat y
col., 2012a.
cL Ghosal y col., 1989; Kobayashi y
col., 1984; Ghosal y col., 1983;
cM Refaat y col., 2012a; Elgorashi y
col., 2003; Fennell y col., 2003
CH, CPR Aldhaher y col., 2017
Maroyi, 2016; Kouam y col.,
MW 2014; Refaat y col., 2012a.
11 on | on CH, pH | aH licorina CAS Rahmatullah y col., 2014; Refaat
y col.,, 2012a.
CB Refaat y col., 2012a; Elgorashi y
col., 2003
CAM,
CAU,
CP, CE, Refaat y col., 2012a
CJ, CK,
Ccz
CF Aldhaher y col., 2017; Refaat y
col., 2012a.
2 | aOH | OH CH, pH | aH epi-licorina CL Refaat y col., 2012a
3 H H CH, SH | aH licoreno CA Tallini y col., 2018a
CA Tallini y col., 2018a
CL Kobayashi y col., 1984
Refaat y col., 2012a; Elgorashi y
S M col., 2003
4 | OH | AcO CH, BH | aH | 1-O-acetillicorina CK.CP Refaat y col., 2012a
Maroyi, 2016; Kouam y col.,
MW 2014
CB Elgorashi y col., 2003
CA Tallini y col., 2018a
5 | AcO | OH CH, SH | aH | 2-O- acetillicorina CK, Refaat y col., 2012a
CAU
6 | OH | OH | cH, |ad|pn| (1D1ICkPE CMW Kouam y col., 2014
licorina
7 | OH | Palm CH, pH | aH | (-) palmilicorina CAS Rahmatullah y col., 2014
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Tabla 2.-Alcaloides tipo licorina aislados de especies de la familia Amaryllidaceae (Continuacion)

N° R, R, R; R4 Rs Rs Nombre Especie Referencia
OH Me L CPR Aldhaher y col., 2017
H M H | aH | (- |
8 © e f * () pseudolicorina CAS Refaat y col., 2012a
1-O-acetillicorin-
9 o A0  |cH, H | n LO-acetllicorin cL Ghosal y col., 1989
2-ona
1-0-
10 H AcO CH, | pH | aH . . CM Refaat y col., 2012a
acetilcaranina
11 0 OH CH, | H H licorina-2-ona CL Ghosal y col., 1989
12 | AcO | OH Me H | pBH | oH sternbergina BJ Hoshino, 1998
Ac 1,2- .
13 | AcO 0 CH, pH | oH diacetillicorina CB Kobayashi y col., 1984
14 Ao | A° CH, pH | qn | OhFO-dicetl o
0 licorina
. CA, CM,
15 | OMe | OH Me Me | pH | aH galantina cp Refaat y col., 2012a
Glc licorina-1-O-$-D- CL,
16 OH o CH, pH | aH lucésido CAS,
g CAU
Ry
R20 O
O i
R3O0
Ry
Ne° R, R, R; R, Nombre Especie Referencia
Rahmatullah y col., 2014; Refaat y
. . CAS, CL, col., 2012a.
) 0o CH H ungereminga -1 cam, cau Ghosal y col., 1089
Refaat y col., 2012a.
. . Rahmatullah ., 2014; Refaat
18 O Me Me criasbetaina CAS ahmattiiah y co elaaty
col., 2012a.
19 Me Me o] oxoasonina CL Tramy col., 2002a
OH
N° R; R, \ R3; Nombre Especie Referencia
B 6,7,11b,11c- CH, CF,
20 OH Cc=C didehidrolicorinio CPR Aldhaher y col., 2017
21 H H \ OMe mooreina CM Elgorashi y col., 2001
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Tabla 2.-Alcaloides tipo licorina aislados de especies de lafamilia Amaryllidaceae (Continuacion)

N° R Nombre Especie Referencia
22 oOH 2-epi-pancrasidina
7 OH pancrasidina CL Ghosal y col., 1989
R;0
N
R,0
Ry
N° | R; R, R; Nombre Especie Referencia
cL Ghosal y col., 1989;
Ghosal y col., 1983
CF Aldhaher y col., 2017
CAM, CAU, CB
g .. X O Ref I, 2012
24| 0 CH, hipadina CK, CP efagt y ol 2012a
CE Presley y col., 2016
CMW Maroyi, 2016
Rahmatullah y col., 2014;
CAS Refaat y col., 2012a
25| H CH 11,12-dehidroanhidro- CE Guerrieri y col., 2015
2 licorina CL Ghosal y col., 1989
CAS Rahmatullah y col., 2014;
26 O H Me ratorimina Refaat y col,, 2012a
P cL Ghosal y col., 1083
CAM, CAU, CB
. CL
27| O Me H pratorinina CAM. CAS. CAU Refaat y col., 2012a
. AM, CA
28| O Me Me pratosina ¢ CAS
cL Ghosal y col., 1983
29| O | Me | OAc O-acetil-pratorimina CL y cob,

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.2.-Esqueleto tipo homolicorina
Estos compuestos presentan diferencias marcadas con respecto al nucleo licorina debido al

rearreglo estructural que sufre en el proceso de biosintesis, en el cual se forman alcaloides tipo
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licorina pero con un anillo aromatico,a los cuales se les conoce como homolicorina (Tabla 3).
Este grupo de compuestos tiene como esqueleto basico el 2-benzopirano-[3,4-c] indol, y al igual
que la licorina se originan a partir de un acoplamiento fenol-oxidativo orto-para”. Se forman por
oxidacién en la posicion 6 de la norpluviina, seguido por la ruptura del enlace C-6/N y un giro de
180° para formar el hemiacetal. Después sufre metilacion en el hidroxilo aromético de la posicion
8 y en el nitrégeno, dando lugar al alcaloide licorenina, que subsiguientemente, por oxidacion de

la posicion 6 se transforma en homolicorina (de Andrade, 2014; Bastida y col., 2011).

Tabla 3.-Alcaloides tipo homolicorina aislados de especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae

ESQUELETOS TIPO HOMOLICORINA

N° R Nombre Especie Referencia

H hi i
30 o Ipeastrina CF Aldhaher y col., 2017
31 H masonina

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.3.-Esqueleto tipo crinina

Son los alcaloides mas representativos del tipo crinano, encontrandose en mayor proporcién en
las especies del género Crinum del cual se han aislado y caracterizado desde el afio 1987.El
nucleo 5,10b-etanofenantridina constituye la estructura crinina (Tabla 4), que se caracteriza por
tener el puente 5,10b-etano orientado sobre el plano (Hoshino, 1998). En la biosintesis de este
tipo de esqueletos, un paso crucial ocurre cuando la reaccion de oxidacion fenélica para-para” de
la O-metilnorbelladina forma la oxovittatina (Guo, 2015; Bastida y col., 2011), el cual es un

intermediario directo para la formacion de la crinina (32) (Hoshino, 1998).
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Tabla 4.-Alcaloides tipo crinina aislados de especies de la familia Amaryllidaceae

ESQUELETOS TIPO CRININA

R,0

R;0

N° R, R, | R; R4 Rs Rs Nombre Especie Referencia
CA Tallini y col., 2018a; Refaat y
col., 2012b
Maroyi, 2016; Kouam y col.,
CMW 2014
cM Refaat y col., 2012b;Fennell y
col., 2003
CAS Rahmatullah y col., 2014;
32| OH CH, H H H crinina Refaat y col., 2012b
CB Refaat y col., 2012b;
Elgorashi y col., 2003
CL Kobayashi y col., 1984
CH, CF Aldhaher y col., 2017
CE, CAM,
CAU, CK, Refaat y col., 2012b
Cz,CP
CA Tallini y col., 2018a; Pham y
33 OMe | CH, H | H H bufanisina —= col, 1998
CAU Refaat y col., 2012b
CA Tallini y col., 2018a;Pham y
col., 1998
cL Hanhy col., 2018; Refaat y
34 | OMe CH, OMe H OH ambelina col.,, 2012b
Rahmatullah y col., 2014;
CAS Refaat y col., 2012b
Cz,CP Refaat y col., 2012b
CA Tallini y col., 2018a
6-hidroxi- Hanh y col., 2018; Tramy
35| OMe CH OMe | OH H bufanidrina cL col., 2002a
Cz Refaat y col., 2012b
NATT
36 | OMe  CH, H  H H N-Oxido de CA Tallini y col., 2018a
bufanisina
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Tabla 4.-Alcaloides tipo crinina aislados de especies dela familia Amaryllidaceae (Continuacion)

N° R; R, | R; R, Rs Rs Nombre Especie Referencia
S CMW Maroyi, 2016;
37 | OAc CH, H H H 3-O-acetilcrinina oM Eigorashi y col,, 2001
CE Refaat y col., 2012b
Maroyi, 2016; Refaat y
38| OMe CH OMe H H bufanidrina MW col., 2012b
CL Tramy col., 2002a
CMW Maroyi, 2016
CM Refaat y col., 2012b,
CB Fennell y col., 2003
39| OH CH, OMe H H powelina Tram y col., 2002a;
cL Kobayashi y col., 1984
CE, CP,
CAS, Refaat y col., 2012b
. CMW Maroyi, 2016;
40| OH Me | H H H H macowina CK Refaat y col., 2012b
41/ OH | CH, | OMe OH H powelina-6- cL Tramy col., 2002a
hidroxi
42 | OAc CH, H H H O-acetilcrinina CB Kobayashi y col., 1984
43 | OMe | CH, OMe | H | OAc -o- CL Refaat y col., 2012b
acetilambelina
44 | OMe CH, OMe H ONic filifolina CL Hanh y col., 2018
45| H CH, nY (VY R\ RL2fidehidiol cL Tramy col., 2002b
crinan-11-ol
46 | OMe CH, OMe | OMe H .6a- _ CO Jin& Xu, 2013
metoxibufanidrina
O,
,”Ri
R3 |I?z
N° R, R, R; R4 Nombre Especie Referencia
CA Tallini y col., 2018a
CcL Hanhy col., 2018; Tram
y col., 2002a
Maroyi, 2016; Refaat y
47 | OMe H OMe H undulatina CMW, | col.,, 2012b; Elgorashi y
CM col., 2003; Fennell y col.,
2003
CB Elgorashi y col., 2003
CpP Refaat y col., 2012b
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Tabla 4.-Alcaloides tipo crinina aislados de especies de la familia Amaryllidaceae (Continuacidn)

Tallini y col., 2018a; Pham y

CA
48 | OMe H H H augustina col., 1998
CAM, CAU Refaat y col., 2012b
49| OMe | H H H N-oxido de CA Tallini y col., 2018a
augustina
50 | OMe | OMe | OMe H 6-metoxiundulatina
51 OH OMe | OMe H 6-metoxicrinamidina CcL Hanh y col., 2018
*Nl-AYi
52 OMe | H | OMe H N-oxido de
undulatina
cL Hanh y col., 2018; Tramy
col., 2002a
Maroyi, 2016; Refaat y col.,
CMW 2012b
53 | OH H OMe H CE
crinamidina CM Refaat y col., 2012b
Ccp
CB Kobayashi y col., 1984;
Ghosal y col., 1983
CAS Rahmatullah y col., 2014
CE, CK,
54 | OH H H H flexinina CAM. CAU Refaat y col., 2012b
CA Phamy col., 1998
) _ cL Refaat y col., 2012b Tramy
55| OH | OH | OMe | H irf’n:rflrdol’;; col., 2002a
CA Phamy col., 1998
Hanhy col., 2018; Tramy
CL
56 | OMe | OH OMe H 6-hidroxiundulatina col., 2002a
CMW, CP
CL
57 | OMe H OMe OH 1p-2p-epoxiamelina
CAS. CAU Refaat y col., 2012b
58 OMe H | OMe  OAc & ‘bo-acetiFl2-f- cL

epoxiamelina




Tabla 4.-Alcaloides tipo crinina aislados de especies de la familia Amaryllidaceae (Continuacidn)

N° | Ry R, R; R, Rs Rs | Ry Nombre Especie Referencia
59 CH, H OH OMe H H bufanamina CMW Maroyi, 2016
. . CA Phamy col., 1998
60 H OH | OH H H | Wy odehidroxi- Maroyi, 2016; Refaat
crinamabina CMW
y col., 2012b

Elgorashi y col.,
CM 2003; Fennell y col.,
1-epideacetil- 2003
bowdensina Maroyi, 2016;
MW Elgorashi y col., 2003
CB Elgorashi y col., 2003

61| H OH OH H OMe H H

CE Guerrieri y col., 2015
62| H OAc H OAc | OMe H H bowdensina Kobayashi y col.,
; | 1984

1-epidemetoxi-

63| H OAc | OAc H H H H CE Guerrieri y col., 2015

bowdensina
64 | OH H H H H H H crinano-3a-ol
dihidro-oxo-
65| H H H H H H @] demetoxi- CL Tramy col., 2002a
hemantamina
66 | H OH OH H H OH | H crinamabina CA Phamy col., 1998
. CA
67 | H aOH H OH H H H amabilina T CK | Refaatycol., 2012b
deacetilbow- CE
68 | H OH H OH | OMe H H . Kobayashi y col.,
densina CB
1984
69 | OH H H OH | OMe H H nerbowdina CE Refaat y col., 2012b

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.4.-Esqueleto tipo hemantamina
Se forma por el acoplamiento fenol-oxidativo para-para” que ocurre en la estructura
enantiomérica de la crinina (5,10b-etanofenantridina) donde el puente 5,10b-etano se encuentra

orientado en posicion a(Tabla 5). En la conversién a hemantamina (70), la oxocrinina se oxida a
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vittatina (77), luego ocurre la pérdida del hidrogeno pro-R del C-11 e hidroxilacion en el mismo
sitio para finalmente ocurrir la O-metilacién en el C-2. Aungue, los tipos crinina y hemantamina
estructuralmente guardan similitud no son intercambiables, por ello, se biosintetizan de forma
independiente (Bastida y col., 2011; de Andrade, 2014).

Tabla 5.-Alcaloides tipo hemantamina aislados de especies dela familia Amaryllidaceae

ESQUELETOS TIPO HEMANTAMINA
R,
R3O0
R,0
N° R; R, R; Rs| Rs Rs Nombre Especie Referencia
CA Tallini y col., 2018a
70 H OMe CH, H OH | hemantamina cL Kobayashi y col., 1984
CJ, CAM,
PO Refaat y col., 2012a
8-O-demetil-
e H OH Me | H H H maritidina CA Tallini y col., 2018a
CA
Maroyi, 2016; : Refaat y col.,
MW 2012b
CAS Rahmatullah y col., 2014;
72 | OH H CH, H OH hamaina Refaat y col., 2012b
CL Kobayashi y col., 1984
CZ, CK,
CJ, CF, Refaat y col., 2012b
CB, CAM
Maroyi, 2016; Refaat y col.,
MW 2012b
3-O-acetil- CM Fennell y col., 2003
7 A H H H H . -
3| OAc CH, © hamaina CL Kobayashi y col., 1984
CB, CZ,
CK Refaat y col., 2012b
CA Tallini y col., 2018a;
24| OMe Y CH, H | OH crinamina L|kh|th|tayaWU|d y col., 1993
CMW Maroyi, 2016; : Refaat y col.,
2012b
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Tabla 5.-Alcaloides tipo hemantamina aislados de especies delafamilia Amaryllidaceae (Continuacion)

N | R, R: |Rs| Ry | Rs Rs Nombre Especie Referencia
CE Guerrieri y col., 2015;
Refaat y col., 2012b
CL Kobayashi y col., 1984
Rahmatullah y col., 2014;
CAS Refaat y col., 2012b
Refaat y col.,
CB 2012b;Kobayashi y col.,
1984
CZ, CF,
CECNCI:P Refaat y col., 2012b
CJ
6-hidroxi-
75 | OMe H CH, OH OH . . CPR Aldhaher y col., 2017
crinamina
3-[(4'-
76 Tir | H CH, | H OH fe:;;;]'gjfsi'&er cM Elgorashi y col., 2001
mina
77 H OH CH, H H (+)-vittatina LA, HA Jin, 2016; Guo, 2015
78 | OAcC H CH, H OAc diacetilhamina
29 | OMe Y CH, " OMe _11_-0- . CL Kobayashi y col., 1984
metilcrinamina
oM Elgorashi y col., 2003;
80 | OMe H CH, H H epibufanisina ' Fennell y col., 2003
CB, CMW Fennell y col., 2003
81| OMe | H CH, | aOH oW | (P)crinamina- - o g Refaat y col., 2012b
6-a-hidroxi
(+)-crinamina- CE, CF,
82 | OMe H CH, BOH | OH 6-4-hidroxi CJ,CP,CZ

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.5.-Esqueleto tipo narciclasina

Los esqueletos del tipo narciclasina poseen el ndcleo fenantridina (Tabla 6) y su obtencidnse
deriva de la ruta biosintética del esqueleto crinano (alcaloides tipo crinina y hemantamina). En
este sentido, la O-metilnorbelladina y vittatina (77) son considerados productos intermediarios en
la transformacién de narciclasina por la pérdida del puente de etano mediada por reaccion retro-
Prins en el compuesto 11-hidroxivittatina, seguido de reacciones de hidroxilacion (Bastida y col.,
2011). Inusualmente, las fenantridinas y fenatridionas pertenecen a un grupo mas especifico de

alcaloides parcialmente aromaticos que se encuentran en la familia Amaryllidaceae (Jin, 2016).
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Tabla 6.-Alcaloides tipo narciclasina aislados de especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae

ESQUELETOS TIPO NARCICLASINA

o]

AT

o]

N° R R; Nombre Especie Referencia
83 N H trisfaeridina CE Guerrieri y col., 2015
84 O NH *cinasiadina CAS Rahmatullah y col., 2014

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.6.-Esqueleto tipo tazetina

Los compuestos tipo tazetina presentan una estructura basica 2-benzopirano [3,4-c] indol (Tabla
7). La hemantamina es su precursor; estudios de sobre la biosintesis revelaron que la conversién
del esqueleto 5,10b-etanofenantridina a 2-benzopirano [3,4-c] indol se lleva de manera
irreversible por la ruta de la hemantamina, la cualcuando se oxida forma los epimeros
hemantidina/6-epihemantidina (una mezcla que no puede separarse por HPLC), sequido de la
ruptura C-6/N (de Andrade, 2014), permitiendo la formacion de un hemiacetal que luego sufre
una metilacién, dando paso a la conformacion de la estructura pretazetina, que se mantiene en
equilibrio con tazetina debido a que es inestable tanto en medio basico como acido (Escobar,

2014).

Tabla 7.-Alcaloides tipo tazetina aislados de especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae

ESQUELETO TIPO TAZETINA

QMe

N° Nombre | Especie | Referencia
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1 89 | macronina CE Guerrieri y col., 2015
Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.7.-Esqueleto tipo galantamina

La galantamina, originalmente se aisl6 de Galanthus nivalis L. en 1940; este alcaloide tiene un
nucleo dibenzofurano y es el Unico esqueleto que se origina a partir del acoplamiento oxidativo
para-orto” fenol (Guo, 2015; Bastida y col., 2011) de la O-metilnorbelladina transformandose en
una dienona que se cierra espontaneamente sobre el puente de éter que produce la N-
demetilnarwedina. Seguidamente sufre una reduccion estereoselectiva y se convierte en
norgalantamina que luego se N-metila para dar lugar a la galantamina(85) (Tabla 8). Es preciso
sefialar, que el compuesto narwedina no es el precursor directo de la galantamina(85),
posiblemente ambos compuestos se encuentran coexistiendo en equilibrio, en una reaccion

catalizada por una oxidoreductasa reversible(Bastida y col., 2011).

Tabla 8.-Alcaloides tipo galantamina aislados de especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae
ESQUELETOS TIPO GALANTAMINA

N° R, R, R; Nombre Especie Referencia
. CMW Maroyi, 2016
85 OH Me Me galantamina aroy!
86 OH Me H sanguinina .
87 | OAc Me H 3-O-acetilsanguinina CA Tallini'y col., 2018a
H H M N-f il | i -
8| © CHO ¢ ormilnorgalantamina =< "c| ca Kobayashi y col., 1984

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.1.8.-Esqueleto tipo montanina
Esta clasificacion agrupa los compuestos que presentan el nacleo 5,11-
metanomorfantridina.Estudios de marcaje indican que la montanina proviene de la serie

hemantamina por acoplamiento para-para’, teniendo como intermediario clave la vittatina (77),
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seguido de la migracion del enlace del anillo B C-6 a C-7, O-metilacién y finalmente una f-
hidroxilacion en C-3(de Andrade, 2014).Por otra parte, la 11-hidroxivitatina también se ha
propuesto como un intermediario en la biosintesis de hemantamina (70) y montanina (Bastida y
col., 2011).

11.4.1.9.-Otros tipos de esqueletos en la familia Amaryllidaceae

Como se ha mencionado anteriormente, la biosintesis de AAs es especifica para especies de la
familia Amaryllidaceae, sin embargo, se han aislado alcaloides no tipicos como: cherilina(90),
augustamina(92), galantindol(93), ismina(94), mesembrenona (96),perlolirina(97), cripowelina,
entre otros. Algunos compuestos se observan en la Tabla 9 (Bastida y col., 2011; Guo, 2015). La
cherilina (90) es un derivado de 4-ariltetrahidroisoquinolina, un alcaloide fendlico inusual aislado

por primera vez a partir de Crinum powellii en 1970.

Mientras que, augustamina fue identificada en Crinum augustum en 1981 y algunos de sus
derivados se aislaron afios mas tarde de Crinum kirkii. Por su parte, el nuevo grupo de alcaloides
fue dirigido por el galantindol (93), un representante de anillo indol no fusionado, inicialmente
aislado de Galanthus plicatus ssp. Byzantinus (Guo, 2015). Otro alcaloide inusual es la ismina
(94) (Tallini y col., 2018a), la cual proviene de la serie crinina/hemantamina. Los experimentos
han demostrado que la noroxomaritidina es un precursor de ismina (94) (Bastida y col.,
2011).Finalmente, los alcaloides del tipo mesembrenol (sceletium), generalmente presentes en la
familia Aizoaceae se han aislado en algunas especies de la subfamilia Amaryllidoideae, como es

el caso del mesembrenol obtenido en Crinum oliganthum en 1981 (de Andrade, 2014).

Tabla 9.-Otros tipos de alcaloides no tipicos aislados en la familia Amaryllidaceae

Rz

i
H
MeO
NMe
R

1

N° R; R, Nombre Especie Referencia
90 OH OH cherilina CM Elgorashi y col., 2003; Fennell y col., 2003
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CMW Maroyi, 2016; Elgorashi y col., 2003

CL Kobayashi y col., 1984
CB Elgorashi y col., 2003
Tabla 9.-Otros tipos de alcaloides no tipicos aislados en la familia Amaryllidaceae (Continuacién)
N° R; R, Nombre Especie Referencia
91 OMe OMe O, O-dimetilcherilina CL Kobayashi y col., 1984
Ry
N° Nombre Especie Referencia
CA Tallini y col., 2018a
92 tami
augustamina CL Hanh y col., 2018; Tramy col., 2002a
MeN
I ‘
° CH,OH
N° Nombre Especie Referencia
93 galantindol GP Guo, 2015
Ry HN
I
o
OH
N° R Nombre Especie Referencia
L Tallini y col., 2018a
94 Me smina CA. CE Guerrieri y col., 2015
95 H demetilismina CA Tallini y col., 2018a
OMe
\ OMe
/
N @]
Me
N° Nombre ] Especie Referencia
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96 2-oxomesembrenona NT Jin, 2016

Tabla 9.-Otros tipos de alcaloides no tipicos aislados en la familia Amaryllidaceae (Continuacion)

N° Nombre Especie Referencia
97 perlolirina CL Hanhy col., 2018

R,

Ry

N° R R, R, R; R, Rs Nombre Especie Referencia
98 H -OCH,0- -CH,0OCH.. OH cripowelina A
9 | H OCH,0- | Me | Me | OH cripowelina B ce | Presteyycol, 2016
100 H -OCH,0- Me | Me H cripowelina D
01 | H | OMe | OMe | CH,OCH, | H 4.8-dimetoxi-

cripowelina C
102 | H |OMe | OMe | Me | Me | H 4.8-dimetoxi-

cripowelina D

- i- L h I, 201

103 | OMe | -OCH,0- | Me | Me | OH 9-metoxi c Cheny col., 2018

cripowelina B

4-metoxi-8-

104 H OMe | OMe | Me | Me OH hidroxi-

cripowelina B

i i - . . CL, CE Chenycol., 2018;

105 H OCH,0 CH,OCH,- H cripowelina C Presley y col., 2016

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.2.-Compuestos fendlicos
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Los compuestos fenolicos constituyen un grupo heterogéneo debido a que puedenformarsea
través de varias rutas: a) fenoles simples C6, son originados por descarboxilacion del acido
benzoico y son escasos en la naturaleza; b) del acido benzoico C6-C1, son formados por la
transformacion de precursores directos del acido shikimico y son comunes en plantas superiores;
c) de las acetofenonas C6-C2, son los mas frecuentes que derivan de compuestos C6-C3 (tipo
estireno, fenil etanoide y acetofenona) mediante un proceso de descarboxilacion; y d) del acido
cinamico C6-C3, son productos de reacciones de reduccion de los fenilpropanoides, son raros en
la naturaleza, aunque algunos pueden provenir del &cido acético (Buitrago, D., 2018; Lincoln &
Zeiger, 2007). En la Tabla 10 se muestran algunos compuestos fendlicos aislados de especies del

género Crinum.

Tabla 10.-Fenoles aislados en especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae

Ry

Ry

Rs

Ne R, R, R; Nombre Especie Referencia

106 COMe OMe | OH | 4'-hidroxi-3'-metoxiacetofenona

i i-4° i K 1., 2014
107| COMe | OH | OMe | 3-hidroxi-4-metoxiacetofenona | cmw | Fo-amy col 20

108 | (CH,),NH, H OH 4-(2-aminoetil) fenol Maroyi, 2016

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.3.-Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios que se encuentran en casi cualquier vegetal superior
formando parte principal de la dieta de los herbivoros. En su biosintesis, la reaccién inicial
involucra una unidad de cinamoil-CoA y tres moléculas de malonil-CoA catalizada por la enzima
PKS tipo Il empleando ésteres de coenzima A, los cuales extienden la cadena produciendo un
policétido, seguido de una condensacion aldolica generando anillos aromaticos y finalmente la
ciclacion; siendo su unidad estructural C15: C6-C3-C6. Su estructura basica se denomina “nucleo

flavano”, el cual presenta un esqueleto basico cis que incluye un anillo cromano junto a un anillo
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aromatico en la posicion 2, 3 o 4. (Dewick, 2009; Marcano & Hasegawa, 2002; Seigler, 1998),

algunos ejemplos de este tipo de compuestos se muestran en la Tabla 11.

Entre las generalidades de los flavonoides estan: variabilidad estructural, amplia distribucion en
el reino vegetal, algunos se pueden encontrar de manera libre y poseen estabilidad quimica. La
solubilidad dependera de la clase de sustituyentes y la forma como estén presentes; de esta
manera existen monomeros, dimeros, trimeros y polimeros. Estos compuestos sufren
hidroxilaciones aromaticas y son de facil identificacion por su estructura altamente aromatica
(Buitrago, D. 2018). En relacion a su clasificacion, existen varias formas de agruparlos, segln su
esqueleto, la IUPAC los divide en: flavonoides, isoflavonoides y neoflavonoides. Mientras que,
al clasificarlos por su grado de oxidacion se tienen: flavonas, flavonoles, flavanonas,
flavononoles, flavanoles, chalconas, auronas y antocianidinas. En referencia a esta ultima,
Marcano & Hasegawa (2002), sefialan la importancia de las antocianidinas porque ‘“‘constituyen
los pigmentos principales de las flores y de las hojas de otofio, sus colores van desde el rojo hasta
el azul. Son agliconas de polihidroxiflavilio en los cuales la union glicosidica esta principalmente
en C-3”.Es importantes acotar, que los taninos son polifenoles o flavonoides poliméricos de
elevado peso molecular y de estructura amorfa capaz de combinarse de forma estable a proteinas
y otros polimeros vegetales como los polisacaridos; sin embargo,no todos los materiales

polifenolicos son taninos.

Tabla 11.-Flavonoides aislados en especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae

Rs
Rs
Ry
R3 o
Ry
R
N° Ri | Ry R R, Rs Rs Nombre Especie Referencia
109 | H O | OH OMe H H 7-hidroxi-8-metoxiflavanona CB
110 | H O | OH H H OH 7, 4" -dihidroxiflavanona CB
111 | H H | OMe H H OH 4”-hidroxi-7-metoxiflavano CAM,
CM Tram
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12 | H 4 | oMe Me H OH (-)4 -hlerX|-7-metOX|-8- cau |V col., 2002b
metilflavano
113 | oH | H | OMe Y Y OH 4’-Hidroxi-7- g:etoxﬁlavan-& CB
124 | H |H|OMe| H | OH | OH 2(5)-3 4 ~dihidroxi-- CB
metoxiflavano
115 [OH | H | OMe | H | OMe | OH 4 -Hidroxi-7-metoxi-5'- CAM
metilflavan-3-ol
4’ 7-dihidroxi-3’-
116 | H H OH H OMe OH ' . CL
metoxiflavano Nag‘O}(/)ZO'-'
117 | H H | OH H H OH 4’ 7-dihidroxiflavano CL
Tabla 11.-Flavonoides aislados en especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae (Continuacion)
N° R; R, R; R, Rs Rs Nombre Especie Referencia
118 HC=CH H OH H OH L. 2 ’Af’4 X CAM, CB
trihidroxichalcona
119 | HC=CH H | OH | Me | on |2 /4-trnidroxi-s-metit = Tram'y col.,
chalcona 2002b
4-hidroxi-2",4"-
120 H H OMe | OMe | H H dimetihidroxidihidro- CB
chalcona
2°.,4" 7- Nam
121 H H OH OH H OH trihidroxihidrochalcona cL y col., 2004
ORg
N° R, R, R; R, Rs Rs Nombre Especie Referencia
. A Tramy col.,
122 | O-Xil H H H H H kaempferol-3-xilosido CB 2002b
123 H OH Me | oMe | ol | ome 5,6,3. -tl’lhld.rOXI-7,8,4 - CcL Nam y col.,
trimetoxi flavona 2004

Elaborada por: Gina Achito, 2019.




Se encuentran presentes en todas las partes de la planta y suelen localizarse mayormente en las
vacuolas de las células vegetales. Los taninos hidrolizables derivan de la via del acido shikimico,
al ser tratados con acido o enzimas, se separan de la aglicona (acido galico y elagico o sus
derivados) y los azucares. Estos compuestos se caracterizan por ser: amorfos; de sabor
astringente; la solubilidad dependera del grado de polimerizacion, pueden ser solubles en agua,
alcohol y en soluciones coloidales de cetonas e insolubles en solventes de baja polaridad (Seigler,
1998; Marcano & Hasegawa, 2002).

11.4.4.-Terpenos

Son los metabolitos secundarios derivados del isopreno, que proporcionan las caracteristicas
organolépticas (aroma y sabor) de las plantas, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, solos o formando glicésidos, su frecuencia y abundancia es dependientede factores
genéticos y climaticos. La unidad basica de losterpenos es el isopreno, el cual contiene cinco
atomos de carbonos y se encuentra en la naturaleza bajo dos formas
isomericas,dimetilalilpirofosfato (DMAPF) e isopentenilpirofosfato (IPPF). La ruta de formacion
de estos compuestos se conoce como ruta del acido mevalonico y comienza por la union de dos
unidades de acetilcoenzima A para originar acetoacetilcoenzima A,de éste ultimo se produce 3-
cetodcido, elcual se comporta como sustrato para una nueva condensacion aldélica, dando lugar a
(S)-3-hidroxi-3-metilglutiril-CoA (también derivado del éster del acido glutaconico, formado a
partir de leucina o valina),quesereduce con el ataque delNADPHSsobre el carbono del tioéster de
la coenzima A, involucrando un cambio de quiralidad en el C-3 para la formacion del acido (3R)
mevaldnico.Por otro lado, a través de experimentos de marcaje isotopico se ha determinado que
existe una via alterna para la formacion de la unidad de isopreno, la cual comprende la union de
las moléculas de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato, que al condensarse pierden CO; y se forma
1-desoxi-xylulosa-5-fosfato como precursor del IPPF. Con respecto a su clasificacion, los
terpenos se agrupan de acuerdo al nimero de unidades de isopreno (Csn) que contienen en:
Hemiterpenos (1), Monoterpenos (2), Sesquiterpenos (3), Diterpenos (4), Sesterpenoides (5),
Triterpenos (6), Tetraterpenos (8) y Politerpenos (>20) (Dewick, 2002; Marcano & Hasegawa,
2002).
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Los triterpenos son un grupo numeroso de compuestos con un esqueleto basico de 30 atomos de
carbono o seis unidades de isopentenilpirofosfato (IPPF) y estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza en los reinos vegetal y animal, ya sea en forma libre o asociados con azlcares o
aminoacidos. Estos compuestos se forman bajo sistemas similares pese a la variabilidad de
estructuras en las etapas iniciales de bioformacién, donde el precursor comun es el escualeno
(Marcano & Hasegawa, 2002), el cual se produce por la unién cola-cola de dos unidades de
farnesilpirofosfato (FPF) (C-15) donde tiene lugar en una de las unidades FPF la inversion de la
configuracién del C-1 y en la otra el hidrogeno en C-1 pro-S se pierde, esto es posible con la
presencia de la enzima nicotinamida-adenina- dinucle6tido-fosfato(NADPH).

El pre-escualeno es considerado el precursor del escualeno, del cual se generan estructuras
policiclicas (tetraciclicas y pentaciclicas) dependiendo de la forma de ciclacion (Marcano &
Hasegawa, 2002), tal es el caso del cicloartenol (124)(Tabla 12). Los esteroles, también llamados
fitoesteroles (Tabla 12) son componentes estructurales presentes en las membranas de las células
vegetales de las plantas, algas y hongos, afectando la permeabilidad de las membranas. Su
estructura es un tetraciclo del grupo protostano y se origina del 2,3-epoxido de escualeno que al
ciclarse a través de una secuencia de silla-bote-silla-bote, forma el cicloartenol(124) (Marcano &
Hasegawa, 2002; Dewick, 2009).

Generalmente se hallan en forma de alcohol libre, sin embargo, también se encuentran bajo la
forma de ésteres de &cidos grasos de cadena larga (palmitico, oleico, linoleico y acidos o-
linolénicos), como glucosidos, y glucésidos acilados con &cidos grasos (Marcano & Hasegawa,
2002; Dewick, 2009). Los fitoesteroles son importantes en las plantas por contribuir en su
actividad reguladora del crecimiento, modificacion del desarrollo y estimulacién de la floracion
en plantas (Seigler, 1998). Dentro de los tetraterpenos, los glicésidos cardiotonicos son
glucésidos esteroidales encontrados en las plantas. Son cardanolidos por presentar una lactona
insaturada de cinco miembros; tienen anillos fusionados cis A/B y C/D pero trans B/C; es poco
comun encontrar residuos de azucar en C-3 (5-OH) y en C-14 un grupo OH. Se generan por la

conversion de colesterol — pregnenolona — progesterona — cardanélido. La progesterona en su
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ultima etapa de formacién se reduce y oxida, seguidamente ocurre una oxidacion en C-21, y

finalmente, se esterifica para adosar y formar el anillo (Marcano & Hasegawa, 2002).

Tabla 12.-Triterpenos y esteroles aislados en especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae

22

//,//
%,

R3

Nombre Especie Referencia

Rs
CAS Tramy col., 2002b
124 Me Me P :
cicloartenol CL Nam y col., 2004

125 Me Me 23)\( ciclolaudenol

126 Me H 23)‘\‘/ 31-norciclolaudenol CAS
oA Tramy col., 2002b
127 Me Me . .
metilenecicloartenol CAU
23
128 Me H Cicloeucadenol

%,
Z, R
///,' 4

N° R, R, R; R4 Nombre Especie Referencia
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CAS, CB Tramy col., 2002b
— 22 / 4 27
129 H HC=CH % estigmasterol CAS Rahmatullah y col,
26 2014
130 H HC=CH sitosterol CM
131 H H 2 4 7 dihidrositosterol CB Tram y col., 2002b
23 H -0O-D-
132 | D-Glc | HC=CH ! ditosterol-0-D CAU
glucopirano

Tabla 12.-Triterpenos y esteroles aislados en especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae (Continuacién)

Ry

N° R, R, R; Nombre Especie Referencia
133 0 H H o-ionona

F T l., 2002
134 | o-OH o —OH ) vomifoliol ¢ ram y col., 2002b

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.5.-Cumarinas

Las cumarinas son productos naturales ampliamente distribuidos en las plantas y en algunos
microorganismos. Son conocidos como benzo-a-pironas o lactonas de acidos fenilpropanoicos
con un nucleo 2H-1-benzopirano-2-ona, y se forman por una reaccion de lactonizacion del acido
o-cumarico. Comprenden otra clase de compuestos C6-C3 y entre las propiedades generales se
tiene que son lactonas insaturadas; algunas son fluorescentes bajo luz ultravioleta (UV); se hallan
oxigenadas en C-7; pocas veces presentan una o varias unidades de isopreno en posicion orto al
oxigeno fendlico, pudiendo a su vez formar furocumarinas lineales o angulares al degradarse la
cadena; se encuentran principalmente en semillas, raices y hojas (Reija, 2007; Marcano &
Hasegawa, 2002). La 7-hidroxicumarina (umbeliferona) y otros compuestos relacionados como
se muestran en la Tabla 13, presentan actividades bioldgicas de interés terapéutico como:
anticoagulante, antibacteriano, antitrombdtico, antiinflamatorio, vasodilatador, anticancerigeno,
asi como la accion fotosensibilizadora de ciertas furanocumarinas (Rivas-Morales y col., 2016;
Reija, 2007).
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Tabla 13.-Cumarina aislada en especie del género Crinum, familia Amaryllidaceae

OW
H3CO o)
AN
H4CO! o [¢]
N° Nombre Especie Referencia
135 4-senecioiloximetil-3,4-dimetoxicumarina CL Nam y col.,2004

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.6.-Cromonas y cromanos

Los compuestos aromaticos derivados de anillos bencénicos condensados se agrupan segun su
relacion biogenética y entre ellos se encuentran las cromonas, (Tabla 14) que tienen el ndcleo
benzo-y-pirano o 1,4-benzopirona, un isémero de cumarina que se distingue por presentar un
rango de absorcion en UV intenso de 240-250 nm, mientras que, las cumarinas presentan un
minimo en ese mismo rango. Sus derivados se obtienen generalmente a partir de fenoles S-ceto
esteres por calentamiento con pentadxido de difésforo (Marcano & Hasegawa, 2002; Beyer &
Walter, 1987).

Otro grupo esta representado por los cromanos que tienen el nicleo a-benzopirano y provienen
de un dihidroderivado o 4H-cromeno que se obtiene por condensacion orto de un nucleo benzo-y-
pirano. Su esqueleto estd presente en muchos productos naturales tales como: neolignanos,
flavonoides y cumarinas, los cuales exhiben importantes propiedades biolégicas. Los tocoferoles
representan el grupo de mayor interés, estos compuestos difieren en el nimero de grupos metilo y
la mezcla de estos se le conoce como vitamina E, su accion principal es como antioxidante
natural y su carencia puede conducir a la esterilidad (Beyer & Walter, 1987; Lopez, 2013;

Marcano & Hasegawa, 2002).

Tabla 14.-Cromonas aisladas en especies del género Crinum, familia Amaryllidaceae
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N° R, R, R; Nombre Especie Referencia
136 | H OMe H Eugenil

137 | OMe | OH Me | 5,7-dihidroxi-6-metoxi-2,8-dimetilcrona CM Tram y col., 2002b
138 H OH H Noreugenin

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

11.4.7.-Carbohidratos

Los carbohidratos son sustancias comunes en plantas, animales y microorganismos, constituidos
principalmente por carbono, hidroégeno y oxigeno. Son los primeros productos formados a partir
de la fotosintesis en plantas y son los precursores en la biosintesis de algunos metabolitos
secundarios (Dewick, 2009). Los carbohidratos se agrupan segun el niumero de moléculas que la
componen, en: monosacaridos (formados por una sola molécula de sacérido y no pueden ser
hidrolizados a moléculas mas pequefias), disacaridos (formados por dos moléculas de
monosacarido unidas por un enlace glucosidico), oligosacaridos (compuestos por 3 a 9 unidades
de sacaridos, los formados por 3 unidades son de sabor dulce, mientras que de 4 a 9 son
insipidos) y polisacéaridos (constituidos por >10 moléculas de monosacaridos y cumplen
funciones importantes como la reserva de alimento y formar parte de la estructura rigida de las
plantas) (Rojas, 2018). Estudios en las especies de Crinum han reportado la presencia de
sacaridos, oligo y polisacaridos (con cierta actividad farmacologica antiinflamatoria e
inmunoestimulante citostatico), pectinas y hemicelulosa en los bulbos de especies de C. amabile
mientras que,en los rizomas de C. latifolium se hallaron entre sus compuestos: glucdgeno,

glucano Ay glucano B (Tram y col., 2002b).

11.4.8.-Minerales
Los minerales o microelementos son compuestos nutritivos requeridos por las plantas en bajas

cantidades, ante su ausencia no podria garantizarse el desarrollo de las funciones biologicas como
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la fotosintesis, la formacion de los azucares, la sintesis de las proteinas, entre otras. Entre los
elementos méas importantes estan: hierro (Fe), boro (B), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn),
molibdeno (Mo) y cloro (CI). Estas sustancias son suministradas por el suelo generalmente en
forma de solucion como aniones y cationes para ser absorbidos por las plantas (Aguilar, 2011).
En el estudio de la distribucion de los microelementos en diferentes partes de la especie C.
asiaticumse detectd alto contenido de Cd (Cadmio) en los Organos reproductivos y bajo
contenido de Ca (Calcio) en las flores (Tram y col., 2002b). Otros estudios recientes en bulbos de
C. jagus determinaron la presenciade constituyentes como sales de calcio (mezcla de oxalato de

calcio y tartrato de calcio) (Taiwe y col., 2016).

I1.5.-Estudios de actividad bioldgica reportados para el género Crinum L.

En esta seccion se presentan los estudios de las actividades bioldgicas reportadas para especies
del género Crinum en los ultimos ocho afos, los mismos se encuentran en orden cronoldgico
descendente, destacandose que existe mayor prevalencia de ensayos de actividad antioxidante,
citotdxica, inhibidora de las enzimas AChE y BuChE, antiinflamatoria y antimicrobiana.

Los extractos acuosos y metandlicos de las hojas de doce especies de Crinum fueron ensayados
para determinar actividad antioxidante, anti-diabética e inhibidora de la enzima AChE. Los
resultados revelaron que el extracto metandlico de C. asiaticum presentd una fuerte actividad
antioxidantea la concentracién de 462,81+1,98 mg Fe'/gextracto (métodoFRAP), 116,03+3,80
mg AAE/gextracto (método fosfomolibdeno) y 111,54+2,03 mg TE/gextracto(método DPPH). El
extracto de C. latifoliummostrd6 mayor efectividad por el método ABTS (39,65+0,91 mg de
extracto de TE/g). Con relacion, a la actividad antidiabética el extracto de C. jagusrevelo la
mayor inhibicion de la enzima a-amilasa (60,30%) y a-glucosidasa (94,04%).En el ensayo con la
enzima AChE,el extracto de C. latifoliumexhibio 76,52% de inhibicion(S. Ghane y col., 2018).

Por otro lado, del extracto etanolico de los bulbos de C. latifolium se aislaron cinco alcaloides
tipo cripowelinas y se evaluaronln Vitro las actividades citotoxica, antimicrobiana, antioxidante y
antiinflamatoria. En consecuencia, los alcaloides 101-105(Tabla 9) mostraron una alta
citotoxicidad contra todas las lineas celulares de cancer de pulmon ensayado (A549, ATCC,
H446, H460, H292, 95-D y SPCA-1) con valores de 1C5,<30 nM (Tabla 2) significativo,mediante
el método MTT, empleando como farmaco de referencia Doxorubicina®. Los alcaloides 103 y
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104 (Tabla 9) mostraronel mayor potencial antimicrobianocontra todos los microrganismos
ensayados (S. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosa, H.
influenzae, E. cloacae, S. dysenteriae) con un valor de 1C5,<0,50 mM, usando como control
positivo Netilmicina®. En la actividad antioxidante se evidencié una actividad significativa en
los compuestos 102, 103 y 104con valores entre 67,3-73,4 ug en las pruebas ABTS™ (Trolox®:
80,9 ng) y DPPH los compuestos 102, 103 y 103(ICspentre 62,1-80,1 ug; Trolox®: 43,2 pg)
(MX. Cheny col., 2018).

T. Hanh y col., (2018) comprobaron la citotoxicidad del alcaloide perlolirina (97) aislado de las
hojas de C. latifolium al mostrar actividad contra cinco lineas celulares de cancer humano KB
(carcinoma epidermoide), HepG2 (hepatocarcinoma), MCF7 (cancer de mama), SK-Mel2
(melanoma) y LNCaP (c&ncer de prostata) con valores de 1Cso entre 22,12+2,80 y 28,45+3,75 uM
con relacion al control positivo de Elipticina® (ICspentre 1,83+0,20 a 1,54+0,16 uM).

La actividad inhibitoria de las enzimas AChE y BuChE fue ensayada en los bulbos de la especie
C. amabileusando el método modificado de Ellman; observandose inhibicion significativa de la
enzima AChE de 2,24 + 0,01 pg/mL, cercana al compuesto de referencia galantamina (85)(0,27
0,03 pg/mL). Mientras que, frentea BuChE el efecto fue menor (116,59 + 2,85 ug/mL) en
comparacion al farmaco de referencia, Galantamina® (4,88+ 0,17)(A. Carrasco, 2017).

Orto estudio realizado con los extractos crudos y alcaloidales de las hojas y bulbos de C. amabile
revelaron una baja actividad antioxidante en los extractos ensayados (ICso entre 6818,24 y
112080,7 ppm) en comparacion con el acido acetilsalicilico (ICso 36,8 ppm) usado como patron
de referencia. La actividad antiinflamatoria In Vitro también fue ensayada observandoseque el
extracto crudo y alcaloidal de los bulbos mostraron actividad a las concentraciones de 56,35y
57,12 ppm, respectivamente. Finalmente, los extractos alcaloidales de las hojas y los bulbos
presentaron actividad citotoxicafrente a lineas celulares tumoralesa la concentracion de 12,5 ppm
(S. Portero, 2017).

El extracto de las hojas de C. giganteum fue evaluado In Vivo para determinar su efecto frente a
un cuadro de esquizofrenia inducido en ratas Wistar. Los resultados mostraron que el extracto
acuoso a concentraciones de 5 y 10 mg/kg presenta actividad neuroprotectora, atenuando el
efecto del antagonista de los receptores de NMDA,el cual fue inducido por clorhidrato de
Ketamina®. Este ensayo fue comparado con el control positivo, Clorpromazina®a dosis de 25
mg/kg (E. Finbarrs-Bello y col., 2016).
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C. Presley y col., (2016), reportaron la actividad antipalidica y antiproliferativa de cuatro
alcaloides del tipo cripowelina98, 99,100 y 105(Tabla 9)aislados del extracto metandlico de C.
erubescens; los compuestos aislados, mostraron actividad antimalarica frente a la cepa Dd2 con
valores de ICsp que oscilan entre 26+,2 y 260+2 nM, usando el ensayo de fluorescencia con
SYBRG |, la Artemisina® se utiliz6 como control positivo ICsy de 6 + 1 nM). Por otro lado, el
analisis frente a la linea celular de céancer de ovario humano A2780 mostrd actividad a las
concentraciones de 1Csg entre 11,1+0,4 y 28+1 nM.

La actividad anticonvulsivante del extracto de hojas de C. jagus fue ensayada In Vivoaplicando
convulsiones PTZ inducidas en ratones Swiss. Los resultados revelaron que el extracto disminuye
las convulsiones sin mostrar toxicidad a la dosis de 12,5-5,0 mg/kg en las especies manipuladas.
Con este ensayo validaron cientificamente el uso de los extractos vegetales en el tratamiento de la
epilepsia en la medicina tradicional en Camerun (G. Taiwe y col., 2016).

Por otro lado, el potencial de cicatrizacion en las heridas del extracto metandlico de C. jagusfue
ensayado In Vivo en ratas Wistar albinas, revelando un tiempo de epitelizacion/curacién completa
a las dosis (12,14+1,47 / 19,14+0,7dias y 11,2+1,144 / 16,85+1,65 dias) en comparacion con el
farmaco Sulfato de Framicetina usado como control (17,80+1,2 / 25,28+1,04 dias). Las pruebas
de toxicidad mostraron que el extracto metandlico de los bulbos de C. jagus no presenta toxicidad
a la dosis de 2000 mg/kg(S. Udegbunam y col., 2015a).

Otro estudio realizado con la misma especie mostrd el efecto antioxidante y antimicrobiano del
extracto metanolico de los bulbos de C. jagus. Las bacterias B. subtilis yS. aureus fueron
inhibidas a la CIM de 25 y 12,5 mg/mL, respectivamente. Con respecto al ensayo In Vivo en
modelos de cicatrizacion de heridas, se observo actividad antimicrobiana frente a las bacterias B.
subtilis, S. aureus y la levadura C. albicans, ya que, las mismas no fueron observadas en las
heridas después del tratamiento. ElI farmaco usado como control positivo fue Sulfato de
Framicetina®/Clotrimazol®. En cuanto a la actividad antioxidante no enzimética In Vitro
determinada por el método DPPH, se observo que la misma es dependiente de la concentracion
ensayada (10-400 pg/mL con 6,82+0,05 - 58,19+1,51%) al compararlo con el farmaco de
referencia (acido ascorbico 73,65+0,85 - 79,18+0,16%). Mientras que, la actividad antioxidante
enzimatica In Vivo por el método SOD fue significativa para el 10% del extracto (4,22+0,09;
4,57+0,02 y 5,24+0,06 wmg de proteina) en comparacion al farmaco Sulfato de
Framicetina®/Clotrimazol® (4,20+0,06; 4,68+0,07 y 4,61+0,06 p/mg de proteina)(S.
Udegbunam y col., 2015b).
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Estudios del efecto antihelmintico, citotoxico y antioxidante In Vitro del extracto metandlico de
hojas de C. latifolium, establecieron que el extracto es un potente antihelmintico al registrar el
tiempo mas bajo para la paralisis y letalidad en los parasitos a la dosis de 50 mg/mL en
comparacion con el farmaco de referencia, Albendazol®. Por otro lado, el ensayo
decitotoxicidadconArtemia salina mostro letalidad con un de LCso de 15,652 pg/mLcomparado
con el estandar Sulfato de Vincristina® (0,839 pg/mL),mientras que los ensayos de actividad
antioxidante mostraron efectividad del extracto a la concentracion de 17,50+ 2,64 mg/mL(A.
Aziz y col., 2014).

lannello y col., (2014), ensayaron la actividad antimicrobiana y antifungica del extracto alcaloidal
de C. angustum, demostrando actividad significativa contra seis de las cepas examinadas con
valores de 1Cso después de 8 h incubacion de 312 pug/mL(S. aureus y S. pyogenes), 156 pg/mL (S.
epidermidis) y 625 pg/mL (K. pneumoniae y E. faecalis), siendo inactivo frente a las cepas
Gram-negativask. coli, P. aeruginosa y P. mirabilis. Utilizaron como control positivo,
Gentamicina® para las bacterias y Nistatina® para las levaduras.

El extracto acuoso de los bulbos de C. glaucumfue ensayado para determinar los efectos
anticonvulsivante, ansiolitico e hipnéticoln Vivo en ratones albinos. Para el ensayo de la actividad
anticonvulsivanteutilizaronFenobarbitona® (40 mg-kg") como farmaco control. Los
resultadosmostraron que el extractologré disminuir las convulsiones inducidas por Picrotoxina®
a los 468 + 81,39 y 528 + 81,39segundos (400-1200 mg-kg™), mientras que las convulsiones
inducidas por Isoniacida® fueron inhibidas a 10s32,80 + 2,55 min a 47 = 2,10 minutos. Con
respecto al efecto ansiolitico, el extracto fue efectivo a la dosis de 100 mg-kg™ (124,00 + 1,18 s)
siendo significativamente mas alto que el producido por el Diazepam® (84,4 + 2,84 s), mientras,
el efecto hipnético del extracto se observé a los 1,52 + 0,01 minutos a la dosis de 400 mg-kg™
inducido por Hexobarbitona® en comparacion con el Diazepam® (2,40 £ 0,24 min). Estos
resultados pueden sugerir que el extracto actda por interaccion con los sistemas GABAEérgico,
nitrérgico y glutaminérgico para ejercer sus efectos(l. Isholay col., 2103).

La citotoxicidad In Vitrofue evaluada en el extracto de las hojas de C. latifolium, utilizando
células EL4-luc2, una linea celular de linfoma murino singénica del raton C57BL/6. Los
resultados indican que los extractos de CL y la fraccion de alcaloides a concentraciones de 25
ug/mL inhiben la proliferacion de células de linfoma en maltiples vias con la particularidad que
no presentantoxicidad en las células normales (H-Y. T. Nguyen y col., 2013).
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S. Dewan & A. Das (2013), evaluaron el potencial trombolitico In Vitro del extracto metandlico
crudo de las hojas de C. latifolium, obteniendo una actividad trombolitica significativa (p <0.001)
con una lisis moderada del coagulo, mostrando efectividad de 14,64+0,540%, 18,01+0,766%,
21,78+1,039%, 28,43+0,982% y 33,84+1,749% a concentraciones entre 2a 10 mg/mL, en
contraste con el control positivo Estreptoquinasa® a 47,27+1,998 % de lisis de los coagulos.

M. Rahman y col., (2013), investigaron los efectos analgésicos y antiinflamatorios In Vivo del
extracto etandlico de las hojas de C. asiaticum (1,0 g/kg y 2,0 g/kg) usando el modelo de
retorcimiento inducido por &cido acético y el modelo de lamido provocado por formalina en
ratones suizos albinos (control positivo Diclofenaco sédico® a 10 mg/kg); los resultados
mostraron disminucion del dolor a la dosis de 42,34 = 3,20%. Por otro lado, el efecto
antiinflamatorio medido a través del modelo de edema de la pata inducido por carragenina en rata
albina mostro actividada la dosis de 51,60+2,50 % (control positivo Morfina® a 0,5 mg/kg).
Ademas, no observaron mortalidad en la prueba de toxicidad aguda en ratas albinas Wistar.

Un estudioln Vivodemostro la actividad cicatrizantedel extracto metanolico de los bulbos de C.
zeylanicumal colocar la crema preparada a las concentraciones de 1, 5y 10 % m/m sobre las
heridas de ratas Wistar. En este ensayo se observo que hubo un aumento significativo al reducir
el periodo de epitelizacion de 22 dias en control a 20, 18 y 15 dias. La dosis toxica dérmica aguda
(CLsp) fue superior a 2000 mg/kg en peso corporal. Estos resultados, validan el uso de la especie
como cicatrizante en la medicina tradicional de los yorubas que habitan en la region occidental de
Nigeria(A. Tijani y col., 2012).

M. Asmawi y col., (2011), ensayaron la actividad antinociceptiva In Vivo de los extractos (éter de
petréleo, cloroformo y metanol) de las hojas de C. asiaticum en ratas albinas macho (Sprague
Dawley) utilizando el método de hiperalgesia en la pata trasera inducida por carragenina.
Ensayarondosis entre 250-1000 mg-kg™ y la mejor actividad fue mostrada por el extracto en
cloroformo a la dosis de 250 mg-kg™ (n = 4-5 en cada grupo; p <0,05), ademéas observaron que
dosis elevadas (1000 mg-kg™), causaron la letalidad de los animales de experimentacion. El
farmaco control fuela Indometacina® a la concentracion de 1 mg-kg™.

Las propiedades antinociceptivas del extracto metandlico de los bulbos de C. asiaticum fueron
ensayadas en ratones albinos suizos, mostrando una disminucion del dolor inducido por cido
acetico del 40,71% a la dosis de 1,5 g/kg de peso. Con relacion a la actividad antiinflamatoria
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realizada en ratas albinas Wistar inducida por carragenina observaron inhibicién del proceso de la
inflamacion a la dosis de 52,56 %. Posteriormente, en la cuarta administracion a una dosis de 1
g/kg se observo una inhibicion del 37,5 % con respecto al farmaco de referencia (Diclofenaco
sodico® 40 mg/kg.) usado en cada ensayo(M. Rahman y col., 2011).

O. Fawole y col., (2010) evaluaron la actividad antiinflamatoria, anticolinesterasa y antioxidante
de los extractos de bulbos de C. moorei, revelando una fuerte inhibicién contra las enzimas COX-
1 (84,0 a 99,2 %) y COX-2 (52 a 95,6 %), validando su uso en la medicina tradicional
sudafricana para el tratamiento del dolor, sin embargo, los porcentajes de inhibicion de la AChE
se consideran bajos (ECsy entre 2,9 a 22,5 %). Por otro lado, el ensayo del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) mostro un ICsp = 5,06 + 1,54 ug/mL.

El estudio de la actividad inhibidora de la enzima AChE In Vitro realizado a las hojas y bulbos de
cinco especies de Crinum mostrd que a la dosis de 100 ug, las hojas de C. zeylanicum, los bulbos
y las hojas de C. amabile y las hojas de C. jagus presentaron una fuerte inhibicion de la enzima
AChE, mientras que, las hojas de C. erubescens, los bulbos de C. powellii y los bulbos de C.
zeylanicum mostraron inhibicion moderada y las hojas C. powellii mostraron un efecto levesobre
esta enzima (A. Calderén y col., 2010).

S. llavenil y col., (2010) ensayaron los extractos acuosos y de etanol de las hojas de C. asiaticum
para determinar su actividad antibacteriana frente a cepas Gram negativas Pseudomonas
aeruginosa (ATCC10031), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y Escherichia coli (ATCC
25922) y bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus (ATCC 11632) y Bacillus subtilis
(ATCC 23859); utilizando los métodos de difusién de agar en pocillo, difusién en discosde papel
y dilucion en caldo. Los resultados revelaron que los extractos de C. asiaticum mostraron
actividad frente a S. aureus y K. pneumoniae a la concentracion de 0,5 mg/mL, mientras que, a
las concentraciones entre 1,0 y 1,5 mg/mL observaron actividad en todas las cepas ensayadas.

El ensayo citotdxico In Vitro para determinar la mortalidad del camardn en salmuera mostré que
el aceite esencial obtenido por hidrodestilacion del extracto de bulbos de C. ornatum, presenta
toxicidad a la concentracion de 1,701 pg/mL con un intervalo de confianza entre 2,137 y 0,4678,
respectivamente. El analisis por CG/EM reveld que el aceite esta compuesto principalmente por
hidrocarburos de cadena lineal, lo que podria explicar la alta toxicidad observada en el ensayo
(Oloyede, Oladosu & Shodia, 2010).
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11.6.-Usos etnobotanicos

Las especies del género Crinum se encuentran distribuidas ampliamente en las regiones tropicales
y templadas de todo el mundo, particularmente en Africa, Asia, Australia y en menor cantidad en
los Andes al sur de América. Se conoce que, desde tiempos remotos estas plantas han sido usadas
en preparados medicinales para tratar diversas dolencias (Rahmatullah y col., 2014; Carrasco,
2017).Teniendo en cuenta que, la documentacion de estos usos en contextos culturales concretos,
revelan que las plantas utilizadas en etnomedicina tienes actividades farmacoldgicas que aquellas
seleccionadas al azar o por criterios quimiotaxondémicos (Mender, 2015);en la Tabla 15 se

resumen los usos etnobotanicos reportados para especies del género Crinum.
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Tabla 15.-Especies del género Crinum y sus usos etnobotanicos a nivel mundial

- Nombre . - .
Nombre botanico i Localidad Usos medicinales Referencia
comun
Sonapur, Repiblica | Como rubefaciente, ténico para el tratamiento de
Sukhdarshan Popular de trastornos como: prostatitis, adenoma, aumento prostatico Aziz y col., 2014
Bangladés benigno, alergias y enfermedades tumorales.
En problemas graves de salud como: prostatitis adenoma,
i aumento de prdstata benigna, fibrosis uterina, hipoxia,
. . Republica Popular | . L . L L/ -
Crinum latifoliumL. ; inflamacién,  desintoxicacion, regeneracion tisular, | Dewan & Das, 2013
Sukhdarshan de Bangladés S . . . .
equilibrio hormonal, para mejorar la inmunidad mediada
por células y como un activador efectivo de linfocitos.
Para el tratamiento de reumatismo, fistula, tumores, otitis.
- Vietnam y China | Actualmente se ha popularizado su uso como antiviral y Jenny y col., 2011
antitumoral.
Crinum mooreiHook. F. - Surafrica Tratamiento de afecciones relacionadas con el dolor. Fawole y col., 2010
- Vietnam Emético para tratar el reumatismo y la otitis. Phamy col., 1998
Crinum amabile Donn. 5 Sl bdori _ i -~
olores abdominales y contusiones en el cuerpo (hojas
- Ecua or_ y . po-(hojas y Carrasco, 2017
(Playa de Muisne, | bulbos), y para tratar resfriados (flores).
.. Provincia de En enfermedades pectorales (flores), cicatrizante (hojas),
Lirio P ( ) (hojas) Zapata, 2017

Esmeraldas)

inflamaciones y contusiones (bulbos).

Crinum hardyiLehm. H.

Crinum pronkii

Republica de

Tratamiento externo de diferentes enfermedades

Lehm. H. i Madagascar parasitarias de la piel. Aldhaher y col., 2017
Crinum
firmifoliumBaker J.
.y En remedios para los fordnculos, diarrea, fiebre,
. " Africa - ! ) . .
Crinum macowanii . inflamacion, problemas del sistema respiratorio, .
- Oriental y . . . . Maroyi, 2016
Baker meridional erupciones cutaneas, tuberculosis, heridas y problemas del

tracto urinario en humanos y animales.
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Tabla 15.-Especies del género Crinum y sus usos etnobotanicos a nivel mundial (Continuacién)

Islas del Pacifico
Sur

Heridas e inflamacion corporal (hojas), en partos y hemorragia
posparto (raiz).

Micronesia

Dolores de espalda y retraccion de testiculos (hojas) y emético
(bulbo).

Republica Popular
de Bangladés

Tratamiento para la acidez y la disenteria (jugo de hoja y la fruta);
fortnculos, tos, mucosidad y fiebre (raiz); dolor reumatico severo
(hojas); edema, dolor y reumatismo (planta entera); amigdalitis
(rizomas); ictericia (tallos); inflamacién de los dedos de manos y pies
(hojas con aceites); hernia.

Laxante y problemas urinarios (bulbo); dolor de oidos y amigdalitis
(extracto bulbo); fiebre y cicatrizacion de heridas (hoja y tubérculos);

Rahmatullah y

Cri - Republicade la | antihelminticos y afrodisiacos (se ingiere el bulbo hervido); col., 2014
rinum ! . ; . . -
o India reumatismo (jugo de hoja); reumatismo y hemorroides (bulbo
asiaticumL. .
triturado y asado).
- Republica de Para la indigestion (el extracto de las hojas).
Vanuatu
Distrito de . . .
\ Kutchum Tratamiento de la fiebre (hojas).
Tailandia
- Malasia Para areas externas con fracturas éseas (hojas).
i Rew:ig%a d(le la Tratamiento de artritis, lesiones, infecciones de la piel y herpes
(hojas).
Myanmar
bunga tembaga Malasia Tratamiento de articulaciones inflamadas, esguince, vomito, | Asmawiy col.,
suasa peninsular hemorroides, contusion, fractura, dolor de oido y otras inflamaciones. 2011
Llamado en el
norte "Albasaar
Kwaadii" (cebolla Occidente de Tratamiento de problemas de la piel, lesiones y Ulceras refractarias
de rana) yenel Nigeria (bulbo).
sur “Isumer Tijani y col., 2012
Crinum T . . o — .
zeylanicum L i Rgpubllca de !Estlmglant}e para infantes con debilidad general, raquitismo (hojas de
' Sierra Leona infusion fria).
- Republica de Como vermifugo
Ghana g0.
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Tabla 15.-Especies del género Crinum y sus usos etnobotanicos a nivel mundial (Continuacién)

i . Camertin Tratar el dolor, epilepsia, convulsiones infantiles, ansiedad, psicosis e | Taiwey
Crinum Lirio Harmattan (comunidades . - ’ ' ' '
iagusL. inflamacion. col., 2016
Jag rurales del sur)
Lirio Harmattan, Alrica
lirio de San y
C Sudeste de . . . .
Cristobal, Frest Nigeria Tratamiento de diferentes dolencias como dolor, asma, tos, dolor de oido, | Udegbuna
Crinum o bulbo estrefiimiento, inflamaciones, pérdida de memoria, heridas (bulbo) y | my col.,
de veneno. fortinculos. 2015a
Nombre comin Nigeria
cebollas de Bush g
Gadalli, Albacce N iEre]r?z:\ rgg;tfngﬁ]n Finbarrs-
Buru o Albacce geria \Le En el tratamiento de la esquizofrenia y otras afecciones mentales. Bello y
. y Republica de
Dawaddi . col., 2016
Niger)
“Isumeri”. Como un remedio eficaz para el alivio de la tos, el asma y las convulsiones,
En regiones de Niotria antihelminticos, eméticos, tratamiento de  llagas, enfermedades de
habla Yoruba 9 transmisién sexual y dolor de espalda. El bulbo se usa para la pérdida de
. “Ede chukwu” o memoria y otros sintomas mentales asociados con el envejecimiento.
Crinum « »
Ede mmo Ishola 'y
glaucumA.
(Cocoyam de col., 2013
Chev. Bull. . P .
Dios). Y de habla | Africa occidental , . -
« El extracto acuoso se usa cominmente como antiespasmaédico.
Igbo “Albasar
kwa'adi” (Cebolla
de rana)

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

En virtud al resumen en la Tabla anterior, Mender (2015), refiere que: “la alta diversidad de especies vegetales con importantes
propiedades terapéuticas ha promovido en los ultimos afios un incremento en las investigaciones cientificas, que buscan
comprobar los conocimientos de la medicina popular. Esto deriva en la busqueda y obtencién de principios activos alternativos
que presenten efectos colaterales en menor medida respecto a las convencionales y de ser posible, se conviertan en herramientas

utiles para mejorar las condiciones socioeconémicas de las comunidades que usan y comercializar sus propias plantas”.
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I11. HIPOTESIS
Las especies del género Crinum han mostrado ser fuentes importantes de alcaloides con gran
potencial como agentes terapéuticos para el tratamientode enfermedades tales como, trastornos
gastrointestinales, infecciones, epilepsia, tratamiento paleativo de la enfermedad de Alzheimer,
anticancerigeno, entre otras, por lo que se espera que las especies objeto del presente estudio

exhiban alcaloides con actividades similares o superiores a las reportadas.

IV. OBJETIVOS

IV.1.-Obijetivo general

Analizar la composicion quimica alcaloidal presente en las especies del género Crinum
(Amaryllidaceae) recolectadas en los Municipios Alberto Adriani, Libertador y Santos Marquina

del estado Mérida y evaluar diversas actividades biologicas.

IV.2.-Objetivos especificos

- Obtener la fraccion alcaloidal de las hojas y los bulbos mediante el fraccionamiento acido/base
de las especies en estudio.

- Determinar la composicion quimica alcaloidal de las hojas y bulbos de cada especie a través
de la técnica acoplada CG/EM.

- Analizarel impacto ecotoxicoldgico de los extractos metandlicos y las fracciones alcaloidales
de bulbos y hojas de las especies de Crinum mediante el ensayo de letalidadde Artemia salina
por la técnica de micropocillossegin Kinner.

- Ensayar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos y las fracciones alcaloidales
obtenidas de las hojas y bulbos de las especies de Crinumpor el método de difusion en agar
con discos de papel.

- Evaluar la actividad inhibitoria sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa de
las fracciones alcaloidales de bulbos y hojas de las especies de Crinum mediante el ensayo en

microplacas.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

V.1.-Materiales y métodos

V.1.1.-Recoleccion del material botanico

El material vegetal fresco fue colectado entre 2016-2017 en periodo de floracién. La especie
Crinum amabile Roxb. ex Steud (CA) se recolecto el 30 de julio 2016en el sector La Mucuy baja,
Municipio Santos Marquina del estado Mérida, ubicadoa 1898 m s. n. m.,mientras que, la especie
Crinum moorei Hook F. (CM) se recolectéel 16 de septiembre de 2016en el sector El Valle,
cerca del parque Eco Wild, Municipio Libertador del estado Mérida, ubicadoa 1720 ms. n. m. La
especie Crinum erubescens Kunth (CE) se recolectéel 30 de marzo de 2017en el sector La
Mucuy Alta, cerca del Parque Nacional Sierra Nevada “La Mucuy”, Municipio Santos Marquina
del estado Mérida, ubicado a 2150 m s. n. m. Por su parte, la especie Crinum latifolium L. (CL)
se recolectd el 13 de noviembre de 2017 en el sector el Taparo (frente al Liceo Maria C. Marquez
de P.) y en el sector KM 51 (entradade la escuela U.E.B.Carmen E. Socorro de U.), Municipio
Alberto Adriani del estado Mérida, ubicado a63m s. n. m.(representacion de recoleccion, anexo
1, pag. 95).

V.1.1.1.-Determinacion taxondmica del material vegetal

Las diferentes muestras recolectadas de CA, CM, CE y CL fueron identificadas por el Profesor
Pablo Meléndez. Una muestra testigo fue depositada, para cada especie, en el Herbario “Dr. Luis
Ruiz Teran” (MERF), Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Las
mismas se resguardan en el inventario con los cadigos: CA (JR 69), CM (JR 70), CE JR 73) y
CL (JR 74).

V.1.1.2.-Seleccidn y division del material vegetal
El material vegetal recolectado para cada una de las especies, fue sometido por separado, a un

proceso de seleccion para eliminar las impurezas y material deteriorado de las hojas (h) y bulbos

(b).

V.1.1.3.-Secado, molienda y pesada del material vegetal
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El material vegetal seleccionado para la obtencidn de extractos de las diferentes especies: CA,
CM, CE, y CL(bulbos y hojas),se seco por separado en una estufa con recirculacionde aire a una
temperatura maxima de 40 °C, durante 5 dias. Transcurrido este periodo, se verificd que el
material se encontrara libre de humedad y quebradizo al tacto, luego se realiz6 el proceso de
molienda mediante un molino eléctrico, marca Arthur H. Thomas C.O. Phila, PA.USA., hasta
obtener un polvo fino capaz de traspasar un tamiz de malla niamero 20. EI material obtenido se
peso y registrd:CA (h: 97,963 g y b: 98, 160 g), CM(h: 98,587 gy b: 98, 744 g), CE(h: 195 gy
b: 102 g), y CL(h: 58 g y b: 188 g).Seguidamente, se colocopor separado en envases rotulados, y
se conservO a temperatura ambiente en un lugar seco y fresco, protegido de la luz hasta la

realizacion de los analisis.

V.1.2.-Extraccion por maceracion

El material seco ymolido de cada una de las especies: CA, CM, CE, y CL, una vez pesado, se
sometié a extraccionsolido-liquido por maceraciona temperatura ambiente, utilizando metanol
como solvente, durante un periodo de 15 diasdivididos en tres etapasde cinco dias. Finalizado
eltiempo de maceracion,se procedié a separar el extracto metandlico del residuo vegetalpor
filtracion usando papel de filtro Whatman® No.1.Una vez filtrado se procedio a evaporar el
solventeen un rotavapor Fisatoma presion reducida a una temperatura méaxima de 60 °C,
obteniendo asi los extractos concentrados. Todoslos extractosfueron pesados y guardados en
frascos rotulados color &mbar en la nevera a una temperatura de 4 °C alejados de la luz y el calor

hasta la realizacion de los ensayos.

V.1.3.-Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios

La determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios decada uno de los extractos en
estudio:CAH (C. amabile hojas), CAB (C. amabile bulbos), CMH (C. moorei hojas), CMB (C.
moorei bulbos), CEH (C. erubescens hojas), CEB (C. erubescens bulbos), CLH (C. latifolium
hojas) y CLB (C. latifolium bulbos), se realizé en el Laboratorio C de Productos Naturales
“Antonio Morales” del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de
la Universidad de Los Andes, bajo la supervision de la Dra. Janne Rojas y el Dr. Alexis

Buitrago.El screening fitoquimico permitié corroborar la presencia de los metabolitos
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secundarios en las muestras de estudio. En la Tabla 16, se resumen las reacciones quimicas para

cada grupo de compuestos a identificar.
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Tabla 16.-Procedimiento para el tamizaje fitoquimico que se realizara en los extractos metandlicos de especies del género CrinumL. (Marcano &
Hasegawa, 2002; Trease y Evan, 2002; Shyamala-Gowri y Vasantha, 2010; Buitrago A., 2018)

Grupo Ensayo Reactivo Preparacion de muestra Procedimiento Resultado
Warner Solucién I, y KI  Se disolvieron en tubos de ensayo, tres Precipitado color rojo pardo
Alcaloides Dragendorff  Bi(NOs)3-5H,0 porciones del extracto con 2 mL de Adicion de gotasde - .
y Kl HCl al 5 %. Luego, se agitaron en reactivo Premp:rz]iggggzlgcr) rojoo
vortex y filtraron !
Rgacglgn con Solucion de Adicion de cinco . s
hidréxido de L de lab Color amarillo (glicésidos)
Glucésidos y sodio NaOH 2N Se d_|soIV|eron en tubos de ensayo, tres gotas de la base
H.50 porciones del extracto con 2 mL
Glicosidos 224 metanol. Luego, se agitaron en vortex y  Adicion de reactivo ,
Keller— concentrado, filtraron con cinco aotas del Interfase de color marron
cardioténicos Killiani CH;COOH . g (azucares 2-desoxigenados)
. acido fuerte
glacial y FeCls
Adicion de gotas Color rojo parpura o rojo
Reaccion de Polvo de zinc y del cereza (dihidroflavonas).
Pew’s HCI5 N Se disolvieron en tubos de ensavo. tres acido y una porcién  Color rosa o café (flavanonas
. YO, del polvo y dihidrochalconas)
Flavonoides porciones  del ~extracto con 2 mL Color _amarillo._a Toio
i metanol. Luego, se agitaron en vortex y 3.4 )
Reaccion de filraron Adicion de 3 gotas  (xantonas y flavonas). Color
hidréxido de NaOH 10 % de café a purpura rojizo
sodio la base fuerte (chalconas). Color  azul
(antocianinas)
H.S0 Adicién de 2 gotas
Reaccion de 204 del 4cido débil y Interfase de color azul o verde
. concentrado y o - .
Lieberman CH-COOH Se disolvieron en tubos de ensavo. tres esterificar con 2 (esteroides). Color amarillo
Bouchard 3~ . YO, gotas del 4&cido anaranjado (triterpenoides)
glacial porciones del extracto con 2 mL fuerte
= e metanol. Luego, se agitaron en vortex y
eacclon de T filtraron ..,
Terpenos Rosenthaler Vainillina y Adicion de 2 gotas Interfase de color violeta
R H,SO,concentra reactivo con 2 gotas . .
Vainillina L (triterpenoides)
. . do del &cido fuerte
Triterpenoides
Se disolvieron en tubos de ensayo, tres Adicionar
Prueba de . .
. H,SO4concentra  porciones del extracto con 2 mL lentamente Interfase de color marrén
Salkowski . .- o, . .
. do CHCIs. Luego, se agitaron en vortex y 2 mL del 4&cido rojizo (anillo esteroideo)
(esteroides) -
filtraron fuerte
Mucilagos Enfriamiento Agua destilada Se disolvieron en tubos de ensayo, tres Enfriar a  una Consistencia gelatinosa

a0-5°C

porciones del extracto con 2 mL agua.

temperatura de 0-5

(mucilago)
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Luego, se agitaron en vortex y filtraron  °C

Tabla 16.-Procedimiento para el tamizaje fitoquimico que se realizara en los extractos metan6licos de especies del género CrinumL. (Continuacion)

FeCls, solucién

Se disolvieron en tubos de

Adicion de 3 gotas del

Color rojo vino, verde o

0 . .
Compuestos Prueba de de NaCl0,9 %  ensayo, tres porciones del extracto acetato, neutrallza,da_ con 3 azul (compuestos
. FeCl; m/vy con 2 mL metanol. Luego, se gotas la sal férrica en fenolicos)
Fendlicos CH;COONa agitaron en vortex y filtraron solucion fisioldgica
Reaccion con NH,OH Se disolvieron en tubos de Adicionar 1 gota Color rojo
Amonio concentrado ensayo, tres porciones del extracto del reactivo (antraquinonas)
Antraquinonas  Reaccién con H,S0, con 2 mL metanol. Luego, se Adicionar 1 gota Color rojo (quinonas)
scido sulfirico  concentrado  aditaron en vortex y filtraron del reactivo 109
Reaccién con Se disolvieron en tubos de Fluorescencia de color
Cumarinas S NH,OH ensayo, tres porciones del extracto Adicion de 2 gotas azul, verde o amarillo a
hidréxido de i
amonio concentrado con 2 mL metanol._ Luego, se de la base una longitud de onda de
agitaron en vortex y filtraron 365 nm
Se disolvieron en tubos de El extracto acuoso se agit6
Prueba de la . del - Altura de la espuma
altura de la Aguadestilada ensayo, tres porciones del extracto vigorosame nte'y entre 8 a 10 mm, estable
con 2 mL de agua. Luego, se se medira la altura de la . ’
. espuma . . por 30 minutos
Saponinas agitaron en vortex v filtraron espuma
Prueba de Se disolvio una porcion del Adicion de gotas de la sal y La formacion de espuma
Bicarbonato NaHCO; extracto con 50 mL de agua. agitar vigorosamente en forma de panal de
de sodio Luego, se agito en vortex y filtra  durante 3 minutos abeja (saponinas)
Agua destilada,
Control CH5CH,0OH y Tubo 1: control Sin reaccion
NaCl Se disolvieron 100 mg del —
Gelatinal % Gelatina extracto en 10 mL de etanol y se  TUbo 2: agregar 5 gotas de Precipitado de color
agit6 durante 5 minutos. Luego se _Solucion de gelatina blanco (taninos)
Gelatina (1%) . realizé una extraccién con 25 mL  Tubo 3: agregar 5 gotas de la Precipitado de color
Gelatina y NaCl . - > - . .
) — Sal (10%) de agua destilada, la solucién solucién salina en gelatina blanco (taninos)
Taninos resultante  se calentd hasta Colorrojo-vino
ebullicion durante 15 minutos. A (compuestos  fendlicos).
Tricloruro EeCl. 10 % la solucion se le adicion60,2 mL  Tuho 4: agregar 3 gotasde la  Color ~ verde  intenso
férrico 3 de NaCl al 10 % y se filtr6. Se  solucién de la sal férrica (taninos pirocatecolicos).
rotularon 5 tubos de ensayo y se Color azul  (taninos
le adicionaron 3 mL del filtrado pirogalatanicos)
Ferricianuro KsFe(CN)s1 % Tubo 5: agregar 1 gota de la Color azul (fenélicos)

de potasio

cuaternaria
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La determinacion de los metabolitos se realiz6 de manera cualitativa a través del sistema no paramétrico de cruces: +++: abundante, ++: medio, +: escaso, -:
ausenciaTomado y modificado de: A. Buitrago, 2018.
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V.1.4.-Obtencidn de las fracciones alcaloidales

La obtencion de las fracciones alcaloidales de cada uno de los extractos en estudio(CA,
CM, CE y CL) se realizd en el Laboratorio C de Productos Naturales “Antonio Morales”
del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad

de Los Andes, bajo la supervision de la Dra. Janne Rojas y el Dr. Alexis Buitrago.

El extracto metandlico seco de las hojas y bulbos de cada especie se llevo a pH 2,por
separado, con una solucién al 2 % v/v de &cido sulfdrico (H,SO,), la solucién acida se
extrajo con éter etilico y luegocon acetato de etilo. Posteriormente, se llevé a pH 10 conuna
solucién de NH,OH al 25%, v/v y se extrajo nuevamente con acetato de etilo. Las fases
organicas, se concentraron a presion reducida en un rotavapor. Una vez obtenidolos
extractos secos, se pesaron y guardaron en frascos ambar rotulados, en resguardo de la luz y
el calor hasta la realizacién de los ensayos de actividad bioldgica.El procedimiento del
fraccionamiento acido/base para obtencién de extractos alcaloidales de las hojas y bulbos
de las distintas especies del género Crinum se esquematiza en la Figura 7.

MUESTRA VEGETAL
(SECA/MOLIDA)

EXTRACTO BRUTO MeOH

1. DISOLVER H,SO, AL 2%ENH,0, pH =2
2. PARTICION ETER ETILICO O ETER PETROLEO

1. SECAR CON Na,SO, |

2. FILTRAR/EVAPORAR FASE ACUGSA
FASE ETEREA | PARTICION CON AcOEt, 100 mL

1. SECAR CON Na,SO,

2. FILTRAR/EVAPORAR
FASE ACUOSA
EXTRACTO . ]
AcOEt ACIDO 1.NH,0H AL 25 % EN H,0, pH = 10
2. PARTICION AcOEt, 100 mL

1. SECAR CON Na,SO,
2. FILTRAR/EVAPORAR

FASE ACUOSA

EXTRACTOACOEt RICO EN ALCALOIDES

Figura 7.-Fraccionamiento &cido/base para la obtencidn de extractos ricos en alcaloides de hojas y bulbos de
especies del género Crinum L.
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Realizada por: Gina Achito, 2019.
V.1.5.-ldentificacion de la composicion alcaloidal por cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas (CG/EM)

Este andlisis se realizo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Barcelona, Espafia bajo la supervision del Dr. Jaume Bastida
Armengol, coordinador del proyecto “La biodiversidad iberoamericana como fuente de

recursos naturales para su explotacion sostenible” Cédigo P415RT0062.

La identificacion y cuantificacion de los alcaloides se realiz6 en un cromatografode gases
(CG) modelo 6890N (AgilentTechnologies, Santa Clara, CA, EE.UU.),acoplado a un
espectrometro de masas modelo 5975inerte XL que opera a 70eV a una temperatura de
230°C en la fuente ionica.El CG dispone de una columna Sapiens-X5 EM (30 m x 0,25 mm
id, espesor de pelicula 0,25 pm).Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 250
y 280 ° C y el flujo de gas portador (He) fue de 1 mL/min. Se disolvieron 2 mg de cada
extracto en 1 mL de la mezcla MeOH:CHCl3 (1: 1, v/ v) y se inyecto 1 uL utilizando el
modo splitless. Como alcaloide estandar de referencia para todos los analisis se utilizo
codeina (0,05 mg/mL). La temperatura inicial fue de 100 ° C durante 12 min, luego se fue
incrementando 15 ° C/min hastal80 ° C, seguidamente se aument65 ° C/min hasta llegar a

300 ° C para dejarlo a esa temperatura por 10 min.

Para la identificacion de los alcaloides se utilizd la base de datosNIST 05 y comparaciones
de los indices de retencion con los publicados en literatura.La base de datos fue ampliada
utilizandolas caracteristicas espectrales de alcaloides previamente aislados y elucidados a
través de los métodos espectroscopicos y espectrométricos RMN, UV, CD, IR, EMen el
Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Barcelona, Espafia.

V.1.6.-Ensayos para determinar actividad bioldgica en las especies en estudio

Los extractos metandlicos y fracciones alcaloidales de bulbos y hojas obtenidos de las
diferentes especies del género Crinum, se evaluaronen cuanto ala actividad antimicrobiana,

ecotoxica frenteArtemia salina, inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa y
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butirilcolinesterasa. En este sentido, los protocolos experimentales de las distintas

actividades bioldgicas, estan descritos a continuacion:

V.1.6.1.-Ensayo de toxicidad sobre Artemia salina

Este analisis se llevo a cabo en el Departamento de Ciencia de los Alimentos de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, bajo la supervision del Dr.
Tomas Visbal y la Dra. Marielba Morillo, y en colaboracion con el Dr. Alexis Buitrago y la
Dra. Janne Rojas del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.
A continuacion,se detalla el procedimiento para el analisis del impacto ecotoxicolégico de
los extractos (metandlicos y alcaloidales) de las especies de Crinum, medidosa través de la
mortalidad de los nauplios de Artemia salina por el método de micropocillos de Kinner
(1971):

1. Sistema de incubacién:se adecud un recipiente rectangular (= 57 L) al que se le
agreg6 agua natural hasta alcanzar una altura de 7 cm. La solucion marina artificial
(1 L), la cual se prepar6 con cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio
hexahidratado (MgSO,4+6H,0), cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,+*6H,0),
cloruro de potasio (KCI), bicarbonato de sodio (NaHCO3), carbonato de sodio
(Na;COs3) y cloruro de calcio (CaCly) se sometié a oxigenacion por 72 h. y
posteriormente se llevo a un pH de 7 aproximadamente.

2. Incubacion: transcurrido el tiempo de aireacion, la solucion marina se dividi6 en dos
porciones de 500 mL cada una, colocandose en recipientes Erlenmeyer. A uno de
estos envases se le agregaron 200 mg de quistes de Artemia(Yourfishstuff yfs®-
USA) v el otro se dejo parapreparar las diluciones de extractos y llenado de las placas.
Ambos recipientes se colocaron en la cadmara de incubacion con aireado e
iluminacion (regulador LifeTech aquarium 200 watts) constantes a temperatura de28
°C por 48 h.

3. Bioensayo: cada microplaca de 96 pozos se le adiciond 130 pL de solucion salina,

10 pL de solucion marina que contenia 15 nauplios, 10 pL de levadura comercial
diluida (5 mg/mL) y se incubd en un é&rea iluminada por 24 h a temperatura
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ambiente. Transcurrido el tiempo, se colocaron 50 pL de extracto (metandlico o
alcaloidal) a distintas concentraciones (5, 25, 250, 750, 1250 y 2500 ug/mL).
4. Valoracién de extractos sobre nauplios de Artemia salina: al cabo de 24 h. se

contabilizaron los nauplios tanto vivos como muertos. Con estos datos se realizo el
calculo del porcentaje de letalidad y la concentracion letal media (CLsg), con un
intervalo de confianza del 95% usando el método de analisis Probit descrito por
Finney (Meyer y col., 1982). Para esto, se usé el programa estadistico SPSS 23.
Para estimar el grado de toxicidad se usaron los parametros establecidos por el
Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED).
Para este ensayo se usé como control positivo Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) al

10% y como control negativo solucién marina en DMSO en relacion 9:1.

V.1.6.2.-Actividad Antibacteriana

El analisis de la actividad antibacteriana se desarroll6 en el Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios (SGU) "Profesora Luisa Vizcaya", del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes, bajo la supervision de la Dra. Judith Velasco Carrillo; empleando el método de
difusion en agar con discos impregnados. Se utilizaron para el ensayo, microorganismos de
referencia internacional: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). La metodologia establecida que se aplicé para el

analisis de la actividad antibacteriana (Velasco y col., 2007) es como sigue:

1. Preparacién del medio de cultivo: se coloco aproximadamente 20 mL de agar Mueller-
Hinton (Himedia®) en placas de Petri. Una vez solidificadoel agar en la placa, se realiz6
el control de esterilidad y se conservaron a 4 °C hasta el dia del ensayo.

2. Preparacion de los discos: los discos de papel de filtro con un didmetro de 6 mm, se

impregnaron con 20 pL de la solucién a probar (extractos metanolicos y alcaloidales)
preparados a una concentracion de 500 mg/mL, usando como solvente el mismo de la
extraccion. Luego se colocaron en placas de Petri y esterilizaron bajo luz UV, durante 90
minutos previo al ensayo.
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. Reactivacion de los microorganismos: las bacterias se mantuvieron en medio de
conservacion a temperatura ambiente (Weng-Aléman y col., 2003); a partir de este
medio se reactivaron las cepas y se verifico su pureza.

. Preparacion de los in6culos: los indculos se prepararon en solucién salina estéril (0,85 %
p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de cada cepa bacteriana repicada en caldo
Moueller-Hinton, hasta lograr una turbidez correspondiente al patron de McFarland N°
0,5 (1,5 x 10® UFC/mL) para las cepas bacterianas.

. Inoculacién: los inéculos de cada microorganismo, se sembraron en la superficie del
agar con un hisopo estéril. Seguidamente, se colocaron sobre el agar inoculado, los
discos de papel de filtro impregnados con las muestras, solventes (control negativo) y
farmacos de referencia para cada microorganismo (controles positivos).

. Pre-incubacion e incubacion: con el interés de permitir que los componentes presentes
en los extractos se difundan sobre el agar inoculado, se realiz6 una pre-incubacion
durante 18 h a la temperatura de 4 °C. Transcurrido este tiempo, las placas fueron
incubadasen estufa a 37 °C por 48 h.

. Lectura de los ensayos: se realizaron las lecturas de los halos de inhibicion a las 24 h y
48 h, expresando el diametro de la zona de inhibicion en milimetros (mm). La prueba se
considerd negativa cuando se observo crecimiento microbiano alrededor de los discos.

. Determinacion de la (CIM): esta prueba se realizd en aquellos microorganismos que
mostraron susceptibilidad frente a los extractos metandlicos y fracciones alcaloidales.
Para esto, se prepararon diluciones a diferentes rangos de concentracion y se aplico el
procedimiento antes descrito, el cual, permitié establecer la concentracion mas baja
capaz para inhibir el crecimiento bacteriano (CLSI, 2018).

V.1.6.3.-Actividad inhibitoria de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) vy

butirilcolinesterasa (BuChE)

La valoracion de la actividad inhibidoraln Vitro de las enzimas AChE y BUChE de las

muestras alcaloides de las diferentes especies de Crinumse realiz6 en la Universidad de

Barcelona, Espafia bajo la supervision del Dr. Jaume Bastida Armengol, empleando la

técnica fotométrica en microplacas de acuerdo al método de Ellman y col., (1961) con
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algunas modificaciones. En la ejecucion del ensayo de inhibicién de AChE y BuChE fue

imprescindible la siguiente secuencia de adiccion de reactivos:

1. A cadapozo de las placas de Elisa se le agregd50uL de extractoalcaloidal disuelto en
MeOH al 1,5%diluido en PBS (buffer fosfato salino).

2. Seguidamente se adiciond la solucion PBSpreparada con K;HPO, 8 mM y NaH,PO,4
2,3 mM.

3. El sustrato se preparémezclando yoduro de acetiltiocolina (ATC) o cloruro de
butiriltiocolina (BTC) y acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) (Merck,
AlemaniaDarmstadt) y se coloc6 en un matraz de 25 mL de capacidad y se cubri6 con
papel aluminio; se guard6 en refrigeracion a una temperatura de -20 °C.

4. La enzima comercial se peso y disolviéen PBS, luego, se distribuyd en eppendorfs
(6,24 U para ambas enzimas usadas), los cuales se rotularon y conservaron en
refrigerador (-30 ° C). En el momento del ensayo, se disolvié el contenido de un
eppendorf en25 mL de solucién (matraz) para obtener 0,25 U/mL (6,24 U / 25mL =
0,25 U/mL).

5. Posteriormente se agrego 50uL de la enzima AChE o BuChE con pipeta multicanal a
las placas que contenian las muestras y se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente.

6. Por ultimo, se adicion6100uL de solucion desustrato con pipeta multicanal (0,1 M
Na;HPO,4; 0,5 M DTNB y 0,6 mM ATCI o 0,24 mM BTCI en agua Millipore, pH
7,5).

7. La lectura de las placas se realizéa los 10 minutosusando un espectrofotometro de
absorbanciade microplacas Labsystem (Thermo Fischer, Waltham, MA, EE.UU.)a
405 nm.

8. En la determinacion del 1Csplas muestras se evaluaron a 10, 100 y 200 pg/mLen
ambas enzimas. Lasmuestras con valoresde concentracion superior a 200 pg/mL se
consideraron inactivas; mientras que las muestras que presentaron actividad a
concentraciones menores de200 pg/mL se les determind ellCso. Se usé como control
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positivo Galantamina®.Los datos de inhibicion de la colinesterasa se analizaron con
el software Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, Redmond, WA, EE. UU.).
VI. REULTADOS Y DISCUSION
VI1.1.1.-Andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios presentes en las especies de

Crinum L.

Los extractos metandlicos concentrados de las hojas y bulbos de cada especie en estudio
fueron pesados y con estos datos se realizd el célculo de rendimiento para cada
muestra.Como puede observarse en la Tabla 17, las hojas de CL mostraron el mayor
rendimiento (53,83 %), seguido por los extractos de CAH(19,82%), CEB(17,99
%),CMH(17,74 %), CEH (12,13 %) y CMB (11,29 %). Las proporciones mas bajas
observadas en los bulbos de las especies CL (7,14 %) y CA (6,69 %).

Tabla 17.-Resultados de la obtencidn del extracto metandlico de las distintas especies deCrinum

Especie Peso planta seca (g) Peso extracto MeOH (g) % Rendimiento
CLH 107 57,60 53,83 %
CAH 156 30,93 19,82 %
CEB 102 18,35 17,99 %
CMH 195 34,60 17,74 %
CEH 195 23,65 12,13 %
CMB 183 20,66 11,29 %
CLB 173 12,35 7,14 %
CAB 179 11,98 6,69 %

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

El tamizaje fitoquimico de los extractos metanolicos obtenidos de bulbos y hojas de CA,
CM, CE y CL permitio determinar cualitativamente la presencia de metabolitos
secundarios tales como: alcaloides, glicdsidos, flavonoides, esteroides, terpenos, mucilagos,
compuestos fenolicos, antraguinonas, cumarinas, saponinas y taninos. Los resultados
presentados en la Tabla 18, muestranaltas concentraciones de alcaloidesen los ensayos de
Wagner y Dragendorff, observandose la mayor proporcion en CAH,CMH,CEB,CLB y
CEH.AIl mismo tiempo,se observaron niveles moderados en CAB, CMB y CLH.
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Por otra parte, los ensayos de Pew’s e hidroxido de sodio revelaronla mayor cantidad de
flavonoidesen el extractoCMH, a diferencia de CAH,CAB,CEB, CLB,CMB, CLH y

CEHdonde se encontraron en cantidades de moderada aescasa.

Tabla 18.-Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos metandlicos de especies del género Crinum

. Especie
Metabolitos - =P —
T Pruebas C. amabile C. moorei C. erubescens | C. latifolium
h b h b h b h b
. Wagner +++ | ++ +++ ++ ++ +++ + +++
Alcaloides
Dragendorff +++ | ++ +++ ++ +++ +++ ++ +++
s NaOH + | | + ++ +++ | A+ |+
Glicosidos SO
Keller Killiani - ++ + ++ ++ - + +
= id Pew’s +++ + +++ ++ - + - +
avonoides NaOH 10 % + | | At + ++ +H+ | |
: Lieberman
Esteroides + ++ | |+t ++ + ++ ++
Bouchard
- i Rosenthaler + +++ + ++ ++ - +
erpenodes Salkowski e I e s + - +++ ++
Mucilagos Enfriamiento 5 °C - - - - - - - -
Compuestos FeCl:5 %
I B ++ ++ +H+ | |+
Fenoles NaCl 0,9 %
. NH4OH ¢one + + +++ ++ - - - -
Antraquinonas HySOnconc R R - - - -
Cumarlna_s NH,OH +oo| + ++ + ++ + ++
(fluorescencia)
. Altura de laespuma | + - + ++ + + + +
Saponinas
NaHCO; ++ H + ++ NE NE NE NE
Gelatina 1 % + - - - - - - -
Solucién
i . + - - + - - - -
Taninos gelatina-NaCl
FeCl, +++ + ++ + - - + -
K3sFe(CN)g ++ - - - - - - -

h: hojas; b: bulbos; NE: no ensayada; +++: abundante;++: medio; +: escaso; -: ausencia
Elaborada por: Gina Achito, 2019.

Las pruebas de Lieberman, Rosenthaler y Salkowskimostraron la presencia de triterpenos y
esteroides para las todas las especies analizadas. Mientras que, enelensayo con hidréxido de
sodio se detectdabundante presencia de glicosidos enCAB; moderada paraCLH,CLB,
CMH,CEHYy bajas concentraciones paraCEB,CMB y CAH.Por otro lado,el ensayo con
tricloruro férrico determind la presencia de compuestos fendlicos, siendo abundante para
CAB, CEB y CLH; moderada para los extractos de las especiessCMH,CMB,CEH y CLB;
yescaso paraCAH.Con relacion a la presencia de cumarinas, el ensayo con hidréxido de
amonio mostro elevada presencia de este tipo de metabolito en el extracto de CAB,
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moderada en CLB, CMB y CEB, mientras que, en los extractos de las hojas de todas las

especies en estudio, la reaccion fue leve.

El ensayo de la altura de la espuma permitié la determinacion de saponinas en todas las
especies deCrinum, apreciandose cantidades moderadas para CMB y CAH; yen forma
escasapara los demdas extractos metandlicos. Con relacion a las concentraciones de
antraquinonas por medio de las reacciones con hidroxido de amonio y acido sulfurico, se
encontraronelevados niveles enCMH, CMB yCAB; escasa cantidadenCAH y completa
ausencia para los extractos de las especies CE y CL. En la deteccién de taninos, solo en
CAHse evidencio la mayor proporcion de estos metabolitos;mientas que, pequefias
cantidades en las especies CMH, CMB,CAB y CLH; y no se evidencid la presencia en
CEH, CEB y CLB.Finalmente, las pruebas para determinar mucilagos arrojaronla ausencia
de estos compuestosquimicos en las especies ensayadas.

Estudios previos han revelado la presencia de alcaloides en especies del género Crinum,
tales como:C. amabile, C. latifolium, C. erubescens, C. asiaticum,C. zeylanicum, C.
jagus,C. powellii, C. brachynema, C. pratense, C. solapurense, C. viviparum, C.
malabaricum y C. woodrowii(Ghane y col., 2018; Vinueza y col., 2018; Portero, 2017,
Zapata, 2017; Udegbunam y col., 2015a; Udegbunam vy col., 2015b; Dewan& Das, 2013;
Tijani y col., 2012; Solanki y col., 2011; Calderon y col., 2010), lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura sobre la presencia de alcaloides en las especies de la familia
Amaryllidaceae. Por otro lado, elevada presencia de flavonoides ha sido evidenciada en las
especiesde C. asiaticum, C. latifolium, C. jagus, C. powellii, C. brachynema, C. pratense,
C. solapurense, C. viviparum, C. malabaricum,C. woodrowii,C. amabile y C. zeylanicum
(Ghane y col., 2018; Vinueza y col., 2018; Portero, 2017; Zapata, 2017; Tijani y col., 2012;
Solanki y col., 2011). Asi como, estructuras correspondientes a los nucleosterpénico,

esteroideo y cumarinas en extractos de C. amabile (Zapata, 2017; Vinueza y col., 2018).

Otras investigaciones han evidenciado la presencia de glucosidos cardiotonicosen C.
amabile, C. jagus y C. latifolium (Vinueza y col., 2018; Udegbunam y col., 2015a;
Udegbunam y col., 2015b; Dewan& Das, 2013; Solanki y col., 2011); compuestos

fenolicos y taninos en C. amabile, C. latifolium, C. asiaticum, C. jagus, C. powellii, C.
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brachynema, C. pratense, C. solapurense, C. viviparum, C. malabaricum,C. woodrowii, C.
zeylanicum y C. jagus(Ghane y col., 2018; Vinueza y col., 2018; Zapata, 2017; Udegbunam
y col., 2015a; Udegbunam y col., 2015b; Dewan & Das, 2013; Tijani y col., 2012; Solanki
y col., 2011). Asi mismo,la existencia desaponinasen C. amabile, C. jagus y C. zeylanicum
(Vinueza y col., 2018; Portero, 2017; Udegbunam y col., 2015a; Udegbunam y col., 2015b;
Tijani y col., 2012; Solanki y col., 2011).

Es importante resaltar que no se encontrd en la literatura consultada, ensayos con hidroxido
de amonio o acido sulfurico para determinar antraquinonas, sin embargo, mediante
otrostest(ensayo de Borntrager) se revel6la presencia de quinonas y glucosidos de
antraquinona en C. amabile y C. latifolium(Portero, 2017; Zapata, 2017; Solanki y col.,
2011). Finalmente, los estudios concuerdan con la ausencia de mucilagos en los bulbos de
C. amabile (Portero, 2017); por otra parte,otros reportes indican que han sido aislados en
las hojas de C. latifoliumy C. amabile(Zapata, 2017; Dewan& Das, 2013; Solanki y col.,
2011).

VI1.1.2.-1dentificacion de la composicion quimica alcaloidal por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG/EM)

Los extractos de las hojas y los bulbos de CA, CE, CL yCM se liofilizaronpara la
obtenciénde tejido seco, cuantificacion del rendimiento, yrespectivo andlisis del contenido
de alcaloides por CG/EM, en el Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de
Barcelona. La cantidad de material seco obtenido para las especies de Crinum recolectadas
en distintos Municipios del estado Mérida, fueron los siguientes: CA (h: 5,21 g; b: 5,16 g),
CE (h:5,09 g; b: 5,20 g), CL (h:5,7 g; b: 5,4 g) y CM (h: 5,06 g; b: 5,05 g).

Los resultados obtenidos por CG/EM delas especies deCrinumse muestran en la Tabla 19,
los mismos se identificaron mediante comparacioncon los tiempos de retencion (Rt); los
patrones de fragmentacion y la interpretacion de los datos delcromatograma.
Adicionalmente, se utiliz6 la base de datos constituida por de mas de 500 alcaloides
previamente aislados e identificados por los métodos RMN, UV, CD, IR, EM en el

Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de BarcelonaEspafia,la base de datos
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NIST 05 y datos de la literatura (de Andrade y col., 2012; de Andrade y col., 2014; Torras-
Claveria y col., 2014; Tallini y col., 2017a; Tallini y col., 2017b; Guo y col., 2014).En
elpresente estudio, se identificaron 56 alcaloides: 30de estructuras conocidas y26que no

pudieron ser identificados y serdn objeto de estudios posteriores.

Tablal9.-1dentificacién de los alcaloides presentes enhojas y bulbos deespecies deCrinum por CG/EM

ALCALOIDE C. amabile  C.erubescens C.moorei C. latifolium

IK %h %b %h %b %h %b %h %b

Tipo hemantamina/crinina

bufanisina (33) 2458,6 15,75 11,79 - - - - - 0,61
vittatina (77)/ crinina (32) 2506,2 <0,1 3,67 - 1,15 057 17,64 0,92 8,38
8-O-demetilmaritidina (71) 2536,9 - - - 0,50 - - - -
hemantamina (70) 2542,0 6,44 - - - - - - -
augustina (48) 2599,7 3,85 6,24 - - - - - -
bufanidrina (38) 2642,1 - - - - 16,02 162 237 1,92
6-metoxibufanidrina (46) 2644,1 - - - - - - 0,98 -
crinamina (74) 2681,2 - 6,93 19,33 9,78 1,04 <01 - -
powelina (39) 2695,7 - - - - 2,71 1253 - -
1,2-didehidro-crinan-11-ol (45) 2727,8 - - 3,31 - - - - -
undulatina (47) 2786,0 - - - - 18,76 - 1,24 -
ambelina (34) 2811,0 3,65 3,38 - - - - 78,65 55,66
6-hidroxibufanidrina (35) 2820,6 0,61 - - - - - - -
crinamidina (53) 2881,4 - - - - 1,85 141 - -
bowdensina (62) 2976,5 - - - - 1,10 - - -
Tipo licorina

1-O-acetilcaranina (10) 2554,8 - 1,60 - - - - - -
11,12-dehidroanhidrolicorina (25)  2638,0 <0,1 0,55 157 3,20 - 0,38 - -
sternbergina (12) 2739,4 - 1,35 - - - - - -
1-O-acetillicorina (4) 27469 0,93 0,29 - 7,76 - 9,81 - -
hipadina (24) 27715 - <0,1 - <0,1 - <0,1 - -
licorina (1) 2783,8 16,37 4549 481 46,28 - 1165 - -
Tipo galantamina

galantamina (85) 2427,5 - 0,25 - - - - - 0,38
sanguinina (86) 2450,1 096 1,64 - - - - - -
Tipo narciclasina

trisfaeridina (83) 2327,1 - - <0,1 - - - - -
Tipo tazetina

macronina (89) 2850,2 - - 2,74 2,45 - - - -
Otros tipos

demetilismina (95) 2291,2 - - 0,75 0,29 - - - -
ismina (94) 2305,2 - - <01 016 0,62 0,82 - -
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galantindol (93) 25313 - - - - 067 080 - -

cherilina (90) 2601,8 0,80 4,67 - -

2-oxomesembrenona (96) 2693,6 - - - 0,42

IK: indice de Kovats, %h: porcentaje de abundancia en hojas respecto a la mezcla total, %b: porcentaje de abundancia en
bulbos respecto a la mezcla total, m/z: relaciéon masa/carga

Tablal9.-ldentificacion de los alcaloides presentes en hojas y bulbos de especies deCrinum por CG/EM
(continuacién)

ALCALOIDE C. amabile C.erubescens C.moorei  C. latifolium
1K %h %b %h %b % h %b % h %b

No identificados

m/z 287 [M=287] 24853 055 - ] ] ) ) ] ]
m/z 300 [M=301] 24977 2,18 - ) ) - - - -
m/z 260 [M=315] 25172 1,93 - ) ] - - ] ]
m/z 228 [M=315] 25458 . 215 . - - - - -
m/z 210 [M=285] 25905 - ] ; ; .09 - ]
m/z 343 [M=343] 26273 - ] ] . <01 - ] ]

m/z 314 [M=345] 6-metoxibifanidrina? 2651,4 14,15 . - - - - - -
m/z 246 [M=301]0-metilmaritidina? 2654,0 <0,1 - - - - - - -

m/z 272 [M=273] 26834 11,44 . - - - - - -
m/z 329 [M=329] 27179 - - - i - p - 0,53
m/z 315 [M=315] 27209 - - - - - - 8,29 -
m/z 287 [M=331] 27422 0,57 - - - - - - -
m/z 373 [M=226] 27918 - - - - - - - 32,09
m/z 226 [M=331] 27943 . - - - - 12,96 - -
m/z 375 [M=375] 2849,0 - - - - - <0,1 - -
m/z 315 [M=315] 28741 1,17 - - - - - - -
m/z 389 [M=287] 28915 - - - 3,85 - - - -
m/z 260 [M=315] 28955 . - 19,99 - - - - -
m/z 319 [M=319] 2904,7 - - - - 1,03 - - -
m/z 329 [M=329] 29243 . - - 0,30 - - - -
m/z 319 [M=319] 29244 . - - - 7,14 - - -
m/z 316 [M=289] 2940,4 0,29 - - - - - - -
m/z 316 [M=389] 29444 - - - - - - 7,55 -
m/z 361 [M=361] 2970,2 - - - - 9,60 - - -
m/z 389 [M=389] 30457 - - 1,94 - - - - -
m/z 225 [M=343] 31733 - - 2,14 - - - - -

IK: Indice de Kovats, %h: porcentaje de abundancia en hojas respecto a la mezcla total, %b: porcentaje de abundancia en
bulbos respecto a la mezcla total, m/z: relacion masa/carga
Elaborada por: Gina Achito, 2019.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la mayor concentracion de alcaloides se detecto en
las hojas de CA, luego se ubican los bulbos de CM, CA yhojas de CM; mientras que, el
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contenido mas bajo fue para los bulbos y las hojas de CL. Cabe resaltar que el 44,6 % de
los alcaloides identificados son de los tipos hemantamina/crinina, licorina, galantamina,
narciclasina y tazetina (Figura8). El alcaloide vittatina (77)/crinina (32) se encuentra
presente en todas las especies, excepto en las hojas de CE con mayor proporcion en los

bulbosde CM y en menor contenido en las partes aéreasde CA.

1 Alcaloides conocidos
m Otros tipos de alcaloides
® Alcaloides no idenificados

Figura8.-Porcentaje de abundancia de alcaloides totales presentes en hojas y bulbos de especiesCrinum por
CG/EM.

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

26,8% 4 hemantamina/crinina
m ficorina
 galantamina

= narciclasina

 tazetina
w4 otros tipos
3,6% r desconodios
1,8% 1,8%
Figura9.-Porcentaje de abundancia de los tipos de alcaloides presentes en hojas y bulbos deespeciesCrinumpor

CG/EM
Elaborado por: Gina Achito, 2019.

De las muestras analizadas, se detectaron alcaloides tipo hemantamina/ crininaen todas las
especies de Crinum, predominando en las hojas deCM y CA; yen menor proporcionen las
hojas deCE.Por su parte, los alcaloides tipo licorina se encontraron en todas las muestras,
excepto en los bulbos y hojas de la especieCL y en las hojas de CM; siendo mas
representativo en los bulbos de CA, y en menor proporcion en las hojas de CE. Con
relacion a los alcaloides del tipo galantamina se detectaron solo en bulbos de CAy CL, y
en las partes aéreas de CA. El alcaloide tipo narciclasina se detectd en las hojas de CE.
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Mientras que,la macronina (89)un alcaloide tipo tazetina se localizétanto en bulbos como

en las hojas de la especieCE.

Es importante resaltar que, 26compuestos no se pudieron identificar utilizando las bases de
datos disponibles, lo querepresenta un 46,4 % delcontenido neto analizado (Figura8),
siendo significativamente representativo entre las muestras. EI mayor contenido de
alcaloides no identificados se encontro en las partes aéreas de CA con un 16,1 % (Tabla
18). Por el contario, las proporciones méas bajas se localizaron enlos bulbos de la misma
especie con un 1,8 %; seguidamentecon un 3,6 % se ubicanlos bubos de CL y CE,y las
hojas de CL, respectivamente. Por Gltimo, el analisis de CG/EM detecté que un 8,9 %
(Figura 9), se encuentra representado por otros tipos de nucleos como: mesembrenona,
cherilina, galantindol e ismina,estos compuestos se hicieron presentes en todas las muestras

deCrinum, excepto en las partes deCA.

Investigaciones  previas de la composicion quimica en  especies  del
géneroCrinumanalizadasmediante  métodos = cromatograficos, revelaronla presencia
degalantamina (85), sanguinina (86), 11,12-dehidroanhidrolicorina (25), 1-O-acetillicorina
(4),ambelina (34),vittatina (77), sternbergina (12), crinamina (74), augustina (48),
bufanisina (33)y licorina (1);en los bulbos de C. amabile recolectados en Brasil (Tallini y
col., 2018a), Ecuador (Carrasco, 2017), Vietnam (Pham y col.,, 1998) y Tailandia
(Likhitwitayawuid y col., 1993). Al comparar estos resultados con el presente analisis,en
las muestras de CA, el alcaloide licorina (1)es el compuesto més representativo.De igual
forma,en las hojas de CA,también se observaron los alcaloides hemantamina (70) y 6-
hidroxibufanidrina (35),previamente reportados en el estudio realizado porTallini y col.,
(2018a).Pese a que la cantidad de alcaloides identificadoses similar a los deCA, nueve
estructuras aun son desconocidas, lo que significa un campo abierto para nuevas moléculas

bioactivas.

De las hojas frescas de C. erubescensrecolectadas en Costa Ricase identificaronlos
alcaloidestrisfaeridina (83), 11,12-dehidroanhidrolicorina (25), crinamina (74), macronina

(89) e ismina (94) (Guerrieri y col., 2015);detectadostambién en los bulbos de CEen el
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presente estudio.Por su parte, el alcaloide hipadina (24) obtenidoen la investigacién por

Presley y col., (2016), coincide conlos resultados del presente analisis.

Por otra parte, los resultadosde CG dela especie C. mooreioriunda de Vietnam(Elgorashi y
col., 2003) y Sur Africa(Elgorashi y col., 2001); revelaron la presencia de licorina
(1),cherilina (90), powelina (39),crinamidina (53), crinamina (74), crinina (32), undulatina
(47), 1-O-acetillicorina (4), bufanidrina (38) y bowdensina (62);resultados que
concuerdancon los obtenidos en las partes analizadas de CM,conjuntamente con los
alcaloides:11,12-dehidroanhidrolicorina  (25), hipadina (24)(estos dos s6lo en las

hojas),ismina (94) y galantindol (93).

Con relacion a especimenes de C. latifolium, una investigacion reciente realizada por Hahn
y col., (2018); sefiala la presencia de ambelina (34) y undulatina (47) en las hojas de la
especie colectada en Vietnam. Mientras que, unestudio comparativo del contenido de
alcaloides desarrollado por Tram y col., (2002a);cuantificdé la presencia deestos
componentes (en floracion/ después de floracion)observandose la presencia de los
siguientes alcaloides: ambelina (34) (6,2/3,0%), undulatina (47) (19,9/<0,1%)y bufanidrina
(38) (2,2/ 0%). Previamente, en plantas colectadas en Japdn (Kobayashi y col., 1984) e
India (Ghosal y col., 1983) se habia confirmadola presencia de estas sustancias en la
especie. Al compararlosestudios previos con el presente, se observo una diferencia en el

contenido de alcaloides identificados en CL.

Con respecto, al andlisis del extracto alcaloidal de hojas y bulbos de las especies
deCrinumestudiadas en la presente investigaciénse pudo establecer un estudio correlativo
de la abundancia de las estructuras alcaloidales en las muestras ensayadas. Con referencia a
lo anterior, de los 14 compuestos mas representativos segun el porcentaje (%) de
abundancia respecto a la mezcla total (Figura 10),los alcaloides ambelina (34) y licorina
()muestran los mayores porcentajes, 21,0 y 18,5 %, respectivamente,mientras que, el
restante 18,5 % loconstituyenla sumatoria de los 42 alcaloides detectadosen proporciones
inferiores al 6 %.Entre estos alcaloides se encuentrancrinamina (74), vittatina (77)/ crinina
(32), bufanisina (33), undulatina (47), powelina (39), bufanidrina (38), 1-O-acetillicorina
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(4), hemantamina (70) ytres compuestos desconocidos con unidades de ion molecular
dem/z 373, m/z 260 y m/z 314.

Estudios previos han demostrado que el alcaloide ambelina (34) junto con 1,2-B-
epoxiamelina (57) activan los linfocitos esplénicos de raton, siendosu actividad comparable

con la de un mitégeno conocido, la concanavalina A (Fennell & van Staden,2001).

Figu = ambelina
ral0 m licorina
.- 4 otros alcaloides
Porc «m/z 226 [M=331]
i ® crinamina
en(tjaj = vittatina/ crinina
e e wmiz 373 [M = 226]
gbun_ = bufanisina
anci « undulatina
2,0% .
a ’ 1,9% = powelina
dealc - 5,5% ] bL;fagg%ri[nl\e/ll 15]
aloid 8% 0 am/z =
esdet 0% 3 3% 5,3% w 1-O-acetillicorina
ectad 33% 40%  42%  48% = m/z 314 [M=345]
0s en «hemantamina

hojas y bulbos deespeciesCrinum por CG/EM

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

La licorina (1)es el alcaloide mas frecuente en las especies de la familia Amaryllidaceae
(Carrasco, 2017). Los estudios han reportado que posee efecto analgésico superior a la
Aspirina®, lo cual se ha relacionado con su estructura similar a la morfina y codeina.
Ademas, se ha demostrado que inhibe la biosintesis del &cido ascorbico,posee accion
antiarritmicay bajo la forma de clorhidrato de licorina es un broncolitico fuerte(Bastida y
col., 2011).También se le ha atribuidopotente actividad antimalarica contra P. falciparum,
antiinflamatoria superior ala Indometacina®, vasodilatadora y antitumoralal inhibir el
crecimiento y la sintesis In Vivo de ADN vy proteinas en células tumorales de ascitis
murinas (Refaat y col., 2013). La variedad de propiedades farmacologicas y la baja
toxicidad de este compuesto lo convierten en un posibleprecursor enel desarrollode nuevos
farmacos (Jin, 2016).

Por su parte, el alcaloide crinamina (74)hareportado importantes actividades citotoxicas
contra celulas fibroblasticas LMTK no tumorales, efectos inhibidores sobre la produccion
de oxido nitrico y la induccion de 6xido nitrico sintasa(NOS) en macréfagos activados por

lipopolisacaridos, y moderada actividad antipaltdica. Ademas, tanto la crinamina (74)como
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la hemantamina (70) son potentes inductores de la apoptosis en células tumorales a
concentraciones micromoleculares, siendo los elementos farmacoforicos el puente alfa-C-2
y un pequefio sustituyente(H u OH) en C-11 (Bastida y col., 2011). Asimismo,inhibe la
actividad del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1), posee efecto depresor
respiratorio,antiproliferativoen doce lineas celulares(Refaat y col., 2013), actividad
hipotensoraal igual que la licorina (1) y la crinina (32) (Fennell y van Staden, 2001) y

actividad antibacteriana frente aB. subtilis y S. aureus (Adesanya y otros, 1992).

En estudios recientes, el alcaloide bufanisina (33) demostrd actividad anticancerigena al
suprimir la invasion celular In Vitro(Carrasco, 2017). Por su parte, el 1-O-acetillicorina (4)
es dos veces mas potente que la galantamina (85) en la actividad de inhibicion de la AChE
(Elgorashi, Stafford & van Staden, 2004; Elgorashi & van Staden, 2009). Mientras que,
hemantamina (70)ha demostrado efecto hipotensor y poseer fuerte actividad antirretroviral
(Bastida y col., 2011).

Los estudios realizados a las diferentes especies de la familia Amaryllidaceae han mostrado
una amplia variedad de propiedades bioldgicas de los alcaloides (Elgorashi& van Staden,
2009),en este sentido,el género Crinumse considerauna fuente de compuestos bioactivos,
destacandolos alcaloides del tipo crinina, licorina y tazetina como los grupos mas

comunmente aislados (Refaat y col., 2012a).

V1.1.3.-Pruebas de actividad bioldgica

V1.1.3.1.-Ensayo de letalidad sobre Artemia salina

La actividadecotdxicaln Vitrose determind para los extractos metandélicosy alcaloidales de
las hojas y bulbos,preparados a diferentes concentraciones de las especies del género
Crinummediante el bioensayo de letalidad contranauplios de Artemia salinaa través dela

técnica de micropocillos segun Kinner, (1971).

Los resultados que sepresentanen la Tabla 20, muestran que los % de letalidad
sobrenaupliosde A. salina, aumentaron en forma proporcional a la concentracion de los

extractos (Figuras 11 y 12). Estadisticamente, de las 16 muestras valoradas

72



yclasificadasporsu toxicidad segun el CYTED, 44 % se catalogaron como moderadamente
toxicas, seguido por 25 y 19 % de muestras altamente toxicas y relativamente inocuas,
respectivamente. Solo un 6% se consideraron entre ligeramente toxicas y practicamente no
toxicas (Figural3). En resumen, los extractos metandlicos se ubicaron en el orden de
moderadamente toxico y relativamente inocuo, mientras que, los extractos alcaloidales

mostraron ser entre moderadamente y altamente toxicos.

Tabla 20.-Valores de CLsgpara los extractos de hojas y bulbos de especiesCrinum contra nauplios de Artemia

salina
) ., Limites de confianza (95%) . ,
especie concentracion (opm) Categoria segun el
Extractos (parte analizada) letal(ppm) inferior s CYTED
CA (h) 121,40 10,75 383,64 Moderadamente tdxico
%) CA (b) 654,17 166,03 1483,63 Ligeramente tdxico
8 CE (h) 2405,10 1429,73 - Relativamente inocuo
6' CE (b) 2801,53 1613,56 - Relativamente inocuo
<Z( CL(h) 325,28 125,80 728,52 Moderadamente tdxico
E CL (b) 209,45 6,49 916,04 Moderadamente tdxico
= CM (h) 125,23 17,56 434,20 Moderadamente toxico
CM (b) 3400,98 1780,66 - Relativamente inocuo
CA (h) 96,90 15,67 280,37 Altamente toxico
@ CA (b) 77,69 17,96 206,91 Altamente toxico
;(' CE (h) 1121,27 287,46 - Practicamente no toxico
Q CE (b) 66,83 8,96 251,33 Altamente toxico
9 CL (h) 120,83 23,85 246,92 Moderadamente toxico
§ CL (b) 38,06 0,09 179,10 Altamente toxico
< CM (h) 108,31 2,15 409,53 Moderadamente toxico
CM (b) 153,67 3,01 534,52 Moderadamente tdxico
controles DMSO - - - Relativamente inocuo
DDSS 13,11 0,00 223,93 Altamente toxico

CA: C. amabile, CE: C. erubescens, CL: C. latifolium, CM: C. moorei, h: hojas, b: bulbos, ppm: partes por millon.
CLs,: concentracion letal media, CYTED: Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, DMSO:
Dimetilsulfoxido, DDSS: Dodecil sulfato de sodio, (-): valores muy altos

Elaborada por: Gina Achito, 2019.
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Figura 11.-Porcentaje (%) de letalidad de los extractos metandlicos de especies Crinumensayadas en
diferentes concentraciones expresadas en pg/mL

Elaborada por: Gina Achito, 2019.

EXTRACTOS ALCALOIDALES
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Figura 12.-Porcentaje (%) de letalidad de los extractos alcaloidales de especies Crinumensayadas en
diferentes concentraciones expresadas en pg/mL

Elaborada por: Gina Achito, 2019.
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Con relacion a los extractos metan6licosCAH, CMH, CLB y CLH, se ubicaron en la
categoria moderadamente toxico con valores de CLsg entre 121,40 y 325,28 ppm.CAB
mostré ser ligeramente toxico con un valor de CLsy de 654,17, mientras que CAH,CLH,
CMH, y CLB son relativamente inocuas al presentar valores de CLsy entre 2405,10 y
3400,98 ppm.Por otra parte, las fracciones alcaloidales categorizadas como altamente
toxicasson CLB, CEB, CAB y CAH con CLsg entre 38,06 y 96,90 ppm; mientras que,
CMH, CLH y CMB se consideran moderadamente toxicas con un rango de concentracion
entre 108,31 y 153,67 ppm. Por ultimo, la muestraCEHestd en la clasificacion de
practicamente no toxico con una CLsy de 1121,27 ppm. Cabe mencionar, que ninguna de

las muestras ensayadas se ubico en la categoria de extremadamente toxico.
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Figura 13.-Clasificacién expresada en porcentaje de los extractos de Crinum segun losparametros de toxicidad del
CYTED
Elaborada por: Gina Achito, 2019.

El estudio bioldgico In Vivo de la letalidad de los nauplios de A. salina es un instrumento
sencillo, rapido, econdmico y fiable que permite relacionar la toxicidad y concentracion de
una determinada muestra. Es ampliamente utilizado como indicador preliminar del efecto
toxico de extractos crudos y compuestos puros(Kaya, Sarikaya, Cicek & Somer, 2010), por
tanto, puede ser una herramienta Gtil para predecir el comportamiento de una variedad de

estructuras quimicascon potencial bioldgico (Johnson y col., 2018).

De acuerdo a la revisién bibliogréafica realizada hasta la presente fecha, solo se encontréun
estudio sobre actividad ecotéxica en nauplios de Artemia salina para la especie C.
latifolium. Por lo tanto, se realizaran comparaciones con estudios reportados para algunas
especies de la familia Amaryllidaceae. En este sentido, Johnson y col., (2018), evaluaron la
actividad citotoxica en extractos de diferentes polaridades obtenidos de Pancratium
triflorum Roxb (Amarillidaceae); especie recolectada en South Vagaikulam, India. Este
estudiorevelo las propiedades citotoxicas de la planta (incluyendo las anteras y partes
subterraneas) contra nauplios de camarén en salmuera a distintas concentraciones (2,5, 5,
7,5, 10 y 12,5 mg/mL). Se encontré que el extracto en éter de petréleo fue el mas toxico
con una LCsy de 49990 pg/mL, mientras que, el extracto metanolico mostr6 menos
citotoxicidad (CLsp= 76320 pg/mL) que los demés extractos, cloroformo (CLsp= 65230
ug/mL) y acetona (CLsp= 61480 pg/mL).

m Extremadamente toxico
= Altamente téxico

® Moderadamente toxico

4 Ligeramente toxico
19%

El estudio del efecto citotoxicorealizado por A. Aziz y col., (2014), para el extracto

» Practicamente no toxico

4 Relativamente inocuo

metandlico de hojas de C. latifolium, recolectadas de Noakhali region de

75



Bangladesh;mostré que dicho extracto posee toxicidad leve sobre Artemia salinaconun
valor de CLso de 15,652 pug/mL en comparacion con Sulfato de Vincristina® 0,839 pug/mL
usado como control.Otra investigacion realizada con el aceite esencial obtenido por
hidrodestilacion del extracto de bulbos de C. ornatum, recolectados al norte de Ibadan, en
el estado de Oyo, Nigeria; mostrogue el aceite esencialensayado a diferentes
concentraciones (1000, 100 y 10 ug/mL) es toxico a la dosis de 1,701 ug/mL en un ensayo
realizado en camarones en salmuera (Oloyede y col., 2010).Por otro lado, Babajid y col.,
(2010), estudiaron la actividad citotoxica mediante el ensayo de letalidad conA. salinade
tres especies de Gethyllis(Amarillidaceae).Gethyllis multifolia(GM),G. gregoriana(GG)
yG. Vvillosa(GV)recolectadas en Sudafrica.Para este estudio se ensayaron las
concentraciones de 10, 100 y 1000 ug/mL, con las cuales sedemostré que los niveles mas
altos de actividad se observaron en los extractos metandlicos GG(CLse= 0,2229 ng/mL),
GM (CLsp = 6,201 pg/mL) y GV (CLsp = 4,233 pg/mL),mientras que para los extractos
acuosos fueron GG (CLsg = 120,66 pg/mL), GM (CLsp = 139,55 pg/mL) y GV (CLgp =

1956,39 pg/mL).Los extractos enhexano mostraron poca o ninguna toxicidad.

Galanthus nivalis L. colectada en Bayramic,Canakkale, Turquia; mostro que, el extracto
etanolicode las partes aéreas presentd actividad a la CLsy = 643,50 ppmy el bulbo de la
especie de Galanthiobtenido durante la temporada de fructificacionpresentd actividad a la
dosis de CLsy = 564,85 ppm. Por otro lado, se observo que los extractos alcaloidales,
revelaronvalores significativos de CLsy (planta total = 42,69 ppm, bulbos en floracion=
140,09, hojas en floracion = 231,04, bulbos en fructificacibn = 53,77 y hojas en
fructificacion = 269,69 ppm). Para este ensayo se usO colchicina como referencia (CLsg
0,3018 ppm) (Kaya & Gozler, 2005). En este sentido, en estudio previo realizado a esta
misma especie, se mostro el efecto toxico de las fracciones frente a nauplios de A. salina,asi
como toxicidad en los alcaloides (-)-licorina (1) (CLsp = 10,27 ppm), (+)-11-
hidroxivittatina (CLso = 211,80 ppm) y (+)-vittatina (77) (CLsp = 282,43 ppm), aislados de
esta (Kaya, Unver, Gozler & Bastida, 2004).Por su parte, Ahmad (1996), reportd la
actividad citotoxica de varios extractos foliaresde C. asiaticum L. mediante la prueba de
letalidad del camardn en salmuera. El extracto metandlico mostré el efecto toxico méas

fuerte con un valor de CLsp = 257,1 ppm.
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Contrastando los resultados obtenidos en el presente estudio con la literaturacitada, se
deduceque los extractos metanolicosexhibenmenos toxicidad que las muestras alcaloidales.
En tal sentido,la bioactividad pudiera ser atribuida a la presencia de alcaloides como
licorina (1), hemantamina (70), crinamina (74), augustina (48), 6-a-hidroxibufanisina
(35),6-etoxibufanidrina, vittatina (77)y ambelina (34), los cuales poseen actividades
citotoxicas y anticancerigenas demostradas (Refaat y col., 2013; Berkov y col., 2011; Kaya
y col., 2004; Pettit y col., 1984); asimismo, compuestos como saponinas, taninos, flavonas
y polifenoles, entre otros,los cuales son conocidos por sus propiedades secuestrantes de
radicales libres, inhibidores de especies reactivas, donadores de hidrégeno, activadores de
enzimas antioxidantes, promotores de diferenciacion celular normal, inhibidores detumores
celulares entre otros (Kaya y col., 2010; Refaat y col., 2013).Es importante resaltar que, los
estudios sobre la letalidad de una muestra en nauplios de Artemiase ha relacionado no solo
con la actividad antitumoral, sino también como un indicio de ser un buen agente

antimicrobiano y antiviral (Babajide y col., 2010).

VI1.1.3.2.-Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos y alcaloidales

obtenidos de las especies en estudio

La actividad antibacteriana se determin6con los extractos metandlicos y alcaloidales
obtenidos por fraccionamiento acido/base de las hojas y los bulbos de distintas especies del
géneroCrinum. Las muestras identificadas como: CAH, CAB, CMH, CMB, CEH. CEB,
CLH y CLB, seensayaron utilizando el método de difusion en agar con discos
impregnados descrito por Velasco y col., (2007); frente alas bacterias de referencia
internacional: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

En la Tabla 21, se observan los valores obtenidos con los distintos extractos delas especies
en estudio que mostraron actividad frente a las cinco cepas ensayadas. Todos los extractos
metandlicos, tanto de hojas como de bulbos, de las cuatro especies ensayadas mostraron

actividad frente a S. aureus con valores de CIM entre 200 y 470 mg/mL. Los extractos
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CAH, CAB, CMB, CLH y CLB inhibieron el crecimiento bacteriano de E. coli con
valores de CIM entre 200 y 320 mg/mL, mientras que, CMB mostro actividad frente a E.
faecalis y K. pneumoniae a la CIM de 300 mg/mLy 320 mg/mL, respectivamente.

Con respecto a los extractos alcaloidales, se observé mejor actividad frente a E. coli, el cual
mostré ser sensible a los extractos CAH, CAB, CMB, CEB, CLH y CLB con un rango de
concentracion entre 120 y 265 mg/mL. Seguidamente, las muestras CAH, CMB, CLH y
CLB inhibieron el crecimiento de S. aureus con valores de CIM entre 150 y 290 mg/mL.
Con respecto a la cepa K. pneumoniae, la misma fue inhibida por CAH y CMB a la

concentracion de 250 y 270 mg/mL, respectivamente.
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Tabla21.-Resultados de laactividad antibacteriana de los extractos metandlicos y alcaloidales de las especies del género Crinum

@ Zona de inhibicion (mm)* CIM (mg/mL)
ﬁ.’_ Microorganismos metanolico Alcaloidal Antibiético metanolico alcaloidal
L h b h b OXA | VA | AMX | CFM | PIP h b h b
S. aureus(ATCC 25923) ™ 7 8* NA 22* 470 455 290 NE
% E. faecalis(ATCC 29212) NA NA NA NA 25* NE NE NE NE
% E. coli(ATCC 25922) 10* 14* 18* 12* 46* 300 200 200 250
o | K. pneumoniae(ATCC 23357) NA NA 8* NA 28* NE NE 250 NE
P. aeruginosa(ATCC 27853) NA NA NA NA 27* NE NE NE NE
S. aureus(ATCC 25923) 10* 10* NA 12* 22* 300 300 NE 250
'S E. faecalis(ATCC 29212) NA g* NA 12* 25* NE 300 NE 180
é E. coli(ATCC 25922) NA | 22 | NA | 22* 46* NE 300 NE 120
O | K. pneumoniae(ATCC 23357) NA 13* NA 13* 28* NE 320 NE 270
P. aeruginosa(ATCC 27853) NA NA NA NA 27* NE NE NE NE
. S. aureus(ATCC 25923) 10* 12* NA NA 22* 300 250 NE NE
é E. faecalis(ATCC 29212) NA NA NA NA 25* NE NE NE NE
§ E. coli(ATCC 25922) NA NA NA 8* 46* NE NE NE 265
“L’: K. pneumoniae(ATCC 23357) NA NA NA NA 28* NE NE NE NE
© P. aeruginosa(ATCC 27853) NA NA NA NA 27* NE NE NE NE
S. aureus(ATCC 25923) 10* 14* 12* 10* 22* 450 200 235 150
S E. faecalis(ATCC 29212) NA NA NA NA 25* NE NE NE NE
E E. coli(ATCC 25922) 9* 14* 9* 20* 46* 320 200 255 140
ﬁ K. pneumoniae(ATCC 23357) NA NA NA NA 28* NE NE NE NE
P. aeruginosa(ATCC 27853) NA NA NA NA 27* NE NE NE NE

h: hojas; b: bulbos;OXA: Oxacilina®(10 pg; BBL
Piperacilina®(100 pg; BBL™); CIM: concentracién inhibitoriaminima; NA: no activo; NE: no ensayado; *mm: de los halos de inhibicion (disco de 6 mm de diametro)

Elaborada

M), VA: Vancomicina® (30 pg; HIMEDIA); AMX: Amoxicilina® (30 pg; HIMEDIA);CFM: Cefixima®(5 ug; BBL™); PIP:

por:

Gina

Achito,

2019.
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El extracto CMB fue el Unico en presentar actividad frente a E. faecalis con un CIIM de
250 mg/mL. Cabe resaltar que, ninguno de los extractos ensayados en la presente

investigacion mostro actividad frente a la bacteria P. aeruginosa.

En virtud de los resultados obtenidos, se puede deducir que los extractos tanto metandlico
como alcaloidal de CMB exhibieron un amplio espectro de actividad al inhibir el
crecimiento de bacterias tanto Grampositivas S. aureus y E. faecalis como Gram
negativask. coli,K. pneumoniae y P. aeruginosa. En este orden de ideas, los extractos
metandlicos y alcaloidales de las especies CL, CE y CA mostraron un rango de actividad
menor al inhibir solo el crecimiento de dos cepas bacterianas, S. aureus y E. coli. Sin
embargo, los resultados obtenidos se consideran un aporte al estudio de los productos

naturales debido a la importancia que representa para el area de la salud.

En cuanto a las investigaciones de la sensibilidad bacteriana In Vitro reportadas en especies
del género Crinum, Chen y col., (2018), realizaronel estudio antimicrobiano concinco
alcaloides tipo cripowelinas aislados del extracto alcoholico de los bulbos de C. latifolium
recolectados en Yongning, provincia de Guanxi, China; revelando que los alcaloides 102 y
103(Tabla 9) exhibieron actividad significativa con valores de 1C5,<0,50 mM para ocho
bacterias: S. pneumoniae (100 Hi: 20; 102 Hi: 23 y 103 Hi: 24), S. aureus (102 Hi: 24 y
103 Hi: 23), S. epidermidis (102 Hi: 24 y 103 Hi: 24), K. pneumoniae (102 Hi: 24 y 103
Hi: 22), P. aeruginosa (102 Hi: 23 y 103 Hi: 23), H. influenzae (100 Hi: 20; 102 Hi: 23 y
103 Hi: 20), E. cloacae (100 Hi: 20; 102 Hi: 24 y 103 Hi: 20), S. dysenteriae (100 Hi: 20;
102 Hi: 24 y 103 Hi: 20).

El ensayodel efecto antimicrobianoln Vitro eln Vivo del extracto metanolico de los bulbos
de C. jagus procedente de la ciudad de Amokwe, estado de Enugu, Nigeria; mostré que las
Bacterias B. subtilis, S. aureusfueron inhibidas a una CIM de 25 y 12,5 mg/mL,
respectivamente. Con respecto al ensayo In Vivo en modelos de cicatrizacion de heridas, se
observo actividad frente a los microorganismosB. subtilis, S. aureus y C. albicans al no ser
observadas en las heridas después del tratamiento (Udegbunam y col., 2015b). Otro estudio
previo en la misma especie realizada por Adesanya y col., (1992), con cuatro alcaloides

obtenidos de las fracciones delos extractos metanolicos, recogida en el campus de la
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Universidad Obafemi Awolowo, lle-Ife, Nigeria; reveléuna fuerte actividad antibacteriana
del alcaloide crinamina (74) y los acetatos de hamaina y crinamina a una CIM de 10 pg/mL

contra las bacterias B. subtilis y S. aureus.

En este sentido, lannello y col., (2014), ensayaron la actividad antimicrobianay antifingica
del extracto alcaloidalde C. angustum (un hibrido entre C. asiaticum var. y C. zeylanicum),
colectado del Jardin Botanico de la Universidad de Bolonia, Italia;exhibiendo una actividad
significativa contra seis de las cepas examinadas: S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, E.
faecalis, K. pneumoniaey C. albicans con valores de 1Csy en el rango de 156 a 625 pg/mL
después de 8 h incubacion; no obstante, fue inactiva para las cepas Gram-negativas: E. coli,
P. aeruginosa y P. mirabilis.Es importante resaltar que la especie CA es un hibrido
filogenéticamente relacionado con C. angustum, por lo que los resultados observados en la

presente investigacion estan en concordancia con los publicados en este articulo.

Finalmente, los extractos acuosos y alcohdlicos de las hojas de C. asiaticum recolectadas en
el distrito de Thanjavur, Tamilnadu, India, mostraron actividad frente a S. aureus y K.
pneumoniae a la CIM de 0,5 mg/mL; mientras que, a concentraciones entre 1,0 y 1,5
mg/mL se observé actividad en todas las cepas Gram negativas P. aeruginosa
(ATCC10031), K. pneumoniae (ATCC 10031) y E. coli (ATCC 25922) y la bacteriaGram
positivaS. aureus (ATCC 11632), ensayadas por llavenil y col., (2010).Notablemente,C.
asiaticum posee amplio espectro antibacteriano a bajas concentraciones difiriendode las

especies de Crinum ensayadas en el presente estudio Tabla21.

El presente estudio fue realizado con extractos tanto metandlicos como alcaloidales de las
hojas y bulbos de 4 especies del género Crinum, por lo cual, es dificil relacionar la
actividad observada con un metabolito secundario en especifico, ya que los extractos estan
formados por mezclas complejas de estos. Sin embargo, de acuerdo a los estudios previos
reportados en compuestos puros, tales como: vittatina (77), bufanidrina (38), hipadina (24)
y crinamina (74) (Elgorashi y col., 2009; Maroyi, 2016; Andesaya y col., 1992), los cuales
han mostrado actividad antibacteriana, se podria inferir que estos alcaloides, que estan

presentes en los extractos ensayados, hayan contribuido en la inhibicién del crecimiento
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bacteriano observado. Ademas, no se descarta un posible efecto sinérgico entre los

diferentes metabolitos presentes en las muestras en estudio.

De acuerdo a la revision bibliografica realizada existen muy pocos estudios de actividad
antibacteriana en el género Crinum, no encontrandose ningln reporte en especies
recolectadas en Venezuela, por lo que la presente investigacion se considera un aporte al
estudio de las especies de la familia Amaryllidaceae colectadas en la region de los andes

venezolanos.

V1.1.3.3.-Actividad inhibitoria de las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

La evaluacién In Vitro de la actividad inhibitoria de las enzimas AChE y BuChE
delasmuestras de alcaloides provenientes de las hojas y bulbos de CA, CE, CM y CLse
determind por la técnica en microplaca segun la metodologia de Ellman y col., (1961) con
algunas modificaciones de Lopez y col., (2002).Los resultados se expresaronen valores de
ICs0 (ng/mL) y se detallan en la Tabla 22.

Tabla 22.-Resultados de las actividades inhibidoras de AChE y BuUChE de especiesCrinum

Especie AChE BuChE R?
(parte analizada) (ng/mkL) (ng/mL)
C. amabile (h) 0,88 + 0,08 4,46 + 0,26 >0,99
C. amabile (b) 2,44 + 0,14 11,26 + 2,22 > 0,99
C. erubescens (h) 1,75 +0,32 8,92 +0,81 >0,99
C. erubescens (b) 3,27 +£0,24 9,03+0,75 >0,99
C. moorei (h) 4,91+0,13 22,20 3,59 >0,99
C. moorei (b) 4,65 + 0,29 12,42 + 0,26 > 0,99
C. latifolium (h) EP EP -
C. latifolium (b) EP EP -

h: hojas, b: bulbos, EP: en proceso. Farmaco de referencia galantamina con valores
de IC5 0,48 £0,70y 3,70 + 0,24pg/mL
Realizada por: Gina Achito, 2019.

Los extractos alcaloidales de las hojas de CA y CEexhibieron fuerte actividad inhibitoria
de la enzima acetilcolinesterasa con valores de 1Cs, de 0,88 + 0,08 y 1,75 + 0,32 ug/mL,
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respectivamente; mientras que para la enzima butirilcolinesterasa CA causO fuerte
inhibicion a la dosis de 4,46 £ 0,26 ug/mL. Como puede notarse que, las concentraciones a
los que estos extractos inhibieron las enzimas AChE y BuChE son muy cercanos a los de la

Galantamina® usada como control positivo.

Por su parte, los extractos CA y CE mostraron actividad moderada frente a la enzima
AChE, CA (b: 2,44 £ 0,14 ng/mL) y CE (b: 3,27 + 0,24 ug/mL), mientras que para BuChE
el extracto CE mostro los siguientes valores h: 8,92 + 0,81 y b: 9,03 + 0,75 pg/mL. Los
extractos alcaloidales con menor capacidad de inhibicion frente a la enzima BuChE fueron
CA (b: 9,03 £0,75 pg/mL) y CM (h: 22,20 + 3,59 y b: 12,42 + 0,26 pug/mL), mientras que
para AChE fue CM (h: 4,91 £ 0,13y b: 4,65 £ 0,29 ug/mL).

Estudios previos han revelado el efecto inhibitorio de las especies del género Crinum frente
a las enzimas AChE y BuChE. En los extractos acuosos y metandlicos de las hojas de doce
genotipos de Crinum resalté el efecto de C. latifolium con una actividad de 76,52% (Ghane
ycol., 2018).Los resultados encontrados en las especies del géneroCrinumen el presente
estudio son superiores a los reportados en plantas chilenas del género Rhodophiala de la
familia Amaryllidaceae donde las hojas y los bulbos de R. splendensfueron los inhibidores
mas activos de AChE (ICso: 5,78 y 3,62 pg/mL) y BuChE (ICso: 16,26 y 14,37 pg/mL) por
Tallini y col., 2018b.

En otro estudio, se determind la actividad inhibitoria de las enzimas AChE y BuChE en el
extracto de los bulbos deC. amabile; obteniendo valores de ICsgsignificativos (2,24 + 0,01
pg/mL), cercanos al compuesto de referencia, Galantamina® (0,27 + 0,03 pg/mL); mientras
que, en la inhibicién de BuChE (116,59 + 2,85 ug/mL)fue menor la actividad frente al
farmaco de referencia (4,88+ 0,17ug/mL),Estos resultados concuerdancon los obtenidos en
los bulbos de CAal ser similares para el ensayode AChE. Por el contrario, la inhibicién de
BuChE exhibe una potente actividad superando 10 veces a la reportada en la literatura.
(Carrasco, 2017).

Un estudio realizado con los bulbos de C. moorei fueron extraidos con solventes de

diferentes polaridades; diclorometano, etanol, metanol y éter de petroleofueron evaluados
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en su capacidad inhibidora de la enzima AChE revelando porcentajes de inhibicion
dependiendo del solvente usado para la extraccion(DCM 2,9 + 0,5ug/mL; PE 18,9 £
8,7ug/mL; 50% MeOH 21,5 * 8,4 ug/mLy EtOH 22,5 * 6,5ug/mL)(Fawole y col.,
2010).0tro estudio realizado con las hojas, bulbos y raices de C. mooreimostré que el
extracto de las hojas presenta baja actividad a las concentraciones de 1; 0,5 y 0,025 mg/mL
(ICs entre 6 a 48 %), mientras que los bulbos y raices presentaron mejor actividad a las
mismas concentracionescon un ICs entre 7 a 86 % (Jager, Adsersen & Fennell, 2004).Por
otro lado, las especiesC. zeylanicum (hojas), C. amabile (hojas y bulbos) y C. jagus (hojas)
presentaron una fuerte inhibicion de la enzima AChEa la dosis de 100 pg, mientras que, las
especies C. erubescens (hojas y bulbos), C. powellii (bulbos) y C. zeylanicum (bulbos)
mostraron una inhibicion moderada yC. powellii (hojas) mostr6 una inhibicion débil,

segUnel ensayo realizado por Calderén y col., (2010).

Son diversos los estudios realizados a especies de la familia Amaryllidaceae para
determinar el efecto inhibidor In Vitro sobre las enzimas AChE y BuChE; los resultados
indican que la inhibicion de AChE se asocia principalmente a la presencia de alcaloides;aun
cuando, la selectividad es menor para la BuChE. Hay una variedad de reportes que sefialan
que la capacidad de inhibicion de las enzimas se relaciona con los nucleos del tipo
galantamina, como en el caso de la sanguinina (86) que inhibe dicha enzima con una
potencia 10 veces superior a la galantamina (85)(Carrasco, 2017). De la misma manera,los
alcaloides tipo licorina, comol-O-acetillicorina (4)cuyo efecto inhibitorio es dos veces mas
potente que la galantamina (85)(Elgorashi, y col., 2004). Ungeremina (17) y licorina (1)
también han mostrado ser fuertes inhibidores de las enzimas AChE y BuChE, encontrando

que la primera es 6-8 veces mas potente que la galantamina (85)(Refaat y col., 2013).

En concordancia a los resultados del andlisis cromatografico CG/EM se podria inferir
que,los altos niveles de abundancia de los compuestos del tipo crinina,
licorina,hemantamina y del nucleo cherilinadetectados en lasespecies del géneroCrinumen
elpresente estudio, por larelacion estructural que representan entre si,puedencausar
sinergismoel cual podria ser el responsable de la bioactividad exhibida en el ensayo(Fawole
y col., 2010). Al respecto, los AAscomol-O-acetillicorina (4), 1,2-Di-O-acetillicorina (13),

licorina (1),epivittatina, crinamidina (53), cherilina (90), crinina (32), 6-hidroxicrinamina
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(75),epibufanisina (80), hamaina (72)y crinamina (74)se reportan con efectos inhibidores de
la AChE (Refaat y col., 2013; Fawole y col., 2010;Elgorashi y col., 2009; Elgorashi y col.,
2004).

En el marco de las observaciones hechas, actualmente en la industria farmacéutica,la
galantaminaes usadaclinicamente, peroofrece solo efectos paliativos para la EA (Tallini y
col., 2018a). De alli que, lasespecies botanicas CA, CE, CM y CLpueden ser consideradas
como alternativa terapéutica enla generacion de agentes inhibidores de AChE y BuChEcon
amplio espectrono so6lo en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA), sino para el

tratamiento de otras enfermedades.
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VIl. CONCLUSIONES

El analisis fitoquimico realizado en el presente estudio,permitié determinar
cualitativamente en los extractos metandlicos de cuatro especies del
géneroCrinum, metabolitos como alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides,
antraquinonas, triterpenos, esteroides, cumarinas, saponinas, taninos, glucosidos

cardiotdnicos y glicosidos.

La composicién quimica alcaloidal de las hojas y los bulbos de las diferentes
especies del géneroCrinum, analizadas mediante CG/EM permitié detectar un total
de 30 alcaloides conocidos y 26 compuestos no identificados, lo que representa
una fuente interesante de nuevos compuestos bioactivos en la familia
Amaryllidaceae. En estos andlisis se observo la presencia de AAs tipo licorina,
hemantamina/crinina, narciclasina, tazetina y galantamina; ademasde otros
nucleos como: mesembrenol, cherilina, galantindol e ismina. Los resultados
mostraron que el alcaloide ambelina (34) fue el mas abundante con un porcentaje
de 21,0%, seguido de la licorina (1) con un 18,5 % y en proporciones inferiores al
6 % se encuentran los alcaloides hemantamina (70), 1-O-acetillicorina (4),
bufanidrina (38), vittatina (77)/crinina (32), undulatina (47), bufanisina (33),
crinamina (74) y powelina (39).

En el anélisis deecotoxicidad In Vitro de los extractos metanolicos y alcaloidales
de las hojas y bulbos de las especies del géneroCrinum, se observéd que los % de
mortalidad, se incrementaron en forma proporcional a la concentracion de los
extractos. De las 16 muestras valoradas y clasificadas por su toxicidad segun el
CYTED, se encontré que los extractos alcaloidales de los bulbos de CL, CE, CA
y hojas de CA fueron los que mostraron mayor toxicidad con valores de CLs
entre 38,06 y 96,90 ppm.

Los extractos de bulbos de la especie CMexhibieron un amplio espectro
antibacteriano al inhibir cuatro bacterias, dos Gram positivasS. aureus,E. faecalis

y dos Gram negativask. coli y K. pneumoniaecon valores de CIM entre 120 y 320
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mg/mL. Seguidamente, se encuentran las muestras de CA con actividad frente a
las cepas S. aureus, E. coli y K. pneumoniaecon valores en el rango de 200 y
470mg/mL. Mientras que, los extractos de CL solo tuvieron efecto contra los
microorganismos S. aureus y E. colia concentraciones de 140y 450 mg/mL,
respectivamente. Por Gltimo, se ubican lasespeciesCE y CM las cuales causaron
inhibicidn del crecimiento bacteriano de las cepas deE. coli y S. aureuscon valores
de CIM entre 250 y 300 mg/mL; asi como las hojas de CMque causaron
inhibiciona los mismos microorganismos a concentraciones de190 y 300mg/mL,

respectivamente.

La evaluacion de la actividad inhibidora de AChE y BuChE In Vitrorealizada con
los extractos alcaloidales de las hojas y bulbos de las especies en estudio revelo
que, las hojas de CA y CE mostraron el mayor efector inhibidor de dichas
enzimas (ICsp 0,88 + 0,08 y 1,75 £+ 0,32 pg/mL), mientras que CA exhibié un
fuerte efecto inhibidor frente a la enzima BUChE (1Cs 4,46 = 0,26 ug/mL). Por su
parte, se observo actividad moderada en los extractos de los bulbos deCA y CE
frente a la enzima AChE (ICsp 2,44 + 0,14 y 3,27 £ 0,24 pg/mL); mientras queel
extracto CE mostr6 valores moderados frente a BUuChE(h: 8,92 £ 0,81y b: 9,03 +
0,75 pg/mL). Las fracciones alcaloidales con menor capacidad de inhibicion frente
a la enzima BuChEk fueron CA (b: 9,03 + 0,75 pg/mL) y CM (h: 22,20 + 3,59 y b:
12,42 + 0,26 pg/mL), mientras que, para AChE fue CM (h: 4,91 £ 0,13 y b: 4,65
+ 0,29 pg/mkL).

En el presente estudio, todos los extractos mostraron actividad inhibitoria frente a
las enzimas AChE y BuChE, cuyos valores son superiores a los reportados en la
literatura. Es importante destacar que los extractos de CA fueron los que
presentaron mayor actividad por lo que podria considerarse esta especie como

fuente de moléculas bioactivas.
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£ Especie Municipio Cuidad Sector ms. n. m. Fecha de Recolector(a)
E recoleccion
A C. amabile La mucuy baja 1898 30-07-2016

Santos Marquina Tabay Janne Rojas
e C. erubescens La Mucuy alta 2150 30-03-2017 Alexis Buitrago
O C. moorei Libertador El Valle Valle Grande 1720 16-09-2016
O C. latifolium Alberto Adriani El Vigia El Taparo 63 13-11-2017 Gina Achito

Anexo 1.-Representacion de las localidades de recoleccion de las distintas especies en el estado Mérida

Elaborado por: Gina Achito, 2019.
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Anexo 2.-Biosintesis de los tipos de esqueletos principales en la familia Amaryllidaceae
Elaborado por: Gina Achito, 2019.
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