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RESUMEN.

TITULO: ESTUDIO DE LA COMPOSICION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DE ESPECIES DE AMARYLLIDACEAE OBTENIDOS EN CULTIVO in vitro Y SU
ACTIVIDAD ANTITUMORAL

PALABRAS CLAVE: Alcaloides, Amaryllidaceae, CG-MS, cultivo de tejidos,

viabilidad celular in vitro.

La familia Amaryllidaceae esta formada por plantas bulbosas, que se caracterizan
por ser productoras de alcaloides. Estos metabolitos secundarios estan
biogenéticamente relacionados y exhiben potente activad farmacoldgica. Ciertos
alcaloides como los del tipo licorina y homolicorina han sido estudiados por sus
propiedades antitumorales. Sin embargo, el estudio de dichas propiedades
biol6gicas en estas moléculas se ve limitado debido a su baja disponibilidad y
produccion en la planta. En el presente trabajo se estudiaron cuatro especies de
Amaryllidaceaes endémicas de Chile; Rhodophiala pratensis, Rhodophiala
splendens, Rhodophiala advena y Rhodolirium speciosum. Uno de los principales
objetivos de esta tesis fue mejorar la produccién de alcaloides mediante el cultivo
in vitro de tejidos vegetales por organogénesis somatica. Mediante CG-EM se
analizé comparativamente la biosintesis de alcaloides obtenidos in vitro y en su
habitat natural. Otro de los objetivos fue desarrollar un método répido y eficiente

de aislamiento para algunos de los alcaloides mayoritarios, lo cual se abordé
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usando Cromatografia de Particion Centrifuga (CPC) con refinamiento de zona
de pH. Para los extractos y sus metabolitos secundarios aislados, se evalud la
capacidad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa y toxicidad sobre células

epiteliales de adenocarcinoma gastrico (AGS).

Los brotes obtenidos mediante cultivo in vitro, presentaron un perfil alcaloideo
diferente al que exhibe la planta en estado natural. Este resultado sugiere que la
combinacion de auxinas como acido 1- naftalenacéticco y citoquininas como 6-
bencilaminopurina permite modular rutas bioquimicas de la planta que regulan la
biogénesis de determinados grupos de alcaloides. Se determiné que estas
plantas presentan un variado perfil de alcaloides tipo licorina, haemantamina,
homolicorina y galantamina. Estos compuestos disminuyeron la viabilidad de

células AGS en concentraciones entre 0,5y 5,2 uM.

Usando refinamiento por zona de pH, se aislaron tres alcaloides tipo licorina con
pureza mayor a 84%, los cuales presentaron actividad inhibitoria sobre AChE con

ICsoentre 17,1y 203,5 pug/mL.

XVi



ABSTRACT.

TITLE: STUDY OF THE COMPOSITION OF SECONDARY METABOLITES OF
AMARYLLIDACEAE SPECIES OBTAINED IN in vitro CULTURE AND ITS
ANTITUMORAL ACTIVITY

KEY WORDS: Alkaloids, Amaryllidaceae, tissue culture, CG-MS, cell viability in

vitro.

The Amaryllidaceae family is formed by bulbous plants, which are characterized
as producing alkaloids. These secondary metabolites are biogenetically related
and exhibit potent pharmacological activity. Some alkaloids such as lycorin and
homolycorin type have been studied for their antitumor properties. However, the
study of these biological properties in these molecules is limited due to their low
availability and production in the plant. In the present work, four species of
endemic Amaryllidaceaes from Chile were studied; Rhodophiala pratensis,
Rhodophiala splendens, Rhodophiala advena and Rhodolirium speciosum. One
of the main objectives of this thesis was to improve the production of alkaloids by
in vitro culture of plant tissues by somatic organogenesis. Using GC-MS, the
alkaloid biosynthesis obtained in vitro and in its natural habitat was analyzed
comparatively. Another objective was to develop a fast and efficient method of
isolation for some of the major alkaloids, which was approached using Centrifugal
Partition Chromatography (CPC) with pH zone refinement. For extracts and their

isolated secondary metabolites, the inhibitory capacity on the
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acetylcholinesterase enzyme and toxicity on gastric adenocarcinoma epithelial

cells (AGS) was evaluated.

The calluses obtained by in vitro culture, presented a different alkaloid profile than
the plant exhibits in its natural state. This result suggests that the combination of
auxins such as 1- naphthalenacetic acid and cytokinins such as 6-
benzylaminopurine allows modulating biochemical pathways of the plant that
regulate the biogenesis of certain groups of alkaloids. It was determined that these
plants have a varied profile of alkaloids type lycorine, haemantamine, homolycorin
and galanthamine. These compounds decreased the viability of AGS cells in

concentrations between 0,5 and 5,2 pM.

Using pH zone refining, three lycorine alkaloids with purity greater than 84% were
isolated, which exhibited inhibitory activity on AChE with IC50 between 17,1 and

203,5 ug/ mL
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INTRODUCCION.

Los productos naturales han sido una parte importante en la historia de la
medicina humana, debido al contenido de metabolitos secundarios presentes
tanto en el reino vegetal como animal, muchos de los cuales han sido
incorporados en la medicina occidental (Cordell 2000). Dentro de los farmacos
existentes, el 25% provienen de plantas ya sea como un compuesto puro o

derivado.

Los metabolitos secundarios son definidos como un variado grupo de moléculas
organicas, que no tienen un papel bien establecido en el mantenimiento de
procesos vitales fundamentales como el crecimiento en plantas. Algunos de ellos
son subproductos extrafios de rutas metabdlicas debido a la actividad enzimatica
promiscua, o bien, biosintetizados a partir de uno o0 mas metabolitos generales
en una amplia variedad de reacciones propias del metabolismo de cada individuo

(Bahmani et al. 2014; Zhong y Tong 2011; Verpoorte y Alfermann 2000).

Algunos de estos metabolitos son alcaloides, compuestos nitrogenados
biosintetizados en diferentes plantas con diversas caracteristicas estructurales,
las cuales hacen que su sintesis sea dificultosa y con altos costos. Ademas en la

mayoria de las ocasiones es infructuosa.
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Los alcaloides presentan un amplio espectro de propiedades farmacologicas
derivados de su interaccion con receptores o como inhibidores enzimaticos. Asi,
se ha reportado su efecto como antibacterianos, analgésicos, antipiréticos,
antiasmaticos, anticancerigenos, antiarritmico, neuroprotectores,
antihipertensivos (McNulty et al. 2009; J. Liu et al. 2004; Trujillo-Chacén et al.

2019; Nair et al. 2017).

Una fuente promisoria de alcaloides tipo isoquinolinicos son las plantas de la
familia Amaryllidaceae, sin embargo la cantidad presente de estos metabolitos
en diferentes partes de la planta es baja (Z. M. Liu et al. 2015), alcanzando
rendimientos de extraccion entre 0,01-1% por lo que es necesario implementar
técnicas y metodologias que nos permitan incrementar la concentracion de estos

metabolitos.

Entre las técnicas mas conocidas para inducir la produccion de diferentes
metabolitos estan la micropropagacion in vitro y el cultivo de tejidos vegetales.
Asi por ejemplo, para la especie Narcissus confusus se ha reportado un
incremento significativo en la concentracion de alcaloides a través de esta técnica

(Sellés et al. 1999).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue producir alcaloides con esqueleto
isoquinolinico a través de cultivo de tejidos in vitro usando diferentes
concentraciones de fitohormonas. Por otro lado, mediante diferentes técnicas

espectroscépicas se procedio a identificar los alcaloides mayoritarios presentes
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en plantas silvestres y en las obtenidas por cultivo in vitro. Ademas, se realizaron

experimentos citotoxicidad sobre lineas celulares tumorales.

En este contexto, se logrd establecer el cultivo in vitro en medio semisoélido de

cuatro especies de Amaryllidaceaes Chilenas, usando la técnica twin-scaling.

Las condiciones de cultivo y propagacién para las tres especies de Rhodophiala
se establecieron bajo diferentes combinaciones de 6-bencilamonopurina y acido
1-naftalenacético, mientras que para la especie Rhodolirium especiosum se
establecié con una combinaciéon de 6-bencilaminopurina, acido indolacético y

acido 2,4-diclorofenoxiacético.

Para determinar la composicion de los extractos alcaloideos obtenidos de bulbos
silvestres y de brotes de cultivo in vitro, se realizé una extraccion acido-base a
partir de un extracto metandlico total de cada muestra, los que se analizaron por

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

Para la identificacion de los compuestos se tuvieron en cuenta varios criterios
como los indices de Kovats, patron de fragmentacion y relacidon entre iones

caracteristicos.

A través de CPC con refinamiento por zona de pH, se logré aislar tres de los
alcaloides mayoritarios de Rhodolirium speciosum que corresponden a derivados
de licorina. La elucidacion estructural de estos compuestos se hizo mediante el
uso de diferentes técnicas espectroscopicas como resonancia magnética nuclear

(RMN), espectrometria de masas (MS), infrarrojo (IR) y ultravioleta (UV).
21



Finalmente se determind la citotoxicidad de los extractos alcaloideos sobre
células epiteliales de adenocarcinoma gastrico (AGS) mediante el ensayo con
resazurina, los resultados mostraron una disminucion en la vialidad celular a

concentraciones micromolares.
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1 MARCO TEORICO.

1.1 Familia Amaryllidaceae.

Amaryllidaceae es una familia de plantas bulbosas, herbaceas, perennes,
pertenecientes al orden Asparagales de las monocotiledéneas, con flores

bisexuales generalmente grandes y vistosas (Dahlgren 1980).

Hasta la fecha se conocen alrededor de 1100 especies y mas de 75 géneros (Jin
2016) distribuidas en las siguientes tribus: Amaryllideae, Calostemmateae,
Cyrtantheae, Haemantheae, Lycoridae, Galantheae, Pancratieae, Narcisseae,
Griffinieae, Hippeastreae, Eustephieae, Hymenocallideae, Stenomesseae,

Eucharidae (Stevens 2001).

Las especies de esta familia se encuentran entre 0 y 4000 m.s.n.m, en variados
habitats, como valles secos interandinos, bosques andinos, litoral seco y humedo.
Aunque la evidencia de su evolucion filogenética se sitla originalmente en Africa,
esta familia botanica tiene una amplia distribucién geogréafica como se ilustra en la
figura 1, con poblaciones especialmente importantes en Africa, centro y sur América,

con una distribucion restringida en el Mediterraneo, Caucaso y Oceania.
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Figura 1. Distribucion de especies de Amaryllidaceae. Modificado de (Stevens
2001).

Hippeastreae, Griffinieae, Eucharideae, Hymenocallideae y Stenomesseae son
tribus tropicales originarias de América con numerosos representantes en Los

Andes, costas tropicales y altiplanos (Garcia et al. 2017).

En Chile esta familia se encuentra representada por 11 géneros, 5 de los cuales son
endémicos (Ravenna 2003). Esto sugiere que Chile ha sido un activo centro
evolutivo para estas de plantas, por lo que se puede localizar como un “hotspot” de
biodiversidad, caracterizado por una alta diversidad de especies y altos niveles de
endemismo, por tanto se puede considerar como un sitio prioritario de conservacion

(Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008).
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Hasta el momento se han descrito 35 especies dentro de esos 11 géneros, que se
encuentran distribuidas desde la region de Arica y Parinacota hasta la Regién de
los Lagos (Baeza, Novoa, et al. 2009; Paredes et al. 2014; Baeza, Eduardo, y

Negritto 2007).

Estas plantas ademas presentan un gran valor ornamental, debido a sus flores
vistosas de diversos colores y formas, caracteristica que las hace vulnerables a la
industria de la floricultura y pone en riesgo su conservacion. Otros factores como la
deforestacion y el cambio de uso del suelo también generan una gran pérdida de

poblaciones de Amaryllidaceae (Johnson et al. 2018).

1.2 Alcaloides de Amaryllidaceae.

La caracteristica fundamental de las diferentes especies de Amaryllidaceae ademas
de los distintivos taxonémicos, es la produccion de un tipo exclusivo de metabolitos
secundarios. Los alcaloides tipo isoquinolina constituyen un grupo de estructuras

guimiotaxonémicamente reducido y que estan biogenéticamente relacionados.

El estudio de los alcaloides de Amaryllidaceae se inicié en 1877 con el aislamiento
de licorina desde plantas de Narcissus pseudonarcissus L. Desde entonces hasta
la fecha se han aislado y caracterizado alrededor de 500 alcaloides estructuralmente
diferentes en cuanto a los sustituyentes del esqueleto principal (De Andrade et al.

2014).
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El tipo y la cantidad de alcaloides en estas plantas es muy variable, debido
principalmente al hecho, que los alcaloides presentan un equilibrio dinamico entre
biosintesis y degradacion, de manera que en una misma planta tiene lugar
importantes fluctuaciones debidas a factores ecoldgicos, climaticos vy fisioldgicos.
Por lo tanto, los alcaloides en un vegetal se encuentran en funcién de la situacion
ambiental, 6rgano de la planta y momento de la ontogénesis en que se realice el

estudio.

De manera general, estos metabolitos se encuentran restringidos a una estructura
carbonada base Ces-C1-N-C2-Cs derivada de los aminoacidos L-fenilalanina y L-
tirosina. La biosintesis del precursor de norbelladina, su posterior metilacion y

acoplamiento fenol oxidativo se detallan a continuacion.

La biosintesis de la norbelladina (Figura 2) se inicia con la desaminacion oxidativa
de la L-fenilalanina por accién de la enzima PAL (fenilalanina amonio-liasa), dando
lugar al acido cindmico, el cual a su vez se hidroxila en posicion para, dando lugar
al acido p-cumarico, el cual es oxidado en posicién orto con respecto al grupo
hidroxilo, por lo que en el anillo aroméatico se incorpora un segundo grupo hidroxilo,
formandose el acido cafeico. El siguiente paso incluye la formacién del aldehido
protocatéquico (3,4- dihidroxibenzaldehido), por la oxidacion y pérdida del acido

glioxilico del acido cafeico.

Por otra parte, la L-tirosina se descarboxila por la accidén de tirosina-descarboxilasa
dando lugar a la tiramina, que reacciona con el aldehido protocatéquico dando lugar

a la norbelladina.
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Figura 2. Biosintesis de norbelladina en plantas de la familia Amaryllidaceae.

Tomado de Singh y Desgagne-Penix (2014).

Estudios con aminoacidos marcados isotépicamente han permitido determinar que
la fraccion de Ce-Ci (anillo A, posicién bencilica) corresponde a los carbonos

provenientes de la L-fenilalanina, mientras que el residuo Ce-C2-N (cadena lateral
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de carbonos y residuo de nitrégeno) proviene de L-tirosina (Suhadolnik, Fischer, y

Zulalian 1962).
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D\/NH norbelladina
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metilacién

=
MeO |
LS
HO NH
4'-O-metilnorbelladina

orto—pare/ ﬁi-para'

para-orto'

HO =
MeO ‘ MeO

OH

O N N
HO MeO HO
Licorina Crinina .
Homolicorina Haemant:amlna
Narciclasina
Galantamina Tazetina
Montanina

Figura 3. Acoplamientos fenol oxidativo en la biosintesis de alcaloides de

Amaryllidaceae. Tomado de Bastida et al. (2011).

La ruta biosintética de los alcaloides de Amaryllidaceae continGia con la metilacién
de la norbelladina (Figura 3) en la posicién orto de un OH fendlico por la accién de
la enzima S-adenosilmetionina (SAM) por lo que se obtiene la O-metilnorbelladina

(Bastida et al. 2011).
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Un acoplamiento fendlico-oxidativo sobre la O-metilnorbelladina da lugar a una
ciclacion secundaria y a los diferentes tipos de alcaloides, asi el acoplamiento para-
orto' deriva en alcaloides tipo galantamina, acoplamiento para-para’ tipo
hemantamina/crinina y acoplamiento orto-para'’ tipo licorina/homolicorina, a partir de
estas estructuras base, la planta biosintetiza diversas moléculas
farmacol6gicamente activas. La notacion ['] hace referencia a la posicion en el anillo

bencénico procedente del aminoécido L-fenilalanina (Kilgore y Kutchan 2015).

Los alcaloides de Amaryllidaceae se clasifican segun el esqueleto carbonado en 9

tipos, los cuales se presentan en la Figura 4 (Bastida et al. 2011):

HO
HO
QN
N
HO

Norbelladina

Homolicorina

OH

OH O
Hemantamina Narciclasina

OMe

/

O ! 0 OH MeO
<o O s

N H

Tazetina Montanina Galantamina

Figura 4. Principales estructuras de alcaloides de Amaryllidaceae.
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1.3 Aspectos quimicos y bioldgicos de los alcaloides Amaryllidaceae.

Los alcaloides de Amaryllidaceae exhiben una actividad farmacoldgica importante,
dentro de las cuales se destacan actividad anticancerigena (Evidente y Kornienko
2009), antitumoral (Zupko et al. 2009; Lamoral-Theys et al. 2009), antioxidante
(Johnson et al. 2018), neuroprotectora (Cortes et al. 2015) e inhibiciébn enzimatica
(Kaya et al. 2017). Esta actividad esta ligada al tipo de estructura y sustitucion de

grupos R.

1.3.1 Alcaloides tipo licorina'y homolicorina.

Los alcaloides de este grupo provienen del acoplamiento fenol-oxidativo orto-para’
derivados del pirrolo de fenantridina para tipo licorina y de 2-benzopirano-indol para
estructuras tipo homolicorina. La ruta biosintética de estos dos alcaloides se ilustra
en la Figura 5, en la cual se forman mas de 6 intermediarios, algunos resultantes de
estructuras resonantes. Ademas por esta ruta se obtienen alcaloides como

galantina, norpluvina entre otros (Bastida et al. 2011).

La licorina quizd es uno de los alcaloides de Amaryllidaceae mas estudiado
probablemente por su abundancia en la naturaleza e inmenso potencial terapéutico.

(Cimmino et al. 2017).
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Figura 5. Alcaloides procedentes de acoplamiento fenol oxidativo orto-para’.
Modificado de Bastida et al. (2011).

Licorina es activa en la mayoria de los casos en concentraciones menores a 5 uM,
con alta especificidad contra varios tipos de cancer tanto in vivo como in vitro, y
contra diversas células cancerosas resistentes a medicamentos. Este alcaloide
natural es un compuesto importante para el disefio de farmacos de nueva
generacion contra el cancer y proporciona la base para el desarrollo de estrategias
biologicas en el tratamiento del cancer. El estudio SAR describe los parametros

estructurales que contribuyen significativamente a su actividad, tales como la
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presencia de planaridad de la molécula, anillo de olefina o dioxol, la funcion de los
grupos hidroxilo y la presencia de una carga positiva en el nitrégeno y el grupo amina

(Roy et al. 2018; Hohmann et al. 2002; Li et al. 2019).

Para los alcaloides licorina y homolicorina, ademas se han descrito actividades
antibacterianas, antivirales y antiinflamatorias (Szlavik et al. 2004; Z. M. Liu et al.

2015; Lamoral-Theys et al. 2009; Roy et al. 2018).

1.3.2 Alcaloides tipo galantamina.

Este tipo de alcaloides tienen un nucleo de dibenzofurano y se forman por un
acoplamiento fenol oxidativo del tipo para-orto’ desde O-metilnorbelladina a una
dienona que sufre un cierre espontaneo formando un éter para producir N-
dimetilnarwedina, dando norgalantamina y después una reduccion estereoselectiva
(Bastida et al. 2011). La norgalantamina sufre una N-metilacion a galantamina en el
paso final de la biosintesis. La ruta biosintética de este grupo de alcaloides se ilustra

en la Figura 6.

La galantamina es por excelencia un inhibidor selectivo, competitivo y reversible de
la acetilcolinesterasa con ICso menor a 2 yM. Esta caracteristica, sumada a la
capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica y especificamente aumentar las
funciones colinérgicas, explica por qué fue de los primeros farmacos aprobados por
la FDA para el tratamiento del Alzheimer en fase leve a moderada, (Cortes et al.

2015; Castillo et al. 2016; Harvey 1995).
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Se ha demostrado también que la galantamina ayuda a mejorar la cognicién previa

en enfermedades del neurodesarrollo (Shao et al. 2014).

O

HO
, o (3
MeO F MeO —’ MeO
Espontanea
NH NH

O-metilnorbelladina

MeO

Norgalantamina Norlicoramina

Galantamina

Narwedina

Figura 6. Biosintesis de galantamina y sus derivados por acoplamiento fenol

oxidativo para-orto’. Tomado de Eichhorn et al. (1998).

1.3.3 Alcaloides tipo crinina, haemantamina, narciclasina, tazetina vy

montanina.

Este grupo de alcaloides que se origina por acoplamiento fenol-oxidativo para-para’,
incluye estructuras derivadas de 5,10b-etanofenantridino para los tipos crinina y
haemantamina, 2-benzopirano [3,4-c]-indol para los tipo tazetina, fenantridina para
los tipo narciclasina y metanomorfantridina para los alcaloides tipo montanina

(Figura 7).
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Figura 7. Biosintesis de alcaloides tipo crinina, haemantamina, narciclasina,

tazetina y montanina. Tomado de Fuganti (1975).

Este acoplamiento fenol-oxidativo presenta estructuras mas diversas y en ese

sentido variadas actividades bioldgicas.

La actividad antiplasmodial, es una de las mas estudiadas en los alcaloides
derivados de crinina, en donde el farmacoforo apunta al nticleo completo de crinina
como esencial para la actividad, ademas la estereoquimica del puente etano del
atomo de nitrégeno al carbono 10 del anillo B, puede tener un efecto modulador en

concentraciones menores a 10 ug/mL (Nair y van Staden 2019).
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En el caso de haemantamina se han descrito en numerosos articulos la capacidad
gue tiene para inducir apoptosis y efecto citotéxico sobre lineas celulares tumorales
(Havelek et al. 2017; Zupké et al. 2009; Cimmino et al. 2017), incluso este alcaloide
podria tener efecto citotoxico selectivo sobe células cancerigenas via estabilizacion

del gen p53, denominado el “guardian del genoma” (Pellegrino et al. 2018).

1.4 Cultivo de tejidos vegetales in vitro.

El cultivo de tejidos vegetales se basa en la regeneracién de una nueva planta
completamente idéntica a partir de una pequefia parte de una planta madre en
estado natural, bajo condiciones asépticas, controladas y libres de
microorganismos, esto se da por la caracteristica totipotencial de las células
vegetales. El primero en hablar sobre esta capacidad de las células fue Gottlieb
Haberlandt quien también sefialé la posibilidad del cultivo de tejidos aislados o el

cultivo de tejidos vegetales (Krikorian y Berquam 2003).

La totipotencia es la potencia celular maxima, que le confiere a la célula la capacidad
de dirigir el desarrollo total de un organismo. Esto sucede si el nucleo de una célula

es idéntico al de un cigoto (Slack 2005).

Haberlandt ademas, describié algunos de los impedimentos del cultivo de tejidos,
como: 1. Las paredes celulares actian como obstaculos para la absorcion de los
nutrientes, lo que restringe el nUmero de compuestos que se pueden usar con el
proposito de inducir la formacién de brotes, 2. El crecimiento en plantas superiores

esta restringido a regiones meristematicas, 3. Las células tomadas de fuentes
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distintas de los meristemos primarios y laterales probablemente presenten menor
totipotencialidad para el crecimiento celular y 4. Las plantas monocotiledéneas

presentan gran dificultad para producir cultivos de células, tejidos u 6rganos.

A través de diversas investigaciones se ha logrado controlar y revertir la mayoria de
los inconvenientes de esta técnica, logrando no solo conservar un gran namero de
especies, sino también aprovechar el cultivo para la producciéon de metabolitos
secundarios como alcaloides, terpenos, esteroides, fenoles entre otras moléculas
farmacologicamente activas (Santoro et al. 2013; Ahuja et al. 2005; Amoo, Aremu,

y van Staden 2012; Shilpashree y Rai 2009).

También se ha logrado cultivar grandes cantidades de material vegetal, sin
fluctuacion en el suministro y sin factores ambientales como la sequia, que puedan
acabar la produccién dado que los cultivos celulares muestran altas tasas de
crecimiento en relacion con los sistemas convencionales, lo que facilita una alta

produccion en comparaciéon con otras fuentes (Parr 1989).

El cultivo de tejidos in vitro, consiste en incubar una pequefia parte de una planta,
en condiciones estériles en un medio nutritivo constituido por aztcares como fuente
de carbono, nutrientes como minerales, vitaminas y hormonas vegetales que
estimulan el crecimiento de la nueva planta que a su vez puede ser propagada. Las
caracteristicas genéticas de las plantas resultantes se mantienen y todas son
genéticamente iguales con ausencia de patdogenos al realizarse en condiciones

asépticas, por lo que es una técnica de conservacion de recursos fitogenéticos.
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Esta técnica ha sido usada para la multiplicacién rapida de bulbos de Leucojum
aestivum como una estrategia de producciéon dirigida de galantamina a escala
industrial (Pavlov et al. 2007). Los autores desarrollaron un protocolo que les
permitia obtener callos y plantas con una capacidad biosintética estable y rapido
crecimiento de biomasa, caracteristicas deseables para reducir el precio de costo

del producto (galantamina).

1.4.1 Organogénesis somatica.

La organogénesis en un sistema de propagacion in vitro comprende la formacion de
brotes adventicios o de raiz a partir de explantes, sin pasar por el estado
embrionario. Los 6rganos o partes de planta que tienen células con mayor
capacidad para la produccion de meristemos adventicios son usados para

organogeénesis (Reis et al. 2019).

Existen varias técnicas empleadas para la propagacion por organogénesis, una de
ellas y la mas usada con este proposito en plantas de la familia Amaryllidaceae es
twin-sclaes (Paredes et al. 2014; Moran et al. 2003; Fennell, Crouch, y van Staden

2001; Rice, Finnie, y Van Staden 2011; Zhang et al. 2013; Reis et al. 2019).

En esta técnica se usan las escamas internas del bulbo, ya que estas presentan
una mayor totipotencialidad, y consiste en realizar al bulbo cortes que permitan

obtener 2 escamas de bulbo unidas entre si por placa basal y de un tamafio
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aproximado de 4 -7 mm. EIl crecimiento del brote se observa en medio de las dos

escamas (Figura 8), por lo tanto este es un paso limitante y que requiere expertiz.

\r Brote

Figura 8. Formacioén de brotes en el cultivo de tejidos vegetales por twin-sacaling.

Esta técnica ademas debe ser acompafiada por suministro constante de macro y
micronutrientes, asi como un de una fuente de carbono y proporciones de auxinas
y citoquininas como hormonas vegetales reguladoras de crecimiento. Estos efectos
estimulantes fueron estudiados por Murashige y Skoog (1962) en funcién de la

respuesta morfogenética in vitro observada.

La Figura 9, esquematiza el proceso de organogénesis para la obtencion de clones

de plantas:
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Regeneracion de plantas via organogénesis (por formacion de érganos como tallos, raices, hojas)

B Organogénesis

Cientos y miles de plantas libres de patégenos

Figura 9. Esquema general de organogénesis. Tomado de Tofifio (2017).

1.4.2 Reguladores de crecimiento.

- Auxinas.

Las auxinas son hormonas vegetales naturales, moléculas organicas méviles que
se transportan de célula a célula y de 6rgano a érgano para sefialar y coordinar el
crecimiento y el desarrollo de una planta. Darwin en 1880 fue el primero en concluir
gue existian moléculas en las plantas las cuales presentaban gran movilidad y

mediaban el crecimiento (Korver, Koevoets, y Testerink 2018).
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La principal auxina natural en todas las plantas es el acido indol-3-acético (IAA) y
se sintetiza principalmente en células meristeméaticas en division (Srivastava y
Srivastava 2002). En la abla 1 se presenta algunas de las auxinas mas usadas en

cultivo de tejido y su funcion.

Tabla 1. Usos y estructuras de algunas auxinas.

Auxina (abreviacion) Estructura Usos
OH
O

Auxina natural

Acido indol-3-acético ]
Desarrollo de raices y

(IAA)

N frutos
N
H
- OH
Acido indol-3- Auxina natural.
butirico(IBA) A\ Enraizamiento
N
H
) OCH,COOH
Acido 2,4- Cl
diclorofenoxiacético Herbicida selectivo
(214_D)
Cl
CI~_N._CO,H
Picloram (Tordon, | " .
Grazon) CIMCI Herbicida selectivo
NH,
CI__N__OCH,COxH Herbicida  selectivo,
Triclopyr (Garlon) U antiabscision de fruta
Cl Cl de huerta

o !

Acido 2-(1-Naftil)acético OH Enraizamiento.
(NAA) O O Inductor de raices
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Las auxinas son un requisito para la division celular de la planta y median el control
sobre muchos otros eventos durante el desarrollo. Estos incluyen, el crecimiento
asimétrico durante el fototropismo y el gravitropismo, el dominio apical y
ramificacion, el desarrollo de la fruta, el inicio de raices laterales y adventicias. Por
lo tanto, las concentraciones de auxina en la planta deben ser controladas
cuidadosamente, asi como es necesario que exista una maquinaria sofisticada para

su transporte (Napier 2003; Barbez et al. 2012; Di Mambro et al. 2017).

En el cultivo de células y tejidos, las concentraciones de auxinas y citoquininas se
manipulan para promover el crecimiento proliferativo de callos, la regeneracion y la
induccidén de la raiz. Por ejemplo, para la induccion de la raiz se elevan las
concentraciones de auxina; para regeneracion las concentraciones de auxina se

reducen y las citoquininas aumentan (Napier 2003).

- Citoquininas.

Las citoquininas son moléculas derivadas de la adenina con una cadena lateral
unida al grupo amino 6 del anillo purinico que afectan muchos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas y la respuesta a factores biodticos y abioticos

(Hallmark y Rashotte 2019).

Desde su descubrimiento en 1950, las citoquininas han estado implicadas en casi

todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, incluida la division
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celular, el inicio y el crecimiento de los brotes, la senescencia de las hojas, el

dominio apical, la absorcién de nutrientes y la filotaxis (Savelieva et al. 2018).

Clasicamente, se pensaba que las citoquininas se sintetizaban en las raices y se

transportaban a los brotes, pero estudios més recientes indican que las citoquininas

se producen en toda la planta, incluso en los tejidos aéreos. Cabe resaltar que la

funcion de la citoquinina es regulada ademas por la presencia de auxina (Kieber y

Schaller 2014; Barpete et al. 2014).

Algunas citoquininas se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Citoquininas, estructura y funcion.

Citoquinina Estructura Funcion
Zeatina /\)\/ Inductor en la division celular.
HN N OH Ruptura de la dominancia apical.
NZ >N Neoformacioén de érganos en cultivo
ls > de tejidos vegetales.
N N
H
Kinetina 7\ Hy En presencia de auxina promueve
o~ © —NH la division celular
Z N
Y
NTH
6-bencilamino H, Crecimiento y desarrollo de
purina @C —NH plantas, estimula floracion y riqueza
del fruto.

42



1.4.3 Fuentes de carbono.

En el cultivo de tejidos in vitro generalmente se usa sacarosa, glucosa, maltosa,
rafinosa, fructosa y galactosa entre otros. La fuente de carbono se necesita porque
los explantos y todos los 6rganos y tejidos desarrollados son ampliamente
heterotrofos con respecto al carbono debido a la ausencia o insuficiencia de
asimilacion clorofilica, y no pueden cubrir sus necesidades con la fotosintesis que

pueden realizar in vitro.

1.4.4 Macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y aminoéacidos.

Los macro y micronutrientes son elementos esenciales para el crecimiento y
desarrollo de los brotes y explantes. Los macronutrientes son constituyentes
esenciales para el crecimiento de los tejidos vegetales debido a que intervienen en
la conservacion del equilibrio i6nico en las plantas. Estos macronutrientes son
nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre y son usados por la planta en

mayor proporcion.

El hecho que las concentraciones de los micronutrientes son mucho mas bajas, en
comparacion con los macronutrientes, en los tejidos de las plantas implica que cada
uno de estos grupos de nutrientes tiene diferente papel en el crecimiento y

metabolismo de las plantas y no necesariamente que tengan menor importancia.
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Algunos micronutrientes son el hierro, manganeso, cobre, niquel, zinc, boro y estan
implicados en activacion de enzimas, constituyen las metaloproteinas, incluso estan
involucrado en la tolerancia del cultivo al estrés y crecimiento de tejidos (Aguirre,

Baudoin, y Leigue 2016).

Las vitaminas son utilizadas como catalizadores en varios procesos metabdlicos y
son afladidas al medio de cultivo para estimular procesos de crecimiento especificos
en los tejidos, la falta de alguna de ellas pueda ser un factor limitante en los
fendmenos de organogénesis. Por ejemplo, la tiamina es imprescindible en el cultivo
in vitro para un buen crecimiento del cultivo y el m-inositol estimula el crecimiento y

division celular en muchas especies vegetales (Murashige y Skoog 1962).

Los aminoacidos, aunque en menor proporcién, también favorecen la proliferacion
de callos en organogénesis y en la multiplicacion vegetativa in vitro. Asi, se ha
observado en diferentes cultivos, que mezclas de aminoacidos presentan efectos
sinérgicos estimulando fuertemente la proliferacion (Aguirre, Baudoin, y Leigue

2016).

1.5 Cromatografia de particion centrifuga (CPC).

La cromatografia en contracorriente es una técnica de cromatografia de particién
liquido-liquido que emplea dos fases liquidas inmiscibles. Una fase se designa como
la fase estacionaria y se retiene por fuerzas gravitacionales o centrifugas, mientras
gue la segunda fase, la fase mévil, pasa a través de la fase estacionaria impulsada

por una bomba. La separacion de los componentes de una mezcla se logra
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mediante la introduccién de la muestra en un extremo de la fase estacionaria con la
fase movil. Cada componente es retenido por la fase estacionaria en un grado
dependiente de su coeficiente de particibn para el sistema de dos fases. Los
compuestos individuales se eluyen del otro extremo del fase estacionaria junto a la
fase mdvil. EI componente con el coeficiente de particibn mas a favor de la fase

movil se eluira primero.

La cromatografia de particion centrifuga de desplazamiento (CPC), se ha utilizado
cada vez mas para aislar y purificar grandes cantidades de compuestos bioactivos
(Friesen y Pauli, 2007). Una de las metodologias mas utilizadas para el aislamiento
de alcaloides es el refinamiento por zona de pH. Este protocolo esta restringido a
compuestos ionizables, que tienen una gran diferencia en la solubilidad entre sus
formas ionizadas y neutras. Esta cromatografia de separacion y desplazamiento
liquido-liquido sin soporte tiene muchas ventajas, tales como; alta capacidad de
carga de muestras con adsorcion irreversible minima o saturacion de fase
estacionaria y alta selectividad. Lo anterior permite la separacion de compuestos
con estructuras muy similares con alta pureza y bajo consumo de solvente, en

comparacion con las técnicas preparativas convencionales.

1.5.1 Refinamiento por zona de pH.

En refinamiento por zona de pH los analitos son separados por un mecanismo

similar al que ocurren en cromatografia de desplazamiento, es decir, la fase movil
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organica (eluyente) desplaza a los analitos desde la fase estacionaria hacia la fase
movil en la parte posterior de las zonas de soluto. Debido a esta accion, el “eluyente”
en el modo de desplazamiento normal se denomina "desplazador”. En el modo de
desplazamiento inverso, el proceso anterior se alterna: un componente en la fase
estacionaria organica ("retenedor") transfiere los analitos de la fase mévil a la fase
estacionaria en la parte frontal de las zonas de soluto en funcién del pH, por lo que
en esta técnica es necesaria la adicién de agentes que modifiquen el pH de los
sistemas de solventes desde en rango acido al basico (o viceversa) segun el

compuesto diana y la elucion del mismo (Ito 2005).

Fase estacionaria
(no polar)

Fase movil
(polar)

Figura 10. llustracién esquematica del proceso de separacidon en refinamiento por

zona de pH. Modificado de Ito y Ma (1996).
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Los perfiles de elucién resultantes de estos dos modos de elucién son bastante
similares, excepto que el orden de elucidon de los analitos se invierte. La Figura 10
ilustra el mecanismo de la separaciéon en refinamiento por zona de pH, en el cual
una parte de la columna contiene fase estacionaria no polar en la mitad superior y
la fase mévil polar en la mitad inferior donde las moléculas de soluto circulan en el
“‘borde” de la regidn de pH bajo. El analito acido circula alrededor del “borde” de

retencién repitiendo la protonacion y la desprotonacion.

Este método puede aplicarse eficazmente para la separacion y concentracion de
una pequefia cantidad de iones organicos presentes en un gran volumen de la
solucion de muestra, sin embargo la aplicacion mas util de esta técnica es para una

separacion preparativa a gran escala (Ito 2013).

Diversos estudios reportan la eficiencia de esta técnica en el aislamiento de
alcaloides isoquinolinicos como isocoridina, coridina (Hu et al. 2010), huperzinas A
y B (Toribio et al. 2007), bicucullina, protopina (Wang et al. 2006), magnoflorina,

berberina (Kukula-Koch et al. 2016), y palmatina (Jiang y Wang 2018).

Esta técnica tiene muchas ventajas respecto de otras técnicas preparativas, algunas
de ellas son: alta capacidad de carga de muestra sin adsorcion irreversible ni
saturacion de fase estacionaria, tiempos cortos de separacion y facil obtencion de
aislados, alta selectividad lo que permite la separacion de compuestos muy puros
con estructuras muy similares y poco consumo de solvente comparado con las

técnicas preparativas convencionales (Renault et al. 1997).
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Los alcaloides de Amarillydaceae al ser bases débiles son una diana ideal en una
matriz compleja para ser aislados por este tipo de técnicas, sobre todo si se tiene

en cuenta la reducida concentracion de alcaloides presentes en el material vegetal.

Existen algunos criterios basicos para llevar a cabo una operacion de refinamiento
por zona de pH, uno de ellos es la seleccion del retenedor y el eluyente, debido a
gue la concentracion del mismo determina la concentracion de soluto en la fraccién,
mientras que la relacion entre la concentracién del retenedor y la del eluyente

determina el tiempo de retencién de los analitos.

1.5.2 Seleccién de retenedor y eluyente.

Los retenedores mas utilizados para los analitos acidos son los acidos organicos
como el acido trifluoroacético (TFA), y los de los analitos basicos son las bases
organicas como la trietilamina (TEA). La TEA ademas posee la particularidad de ser
una de las pocas bases soluble en solventes organicos, por lo que es muy usada
en este tipo de separacion. Para compuestos altamente polares como los colorantes
de acido sulfonico, el acido sulfdrico se usa como retenedor junto con un ligando
basico (contraidén hidrofobo) como la dodecilamina que retiene al acido sulfdrico en

la fase orgéanica superior.

Los eluyentes para los analitos acidos son bases inorganicas tales como NHs,
Na2COs y NaOH, dependiendo de la acidez del analito. Entre ellos, el NH3 se usa

mas comunmente para la separacion de acidos carboxilicos, mientras que Na2CO3
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y NaOH se usan para compuestos fendlicos. Los eluyentes para los analitos basicos

son &cidos inorganicos como el HCI (Weisz, Mazzola, y Ito 2011).

1.5.3 Seleccién del sistema de solventes.

La seleccion del sistema de solventes es mucho mas limitada que para CPC
convencional, dado que las muestras son acidas o basicas las fases se limita a unos
pocos sistemas de solventes de dos fases, tales como metil tert-butil éter
(MTBE)/agua o MTBE/acetonitrilo (ACN)/n-butanol/agua para la mayoria de las

muestras hidrofilicas (Zou et al. 2018).

Hay una serie de experimentos que se deben realizar previamente, para facilitar la

seleccidn de fase, los cuales se resumen a continuacion:

1. Seleccionar un sistema solvente de dos fases que proporcione un valor K del

compuesto objetivo cercano a uno.

2. Equilibrar las dos fases con una pequefia cantidad de muestra y agregar retentor,

en un experimento diferente agregar eluyente.

3. Determinar el K del compuesto a pH basico y acido. Si uno de los K determinados
es mucho mayor que uno, el sistema solvente de dos fases se puede usar

efectivamente para el refinamiento por zona de pH (Ito 2013).
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1.6 Cancer.

El cancer es una enfermedad caracterizada por la formacién y crecimiento
desmesurado de células anormales que amenazan la vida de un individuo al
interferir con las funciones vitales del cuerpo. Aunque se sabe que el cancer es
causado por una proliferacion celular descontrolada desencadenada por un proceso
inflamatorio progresivo. De acuerdo con un modelo de carcinogénesis,
generalmente conocido como la teoria de la mutacion somatica, los cambios en el
ADN son mutaciones en oncogenes Yy genes supresores de tumores. Las
mutaciones en los oncogenes activan la proliferacion celular, mientras que las
mutaciones en los genes supresores de tumores inhiben la muerte celular. El cancer
seria el resultado de la acumulacién gradual de mutaciones del gen conductor que
aumentan sucesivamente la proliferacion celular (Lépez-Lazaro 2018). Ademas
cambios en solo una célula puede generar alteraciones progresivas como
hiperplasia y displasia, las que conllevan finalmente al desarrollo de cancer (Figura

11).

Normal -———=» Hiperplasia Displasia s Cancer

(e Wy e

{
L RRTS

Figura 11. Cambio en células normales que puede conllevar a cancer.
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El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el 2015 la
enfermedad caus6 8,8 millones de defunciones, lo que corresponde
aproximadamente al 13% de todas las muertes en todo el mundo. Los tipos
principales de céancer que contribuyen a la mortalidad mundial son el cancer de
pulmén, de estbmago, de colon, hepatico y de mama, la Figura 12, muestra las

defunciones por afio.

Se proyecta que las muertes debido al cancer a nivel mundial continuaran

incrementandose, llegando a 12 millones de defunciones en el 2030.
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Figura 12. Mortalidad anual por diferentes tipos de cancer a nivel mundial. Tomado
de “Organizacion Mundial de La Salud. OMS” (2019).

51



En el continente americano el cancer es la segunda causa de muerte después de
las enfermedades cardiovasculares. Las tasas de mortalidad mas elevadas en
América latina se observan en Uruguay, Peru, Argentina y Chile, se proyecta que
1,6 millones de personas moriran de cancer para el 2030, un aumento atribuido a
cambios demogréaficos y mayor contacto con factores de riesgo como, exposicion a
sustancias quimicas, la luz ultravioleta y la presencia de contaminantes en el agua
y/o aire. A lo anterior se suma el incremento de malos habitos como tabaquismo,
consumo de alcohol, mala alimentacion y obesidad (“Organizacion Panamericana

de La Salud. Organizacion Mundial de La Salud” 2007; Seifi et al. 2018).

En Chile, el cancer es responsable de 23% del total de muertes anuales,
constituyendo la segunda causa de mortalidad después de las enfermedades del
aparato circulatorio. Se estima que anualmente se diagnostican mas de 30.000

casos nuevos de cancer.
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2 ANTECEDENTES.

Las especies botanicas que fueron objeto de estudio en esta tesis, pertenecen a la
familia de las Amaryllidaceae, especificamente a los géneros Rhodophiala y
Rhodolirium, las caracteristicas y estudios de cada especie se mencionan a

continuacion.

2.1 Género Rhodophiala.

Rhodophiala C. Presl (Amaryllidaceae) es un género que pertenece a la tribu
Hippeastreae, con un numero aproximado de 40 especies de Sudamérica tropical y
subtropical. Su rango de distribucion se encuentra en Uruguay, Argentina, Bolivia y

Chile (Belov 2009).

Las plantas de Rhodophiala tienen un bulbo tunicado de 4—6 cm de didmetro, que
se establece a 20—-30 cm bajo tierra, una umbela simple que contiene hasta seis
flores, cada flor tiene 4—6 cm de ancho y un tallo de flor de 35 a 50 cm de largo,

ademas son plantas con alto valor ornamental (Naranjo y Poggio 2000).

- Rhodophiala advena.
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La especie Rhodophiala advena (Figura 13) es endémica de Chile. Crece en zonas
costeras planas o laderas de exposicion norte (entre 0-500 m.s.n.m) con
precipitaciones anuales de 400 - 800 mm (invierno). Se encuentra distribuida en la

region de Valparaiso (Belov 2009).

Figura 13. Flores de Rhodophiala advena. Fuente: fotografia tomada por J. Alarcon.

Lugar: Laboratorio de Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales.

De esta especie solo hay dos investigaciones en las cuales se estudian el cariotipo,
la hibridacién y el marco filogenético de la planta (Baeza, Schrader, y Escobar 2006;
Garcia et al. 2017). Respecto del tipo y contenido de alcaloides de esta especie de
Amaryllidaceae, hasta la fecha no hay ningun reporte, asi como tampoco hay

investigaciones sobre su actividad biologica.
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- Rhodophiala splendens.

Rhodophiala splendes (Figura 14) es una Amaryllidaceae endémica de chile, crece
en terrenos de elevacién media (hasta el limite del bosque) o elevacién baja en
valles del interior. Generalmente en suelos rocosos y ambientes secos, donde el
periodo sin precipitaciones dura 3 - 5 meses. En Chile se distribuye entre la region

del Maule y la regién del Nuble (Belov 2009).

Figura 14. Flores de Rhodophiala splendens en su habitat natural. Tomada por J.

Alarcon (Valle las trancas, Region del Nuble).

Para esta especie solo hay un estudio en el que identificaron alcaloides tipo licorina,

haemantamina tazetina, narciclasina y miselaneos en extractos metandlicos de
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hojas y bulbos (Tallini et al. 2018) y determinaron la actividad inhibitoria de la enzima

acetilcolinesterasa.

- Rhodophiala pratensis.

Rhodophiala pratensis (Figura 15)es una especie endémica de Chile, distribuida
entre las regiones del Maule y Bio Bio en sectores de baja elevacion (Costa, 0 - 500

m.s.n.m) y valles secos del interior (Belov 2009).

Figura 15. Flores de Rhodophiala pratensis en su habitat natural. Fuente: fotografia

tomada por la autora. Lugar: Parque Botanico Hualpén. Universidad de Concepcion.

Existen antecedentes que indican disminucién de su abundancia; ademas, sus

poblaciones estan amenazadas por transformacion del habitat por actividades
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agricolas y urbanizacién. De esta especie se ha estudiado su contenido de
alcaloides, actividad anti acetilcolinesterasa y su cariotipo (Naranjo y Poggio 2000;
Lizama-Bizama et al. 2018). Ademas, hay un estudio sobre su propagacion in vitro

y actividad neuroprotectora (Trujillo-Chacén et al. 2019; Trujillo-Chacén et al. 2019).

2.2 Género Rhodolirium.

Rhodolirium es un género sudamericano endémico de Chile y Argentina, compuesto
por seis especies (Baeza, Mariangel, et al. 2009) que se distribuyen desde el norte
de Chile, en zonas de vegetacion de neblina costera, hasta la provincia de Osorno
por el sur, y desde el cintur6n costero hasta el lado oriental de los Andes, en
Argentina, a alturas entre 150-2500 m s.n.m. (Mufoz et al. 2011) Este género
pertenece a la tribu Hippeastreae. Se caracteriza por tener flores individuales o
pluriflor, en forma de embudo con tubo floral alargado, asi como bulbos
acampanados de 5 a 6 cm de largo (Baeza et al. 2017). Las plantas de este género

presentan alto valor ornamental.

- Rhodolirium speciosum.

R. speciosum (Herb.) Ravenna (Figura 16) es endémica de Chile, con una
distribucién fundamentalmente en el valle central de la Region del Bio-Bio y de La
Araucania, con flores acampanadas, rojo-amarillentas. En literatura se encuentran

dos estudios en el contexto filogenético y de cariotipo fundamental (Mufioz et al.
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2011; Baeza, Mariangel, et al. 2009). Ademas se han logrado identificar algunos
alcaloides como galantamina en bajas concentraciones y de tipo licorina,

haemantamina entre otros (Trujillo-Chacon et al. 2019).

Figura 16. Flores de Rhodolirium speciosum. Fuente: fotografia tomada por la

autora. Lugar: Laboratorio de Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales.
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3 HIPOTESIS.

Fundamentacion:

Las Amaryllidaceae son una familia de plantas que se caracterizan por la presencia
exclusiva de un tipo de alcaloide (derivados isoquinolinicos), se han determinado
aproximadamente quinientos alcaloides los cuales presentan mdultiples actividades
biolégicas y farmacoldgicas, a pesar de esto, solo galantamina es usada
terapéuticamente y la informacion sobre los demas alcaloides es escasa, sin
mencionar los que aun se desconocen (Bastida et al. 2011).

Uno de los mayores inconvenientes para el estudio de estos compuestos es la baja
disponibilidad en las plantas y el reducido material vegetal disponible.

Factores ambientales han disminuido notablemente el nimero de especies e
individuos de esta familia sin contar con el hecho de que la propagacion en su

estado natural es muy lenta.

Hipotesis.

A través de la micropropagacion in vitro de cuatro especies de plantas de la familia
Amaryllidaceae (Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum, Rhodophiala
splendens y Rhodophiala advena) se puede inducir la produccion de alcaloides

mediante el uso de hormonas vegetales y evaluar su actividad antitumoral in vitro.
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4 OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Propagar in vitro bulbos de especies de Amaryllidaceae chilenas, identificar los

alcaloides por CG-EM/EM y evaluar su actividad antitumoral in vitro.

4.2 Objetivos especificos.

e Propagar in vitro bulbos de Rhodophiala pratensis, Rhodolirium speciosum,
Rhodophiala splendens y Rhodophiala advena por el método twin-scaling.

e Evaluar el efecto de combinaciones hormonales en la biosintesis de los
alcaloides.

e |dentificar los alcaloides mayoritarios en los explantes obtenidos por cultivo
de tejidos in vitro por CG-EM/EM segun su patrén de fragmentacion.

e Aislar los principales alcaloides de Rhodolirium speciosum mediante
refinamiento de zona de pH y elucidar sus estructuras por CG-EM/EM, RMN
'H, 3C y bidimensional.

e Determinar la actividad citotoxica de los extractos alcaloideos sobre células

AGS de extractos alcaloideos.
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5 SECCION EXPERIMENTAL.

5.1 Recoleccion y tratamiento del material vegetal.

El material vegetal estudiado se colecto en diferentes Regiones de Chile y todas las

especies se encontraban en periodo de floracion.

Rhodophiala pratensis se colecté en Octubre de 2018, en la Peninsula de Hualpén
(Regiodn del Bio Bio), en el parque botanica Hualpén, en las coordenadas 36°47’S

73°10’0, a 60 m.s.n.m y voucher de colecta C. Baeza 4340 (CONC).

Rhodolirium speciosum fue colectado en Noviembre de 2018, en la comuna de
Coronel, Camino a Santa Juana (Region del Bio Bio), en las coordenadas 37°10'S

72°58'W, a 49 m.s.n.m y voucher de colecta C. Baeza 4350 (CONC).

Rhodophiala splendens fue colectada en Noviembre de 2018 en la comuna de Pinto,
las Trancas (Region del Nuble), en las coordenadas 36°54°13.6”S 71°29'10.7°W, a

1240 m.s.n.m.

Rhodophiala advena fue colectada en Octubre de 2018 camino a la comuna de
Tilama desde Guanguali, los Vilos (Region del Coquimbo), en las coordenadas

32°05’14.5”S 71°10°29"W, a 486 m.s.n.m.

El material vegetal colectado fue sembrado en macetas, para preservar los bulbos

administracion a utilizar en el cultivo de tejidos in vitro.
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Rhodophiala pratensis y Rhodolirium speciosum fueron identificadas por el profesor
Carlos Baeza de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas de la
Universidad de Concepcion y los voucher de colecta se encuentran en el herbario

de la Universidad de Concepcion.

5.2 Cultivo in vitro de tejidos vegetales.
5.2.1 Obtencion de explantes y esterilizacion de bulbos.

Para obtener los explantes de los bulbos se uso el método twin-scaling, como se
muestra en la Figura 17, en ambiente estéril el bulbo se corté a la mitad
(conservando la placa basal), y este a su vez se partié en cuartos, para finalmente
obtener explantes. Cada uno con dos escamas unidas a la placa basal. Por cada
bulbo se obtuvieron de 8 a 16 escamas. Las escamas exteriores del bulbo se

eliminaron, debido a que presentan baja totipotencialidad.

\r Formacién del callo

+
)

Figura 17. Corte de bulbo para obtener twin-scales.
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Los explantes obtenidos mediante esta técnica requieren de altos niveles de
asepsia, haciéndose necesaria la esterilizacion del material de trabajo y la
desinfeccion de los explantes obtenidos, por lo que un protocolo de esterilizacion
fue implementado y estandarizado teniendo en cuenta lo reportado por diferentes
autores (Paredes et al. 2014; Fennell, Crouch, y van Staden 2001; Rice, Finnie, y

Van Staden 2011; Pereira da Costa et al. 2019; Trujillo-Chacén et al. 2019).

1. Los bulbos cultivados en macetas fueron lavados con abundante agua
destilada y jabon, posteriormente se retir6 el catéfilo, se cortaron las hojas,
tallos (zona apical) y raices.

2. El bulbo se llevé a la camara de flujo laminar y se sumergio en hipoclorito de
sodio al 4% por 5 minutos, posterior a esto se sumergio en etanol al 70% por
1 minuto y se lavo por tres veces consecutivas con agua destilada estéril.

3. Una vez el bulbo esterilizado, se llevo a una placa petri estéril y se procedio
a obtener twin-scales con material quirargico previamente esterilizado.

4. Con las escamas dobles se realizé el mismo proceso de esterilizacidon

mencionado en el numeral 2.

5.2.2 Medio basal de cultivo.

Los explantes estériles se sembraron individualmente en medio de cultivo
compuesto por sales y vitaminas (Murashige y Skoog 1962), en placas de vidrio
estériles para la fase de induccion y en frascos de vidrio estériles para la fase de

multiplicacion y crecimiento.
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La composicién exacta del medio se describe en la tabla 3:

Tabla 3. Componentes medio de cultivo segun Murashige y Skoog (1962).

Compuesto mg/L
Nitrato de amonio 1650,0
Acido borico 6,2
Cloruro de calcio (Anhidro) 332,2
Cloruro de cobalto hexahidratado 0,025
Sulfato cuprico pentahidratado 0,025
Dihidrato EDTA disodio 37,26
Sulfato ferroso heptahidratado 27,8
Glicina 2,0
Sulfato de magnesio (Anhidro) 180,7
Sulfato de manganeso monohidratado 16,9
myo-Inositol 100,0
Acido nicotinico 0,5
Yoduro de potasio 0,83
Nitrato de potasio 1900
Fosfato de potasio monobasico 170,0
Hidrocloruro de piridoxina 0,5
Molibdato de sodio monohidratado 0,25
Hidrocloruro de tiamina 0,1
Sulfato de zinc heptahidratado 8,6
Sacarosa (fuente de carbono) 30000
Agar 9000
pH 5,8-6
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5.2.3 Medio deinduccién, crecimiento y multiplicacion.

Con el fin de evaluar las combinaciones hormonales mas apropiadas para la
induccion del brote las especies de Amaryllidaceae estudiadas, el medio basal fue
suplementado con diferentes concentraciones de auxinas como acido indol acético
(IAA), &cido naftalenacético (NAA), &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
citoquinina como 6-benzilaminopurina (BAP) las cuales se encuentran detalladas en

la Tabla 4.

Tabla 4. Tratamientos empleados con diferentes concentraciones y combinaciones

de auxinas y citoquininas en fase de induccion.

Numero de
BAP (uM) IAA (UM) NAA (UM) escamas
Tratamiento 1 10,00 6,25 -- 30
Tratamiento 2 10,00 10 -- 30
Tratamiento 3 10,00 12,5 -- 30
Tratamiento 4 10,00 18,75 -- 30
Tratamiento 5 4,44 -- 2,70 30
Tratamiento 6 2,20 -- 5,40 30
Tratamiento 7 4,44 -- 5,40 30
Tratamiento 8 2,20 -- 2,70 30
Tratamiento 9 -- -- -- 30

Los brotes obtenidos en fase de induccion fueron subcultivados en frascos

individuales y bajo los siguientes tratamientos de hormonas (Tabla 5).

65



Tabla 5. Tratamientos empleados con diferentes concentraciones y combinaciones

de auxinas y citoquinas en fase de crecimiento y multiplicacion.

BAP (uM) IAA (UM) 2,4-D NAA (uUM)
Tratamiento 1R 5,00 10,00 16,00 --
Tratamiento 2R 5,00 -- 16,00 --
Tratamiento 3R 10,00 10,00 16,00 --
Tratamiento 4R 10,00 -- 16,00 --
Tratamiento 1M 13,32 -- 2,70
Tratamiento 2M 8,88 -- 2,70
Tratamiento 3M 8,88 -- 10,8
Tratamiento 4M 2,20 -- 10,8

Tratamiento 5M -- - -

El medio y todo el material usado en el cultivo (frascos de 50, 100 250 y 500 mL,
placas de Petri capacidad 30 mL) se esteriliz6 en un autoclave de calor humedo

NUVE modelo OT 40 L, en un ciclo completo de 15 minutos a 1 atmy 121 °C.

El cultivo se conservo en condiciones de dos ciclos, el primer ciclo con temperatura
de 24°C, humedad relativa de 80 % y un fotoperiodo de 12 horas de luz, y un
segundo ciclo con temperatura de 20°C, humedad relativa de 60 % y 12 horas de

oscuridad en una camara climética BIOBASE modelo BJPX-A450.

El mantenimiento del cultivo se realiz6 cada 8 dias, en el cual las plantas se

higienizaban y se cambiaban a medio nuevo.

5.3 Obtencion de extracto crudo de alcaloides.
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Los bulbos de cada una de las especies colectadas se lavaron, se cortaron y se

congelaron a — 80 °C para luego liofilizarlos por 24 horas.

100 g de bulbos liofilizados se pulverizaron y se llevaron a maceracion pasiva con
300 mL de metanol comercial por 48 horas. Este proceso se repitié6 por 3 veces
consecutivas con igual volumen de metanol, posteriormente el extracto se sonicé
(42 kHz, 70 W; Branson ultrasonic corporation, USA) en intervalos de 30 minutos y
se sometié a microondas por 15 segundos. Los extractos resultantes se reunieron

y se secaron a presion reducida a 45 °C.

El extracto metandlico total de bulbos se disolvio en 50 mL de H2SO4 al 2%, se
realizd extracciones sucesivas con acetato de etilo (4 x 40 mL), la fraccién acuosa
se llevo a pH 10 con NH4OH al 25% y se extrajo sucesivamente con cloroformo (4
x 40 mL). La fraccién sobrante de acetato de etilo se llevo a sequedad y el residuo
se extrajo nuevamente con H2SO4 al 2% repitiendo el procedimiento anterior. El
crudo de alcaloides obtenido se concentrd a presion reducida y se almacend en un

desecador.

Este proceso ademas se realizd para los brotes y plantas obtenidos por cultivo in

vitro con el fin de identificar los alcaloides.

5.4 Determinacion del perfil de alcaloides por CG-EM.

El andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas (CG—
EM/EM) fue realizado en un equipo Agilent 7890a GC (Agilent, Palo Alto, CA) con

inyector multimodal, acoplado a un detector Agilent triple Quad 7000 GC/MS. El

67



analisis de los alcaloides se efectud en una columna capilar con fase estacionaria
5%-fenil-poli (dimetilsiloxano) HP-5 MS con dimensiones 30 m x 0.250 mm |.D x
0.25 pum dt, (Agilent J&W, Palo Alto, CA). Se empled helio (99.9999% pureza) como
gas de arrastre con un flujo de 0,8 mL/min. La temperatura del inyector fue de 250
°C, el volumen de inyeccién de 0,8 uL. El programa de temperatura inicialmente fue
de 100-180 °C (15 °C/minuto), luego increment6 a 180-300 °C (5 °C/minuto) y
finaliz6 con 10 minutos de calentamiento a 300 °C. El tratamiento de datos y control
del instrumento se realiz6 con el software Agilent MassHunter GC/MS (Version

B.05.00 / Build 5.0.291.0).

Para este analisis, 5 mg de crudo de alcaloides se disolvieron en 500 pL de metanol,
se agrego0 estandar de codeina en metanol para obtener una concentracion final de
50 pg/mL y se centrifugd por 5 minutos a 4000 rpm, para el analisis se uso el

sobrenadante.

Los alcaloides se identificaron comparando el patrén de fragmentacién de cada
molécula segun reportes de diferentes autores y el indice de retencion de Kovats
(RI), el cual se calcula para cada compuesto teniendo en cuenta los tiempos de
retencion de patrones de n-parafinas Cs-C2s analizados bajo las mismas

condiciones operacionales que las muestras.

Se realizo la determinacion semicuantitativa de los alcaloides, teniendo en cuenta
la relacion entre el area y la intensidad de la fragmentacion de cada uno de los
compuestos, para tal propdsito se tuvieron en cuenta 3 iones representativos para

cada alcaloide.
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5.5 Aislamiento preparativo de alcaloides por refinamiento de zona de pH.

La separacion preparativa de los alcaloides se realizé en un Spot-CPC-250-B Bio
250-L Centrifugal Partition Chromatograph (Armen, France) con una capacidad total
de columna de 250 mL y un volumen de loop de 10 mL. Los solventes fueron
introducidos al CPC por un sistema HPLC preparativo SPOT-PREP Il (Armen,

France), equipado con una bomba cuaternaria, detector UV y colector de fracciones.

El sistema bifasico de solventes usado en la separacion fue metil tert-butil
éter/acetonitrilo/agua en las proporciones 400/100/500, el cual se agitd
vigorosamente en un embudo de decantacion con capacidad para 2 L. Una vez
separadas las 2 fases se afiadié a la fase organica superior (upper) trietilamina
(concentracion final, 15 mM) como agente retentor y a la fase acuosa inferior (lower)

acido férmico (concentracion final, 6 mM) como agente desplazante.

Para llevar a cabo el refinamiento por zona de pH, se bombeé fase organica a 30
mL/min y 500 rpm, posterior a esto y sin equilibrio de fases, 10 mL de muestra se
inyectaron en del sistema. La fase inferior (lower), fue bombeada dentro del sistema
en modo descendente a un flujo de 12 mL/min y con una rotacion de 1800 rpm. Se
colectaron 26 fracciones de 30 mL cada una, las cuales fueron monitoreadas con
un barrido de 200-600 nm y las longitudes de onda especificas de 280 y 310 nm.
Ademas, se determiné el pH en cada una de ellas y posteriormente se llevaron a

sequedad a presion reducida a 55 °C.
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Para llevar a cabo el aislamiento se pesaron 556,2 mg de crudo de alcaloides de
Rhodolirium speciosum los cuales fueron disueltos en 5 mL de fase organica con

retentor y 5 mL de fase acuosa con desplazante.

5.5.1 Andélisis de fracciones por CG-EM.

Cada una de las fracciones obtenidas se reconstituyé con 1 mL de metanol y sin
adicionar estandar de codeina. Se analizaron por CC-EM bajo los mismos

parametros cromatograficos mencionados en el numeral 4.4.

5.5.2 Andélisis de fracciones por CLAR-UV.

Las fracciones colectadas fueron analizadas preliminarmente por cromatografia
liguida en un cromatdgrafo Waters (Norteamerica USA), modelo Alliance 2695 el
sistema consisti6 en una bomba cuaternaria LC20AT, horno de columna CTO-
20AC, unidad desgasificadora DGU-20AR 5R, detector UV-VIS Waters dual- A
modelo 2487 (USA) y un autosampler SIL-20AC. Para la recopilacion y tratamiento
de datos se uso el software YL Clarity Waters. Para el estudio cromatografico se
empled una columna kromosil C18 (4.6 x 250 mm; 5 ym) (USA). La fase mouvil
consistié en ACN (0,2 % dietilamina) y agua (0,2% dietilamina, a pH 3 con adicién
de &cido férmico), en proporciones 16: 84 y elucién isocratica, la longitud de onda
de deteccion fue 310 nm. El flujo fue de 1 mL/min, y la temperatura del horno de

columna fue de 35 °C. El volumen de inyeccion fue de 5 L de la respectiva fraccion.
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5.5.3 Determinacion del coeficiente de particién (KD).

La determinacion del coeficiente de particion (KD) se llevd a cabo siguiendo una
metodologia ya descrita con algunas modificaciones (Zou et al. 2018) . Se disuelven
5 mg de alcaloide en 3 mL de la fase superior (upper) sin TEA y de la fase inferior
(lower), sin acido férmico equilibrados previamente. La mezcla se agité en un
embudo de decantacién, una vez separadas se llevaron a sequedad. Para
determinar la Kacid ¥ Kbasic se realizd el mismo procedimiento y ademas se agrego

acido formico (6 mM) y TEA (15 mM), respectivamente.

Los residuos se reconstituyeron en 1 mL de fase mévil y se analizaron por HPLC

siguiendo el método anteriormente descrito en el numeral 5.4.2 e inyectando 5 pL.

El valor de Kp fue calculado como el area del pico del compuesto en fase inferior

(lower) dividido entre el area del pico en la fase superior (upper).

5.5.4 Determinacién de pureza

La pureza fue determinada por HPLC, disolviendo 3 mg de alcaloide en 3 mL de
fase movil e inyectando 10 pL de muestra, el porcentaje de pureza se calculoé con

la ecuacion: %P= (Area peak/). Area peaks ) x 100.

5.6 Actividad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa.
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La actividad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa  fue determinada

espectrofotométricamente usando un método espectrofotométrico en microplaca,
descrito anteriormente con algunas modificaciones (Ellman et al. 1961). Para llevar

a cabo el método se prepararon las siguientes soluciones (Tabla 6):

Tabla 6. Preparacion de soluciones para llevar a cabo la actividad inhibitoria sobre

acetilcolinestrerasa.

4 pL de solucién de acetilcolinesterasa de

Solucién de
Acetilcolinesterasa

Electrophorus electricus (250 U/mL, Sigma-Aldrich)
se disuelven en 5 mL de solucién de albumina de
suero bovino a 0,1%.

Solucion tampon Base-
Tris 50 mM pH 8,0

3,0 g de base tris en 500 mL de agua destilada.

Preparacién sustrato

4,0 mg de DNTB y 3,4 mg de ATCI se disolvieron en
5 mL tampoén A.

Soluciéon de tampon A

0,146 g NaCl, 0,102 g MgCl: diluidos en 50 mL de
tampodn base tris

Solucién de tampén B
Albumina 0,1%

Soluciéon de extracto
vegetal

20, 0 mg de albumina de suero bovino en 20 mL de
tampdn base-tris 50 mM pH 8,0.

Los extractos etandlicos fueron diluidos en una
solucion de tampon A - metanol (10:1). La
concentracion de cada extracto fue ajustada a
Img/mL.

El método propuesto por Ellman para la medicion de actividad de acetilcolinesterasa
(AChE), se realizé con algunas modificaciones, donde el iodato de acetiltiocolina
(ATCI) fue el sustrato. En una microplaca de 96 pozos (Figura 18) se adicionaron
los siguientes reactivos en este orden: 25 pL de ATCI en agua destilada,15 mmol/L,

125 pL de DTNB en tamp6n A,3 mmol/L (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, conteniendo 0.1
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mol/L NaCl y 0.02 mol/L MgClz. 6H20), 50 puL de tampén B (50 mmol/L, pH 8,
conteniendo 0.1 % albumina de suero bovino) y 25 pL de extracto vegetal en
soluciéon tampén Tris 50mM, pH 8, conteniendo 10% de metanol (15,625ug/mL,
31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pug/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL). La
absorbancia fue determinada espectrofotométricamente (Lector de microplacas
Epoch™ spectrophotometer microplate (BioTek)) en seguida, fueron adicionados 25
uL de solucidn de acetilcolinesterasa y la absorbancia nuevamente determinada. Un
posible aumento en absorbancia, es debido a la hidrolisis espontanea del sustrato,
por lo tanto la absorbancia fue corregida por la sustraccion de absorbancia antes de

la adicion de la enzima por la absorbancia después de la adicién de la enzima.

Blanco de muestra
Muestra Muestra Mues
A A A

le N/ O Er N

100 uL muestra

A * Microdilucion en placa

> 50 uL tampén A

5 &

Blanco de solvente Blanco de buffer

Figura 18. Ensayo de inhibicion enzimatica por el método de Ellman. Elaboracion

autora.
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5.7 Determinacion de citotoxicidad in vitro sobre células epiteliales de
adenocarcinoma gastrico (AGS).

Células AGS ATCC® CRL-1739 (adenocarcinoma gastrico) fueron cultivadas en
frascos de cultivo celular T75 en medio DMEM (Gibco) con 10% v/v de suero fetal
bovino (Gibco) y estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100 U/mL y anfotericina B
100 pg/mL, a 37 °C, atmosfera al 5% de CO2. Para el mantenimiento de las células,
cada tres dias se realizé reemplazo del medio previo lavado con PBS 1X pH 7,3+
0,1. La liberacion de las células se realiz6 en placas confluentes (80-90%), lavando
con PBS 1X por duplicado, se agregé 2,5 mL de tripsina 0,05 ug/mL, EDTA 0,02
Mg/mL en PBS 1X y se incubaron por 5 minutos a 37 °C y atmosfera al 5% de COo.
Se procedié a inactivar la tripsina con medio DMEM. Las células se transfirieron a
tubos Falcon estériles de 15 mL para centrifugarlas por 5 minutos a 1500 rpm. El
pellet fue reconstituido en 3 mL de medio completo. Las células se contaron con
ayuda de una camara de Neubauer (50 pL células homogenizadas: 50 uL azul de

tripano) y ademas se evalud la viabilidad celular.

Para el ensayo de viabilidad se transfirieron 40.000 células AGS por pocillo en una
microplaca de 96 pocillos (100 uL de medio/pocillo). Después de 24 horas de cultivo
con las células adheridas y los pocillos confluentes se agregaron los crudos
alcaloideos a diferentes concentraciones preparadas en DMSO al 1%, PBS 1x y
medio DMEM completo. Se incubaron durante 6 horas y se agreg0d resazurina
0,01%. Después de incubar por 1 hora, la absorbancia fue determinada a 570 y 600

nm. El efecto de citotoxicidad sobre el crecimiento de las células cancerosas se
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expresd como el porcentaje de inhibiciébn crecimiento celular respecto del control

(Parvathaneni et al. 2014; Torres et al. 2018).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cultivo in vitro de tejidos vegetales.

El cultivo in vitro de las diferentes especies de Amaryllidaceae se llevé a cabo
mediante el uso de la técnica twin-scaling, la cual permite la obtencion de pequefias
parejas de escamas (explante) unidas a placa basal del bulbo, y que, principalmente
deben ser desinfectadas para proceder a sembrarlas en su respectivo medio de
crecimiento. Este paso en el procedimiento general del cultivo es de gran
importancia, debido a que la totipotencia de las células vegetales disminuye cuando

el explante esta en contacto con hipoclorito o etanol por tiempos prolongados.

De manera general se evaluaron diferentes tratamientos hormonales. La fase de
induccion para todas las especies se establecié de forma arbitraria por 4 semanas,
en las que si no se observaba ningln cambio a nivel de escama o placa basal ya
sea en cuanto a su color, desarrollo de yemas o apertura de escamas, el tratamiento

se descartaba.

Al obtener brotes o callos en fase de induccion se realizé un cambio hormonal para
evaluar la fase de crecimiento y/o multiplicacion. En esta etapa también se
establecio un tiempo arbitrario de respuesta. Uno de los parametros usados para
descartar o no un tratamiento fue la necrosis del brote, en la cual, el érgano entero

presenta coloracién marron intensa lo que puede llevar a la pérdida total del brote.
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En cuanto a la desinfeccion de las escamas aungue el protocolo de esterilizacion
se estandarizd para estas especies de Amaryllidaceae Chilenas, cada experimento
presentd un porcentaje de explantes contaminados, esto se debe a que la planta en
su habitat natural presenta alta interaccién con hongos y bacterias en los tejidos
internos del bulbo y de forma general en toda la planta, lo que hace que la
desinfeccién sea un proceso limitante en esta técnica, por lo que en este trabajo se

determind la facilidad con que las especies estudiadas presentaban contaminacion.

Se observo que cada planta responde de forma diferente al protocolo de asepsia,
algunos explantes fueron mas sensibles al contacto con hipoclorito o etanol, asi
como algunas especies son mas propensas a la contaminacién con hongos y/o
bacterias (Paredes et al. 2014), y esto obedece a la interaccion que la planta tiene

con el medio.

En la Figura 19 se presentan los porcentajes de contaminacion que se observaron
durante 12 meses de estudio para cada planta. Como se observa Rhodolirium
especiosum presentdé un mayor indice de contaminacion, siendo significativo
comparado con las demas especies estudiadas y sobrepasando el 60% de
contaminacioén. Cabe recalcar que los porcentajes fueron calculados teniendo en
cuenta todos los tipos de patdégenos, fueran provenientes del explante o por

contaminacién cruzada con el medio.
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Figura 19. Porcentaje de contaminacion de cada una de las especies evaluadas.

Valores expresados como promedio £ SEM (n=5) p <0.05.

Como se menciond anteriormente, uno de los factores de mayor relevancia en el
cultivo in vitro de tejidos vegetales es la asepsia de escamas, brotes, callos y
plantas, lo que indica que si una planta es menos susceptible a contaminacion, la
evaluacion en diferentes tratamientos hormonales se hace mucho mas facil y puede
tener mayor continuidad, esto ocurrié con R. pratensis (Figura 20), la cual presentd
un bajo indice de contaminacién y asi mismo fue posible evaluar un mayor nimero

de combinaciones.

La especie Rhodophiala pratensis respondio6 al tratamiento de 2,20 uM BAP y 5,40
UM NAA, en el cual se observaron brotes a la primera semana de siembra (Figura

20, A), en la semana 4 (Figura 20, B) se pudo observar un brote diferenciado con
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bulbo, tallo y hojas, en la semana 16 se completd la diferenciacion de la planta
(Figura 20, C), y ademas se observé la multiplicacion de pequefios bulbillos, entre

10 y 14 por cada planta.

Tratamiento 6 (induccion)

Semana 4 ) Semana 16

A

Fase multiplicacion y crecimiento

Tratamiento 1M Tratamiento 3 M ~ Tratamiento 4M

: ) ’ V;’ ‘

Figura 20. A, B C) Brotes obtenidos con el tratamiento de induccion 2,20 uM BAP
y 5,40 uM NAA. D, E, F) Crecimiento del brote en diferentes combinaciones en fase
de multiplicacion y crecimiento de R. pratensis
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Los brotes obtenidos en la fase de induccion se sembraron en diferentes medios,
en los que de igual forma se observaron cambios fisicos y quimicos. En todos los
tratamientos de fase de multiplicacion y crecimiento, los brotes no formaron
bulbillos, solo se observé rapido crecimiento de las estructuras no ordenadas

(callos).

Para la especie Rhodophiala advena respondio favorablemente a la combinacion
hormonal 4,44 uM BAP y 2,70 uM NAA, el desarrollo del primer brote se observé a
las 3 semanas de siembra (Figura 21, A), esta especie respecto de R. pratensis tuvo
un desarrollo y crecimiento mas lento. En la semana 12 el brote habia crecido en

tamano pero no estaba diferenciado (Figura 21, B).

Tratamiento 5 (induccién)

3 semana Semana 12 ~ Seman

Sl

a24

B

-

Figura 21. Efecto de las hormonas en las concentraciones 4,44 uM BAP y 2,70
MM NAA en la induccién de brote y formacion de planta en la especie R. advena
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Debido al escaso material vegetal que se tenia de esta especie, los brotes obtenidos
se mantuvieron en medio de induccién. En la semana 24 se logr6 observar un brote

diferenciado el cual presentaba desarrollo de hojas, tallo y bulbo.

La especie Rhodophiala splendens mostré respuesta de formacion de brote en dos
combinaciones hormonales, sin embargo en el medio 4,44 uM BAP y 2,70 uM NAA,

se observé mayor crecimiento, por esto se escogié como medio de induccion.

Como se observa en la Figura 22, A y B, en 3 semanas el brote primario se
encontraba de gran tamafio, con desarrollo de 4 hojas y un pequefio bulbo en la

base del brote.

Tratamiento 5 (induccién)

Semana 2 Semana 5 Semana 20

Figura 22. Formacion de brote y callo en tratamiento de induccion con 2,20 uM
BAP y 5,40 uM NAA en la especie R. splendens. A) Brote. B) Brote con hojas. C)

Formacioén de callo indiferenciado.
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De esta especie se tenia limitado material vegetal por lo que los brotes obtenidos
se mantuvieron en medio de induccion. A diferencia de R. advena, la cual después
de 24 semanas de tratamiento logré diferenciar los organos de la planta, R.
splendens pas6 de una etapa de mayor diferenciacién a una de mayor crecimiento
con tejidos indiferenciados o callos. Las hojas que se habian desarrollado en la
semana 5 de cultivo, después de 20 semanas se secaron, se observo crecimiento

rapido y de tejidos desordenados del bulbo (formacion de callo).

En el caso de Rhodolirium especiosum, la combinacion que indujo la formacion de
brote fue 10 uM BAP y 12,5 uM IAA (Figura 23, A) la cual se observo en la semana
3, este medio se mantuvo por 15 semanas mas, y posteriormente se transfirio a

diferentes medios de multiplicacion.

Tratamiento 3 (Induccién) Tratamiento 1R

Semana 3 Semana 10 Semana 35

Figura 23. Ay B) Efecto del tratamiento de induccién con 10 uM BAP y 12,5 uM IAA
sobre escamas de Rhodolirium speciosum C) Diferenciacion de brote en 5 uM BAP,

10 uM 1AA y 16 pM 2,4-D.
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El medio que se eligié para continuar la fase de crecimiento fue 5 uM BAP, 10 uM
IAAy 16 uM 2,4-D, en el cual se logré completa diferenciacion de la planta, en la
Figura 23, C se pueden observar formacion de raices, 2 bulbos y tallos bien
formados. Sin embargo, esta especie presentd un desarrollo y crecimiento muy
lento, por lo que esto sugiere que a futuro se deben probar mas tratamientos en fase

de induccion y de multiplicacion.

Todos los brotes de las especies de Amaryllidaceae obtenidos en cultivo in vitro se
liofilizaron y se sometieron a extraccion con metanol por maceraciéon y ultrasonido,
el filtrado se concentré a presion reducida y posteriormente se realizé una extraccion

acido-base para luego analizarlos por CG-EM.

Uno de objetivos de este trabajo era poder determinar la produccion de alcaloides
de isoquinolina en el cultivo in vitro, en la Figura 24 se presenta el porcentaje de
alcaloides producidos por las diferentes especies estudiadas. Para Rhodophiala
pratesis la combinacion de induccién de brote con 6-bencilaminopurina 2,20 pM vy
acido 1-naftalenacético 5,40 uM se observé un rendimiento de extraccién de
alcaloides superior a la de los demas tratamientos, los tratamientos 1M y 3M,
presentaron los rendimientos mas bajos de alcaloides. Con estos resultados se
puede observar claramente la susceptibilidad de la planta a pequefas variaciones
de concentracion en las hormonas vegetales y se confirma la hipétesis que es
factible influir de forma directa en el metabolismo de la planta y en este caso mas

preciso en la biosintesis de los alcaloides.
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La especie que presentd mayor contenido de alcaloides fue Rhodophiala advena en
su fase de induccion y la especie que presentdé menor produccion fue Rhodolirium

speciosum.

o
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Figura 24. Produccion de alcaloides de diferente especies de Amaryllidaceae en
cultivo in vitro bajo diferentes condiciones hormonales. R pratensis (2,20 uM BAP y
5,40 uM NAA), R. splendens (2,20 uM BAP y 5,40 uM NAA), R. speciosum (5 uM

BAP, 10 uM IAAy 16 uM 2,4-D) y R. advena (4,44 uM BAP y 2,70 uM NAA).

6.2 Identificacion de alcaloides por CG-EM
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Con el fin de identificar los alcaloides producidos por diferentes especies de
Amaryllidaceae en su estado natural y compararlos con los producidos en cultivo in
vitro, el crudo alcaloideo tanto de bulbos silvestres como de brotes se analizd por

CG-IE-EM, para este andlisis se us6 codeina como estandar interno.

Treinta y dos alcaloides fueron identificados en las cuatro especies de
Amaryllidaceae Chilenas estudiadas, diecisiete alcaloides no lograron ser
identificados, sin embargo ochos de ellos fueron clasificados dentro de grupos
generales como alcaloides tipo galantamina, homolicorina, nerinina y montanina

(Tabla 8, ANEXOS).

Todos los alcaloides fueron identificados en funcién del tiempo de retencion y la
relacién entre la intensidad de la fragmentaciéon de cada uno de los compuestos,
para este propdsito se tomaron en cuenta 3 iones representativos para cada

alcaloide, un i6n cuantitativo y dos iones cualitativos.

Ademas se estudio el patrén de fragmentacion de cada alcaloide comparando con
lo reportado por diferentes autores, por ejemplo para galantamina (Figura 25) el
espectro de masas caracteristico muestra el ion molecular [M*-1] (Figura 25) con
intensidad relativa importante, la ruta de fragmentacion de este alcaloide se inicia
con la pérdida de un grupo Cs4HeO del anillo C y la eliminacion del atomo de
nitrdgeno de anillo B, con iones caracteristicos en m/z 217 y m/z 174 (Berkov et al.

2012).
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Figura 25. Patron de fragmentacion y espectro de masas tipico para la galantamina.
Tomado de (Guo 2015).

Alcaloides tipo licorina presentan otras caracteristicas determinantes para su
identificacién, por ejemplo este grupo de estructuras, presentan un ion [M*- 18],
debido a una pérdida de agua, la cual vienen dada por la estereoquimica de grupo

hidroxilo en C-2, en el caso concreto de licorina, se observa un fragmento m/z 269
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(Figura 26), y a diferencia de galantamina el [M*-1] presenta una intensidad menor
gue el fragmento m/z 226 y m/z 227 el cual es el pico base, esto supone una pérdida
importante de un grupo C2H4O2 (Figura 26), y al ser el ion mas abundante indica que
es el fragmento mas comun y estable para este tipo de moléculas (Bastida et al.

2011) lo que puede atribuirse a estructuras resonantes.
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Figura 26. Ruta de fragmentacion de la licorina. Tomado de (Guo 2015).
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Los demas alcaloides se estudiaron de la misma forma para llegar a identificarlos.
Alcaloides con espectros de masas donde no se logré observar un fragmento
representativo y una ruta coherente de fragmentacién, se consignaron como
“‘unknown” (Tabla 8). Esta situacion se presenta principalmente debido a que
ademas del gran y variado niumero de sustituciones de grupos R que puede sufrir
un mismo esqueleto base, la estereoquimica de este juega un papel importante en

la estabilidad de la molécula y la ruta de fragmentacion.

La informacion de los alcaloides, indice de Kovats, relacion masa/carga (intensidad

relativa) y cantidad relativa, se encuentran consignados en la Tabla 8 (ANEXOS).

Tabla 7. Contenido de alcaloides presentes en bulbos silvestres y cultivo in vitro
segun el tipo de alcaloide para las especies Rhodolirium speciosum, Rhodophiala

advena, Rhdophiala pratensis y Rhodophiala splendens.

R. speciosum R. advena R. splendens R. pratensis
T el % Relative % Relative % Relative % Relative
p wild Culture wild Culture wild Culture wild Culture Culture Culture
bulbls in vitro2 bulbls in vitrob bulbls in vitro® bulbls in vitrod in vitroe in vitrof
Licorina 89,29 1,38 5,37 19,19 4,75 1,89 17,18 - 42,,89 26,23
Haemantamina 3,01 - 29,54 0,51 1,86 23,00 25,38
Galantamina 1,54 - 1,63 - - - 0,31 - - 13,80
Homolicorina - - 13,39 - - - 42,10
Tazetina - - 3,99 10,50 6,59 3,84 6,30
Narciclasina - - - - - - 1,00 1,80 - 29,25
Montanina - - 19,33 17,88 - - 1,32 33,65 35,04
Miselaneos - - - - - - 1,77 1,36 1,39 14,71
No identified 6,16 95,60 3,53 61,57 87,44 71,26 4,84 62,88 21,41 16,01
% Relative: cantidad relativa del compuesto c: Cultivo in vitro BAP 2,20 uM y NAA 5,40 uM
(-) Alcaloide no presente en la muestra d: Cultivo tratamiento 6
a: Cultivo in vitro BAP 5 uM, 10 uM AlA 'y 16 uM 2,4-D  e: Cultivo tratamiento 4M
b: Cultivo in vitro BAP 4,44 uM y NAA 2,70 uM f: Cultivo tratamiento 3M
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6.2.1 Alcaloides identificados en Rhodolirium speciosum.

En este estudio se determind la presencia de 25 alcaloides en el crudo obtenido a
partir de bulbos silvestre por CG-EM (Figura 27), dentro de los cuales 17 son
conocidos y 8 no se lograron identificar. Estos resultados coinciden con lo reportado
anteriormente por (Trujillo-Chacon et al. 2019). De los alcaloides identificados el
89,3% (Tabla 7) corresponden a estructuras de tipo licorina, 3,0% a alcaloides tipo
haemantamina y 1,5 a alcaloides tipo galantamina, es decir, en esta especie el
acoplamiento fenol oxidativo que predomina es orto-para’. La Figura 28 muestra la

biogénesis de los alcaloides identificados en bulbos silvestres de R. speciosum.
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Figura 27. CG-EM del crudo de alcaloides obtenido de A) bulbos silvestres y B)
brotes en cultivo in vitro con BAP 5 yM, 10 uM AlA 'y 16 uM 2,4-D de Rhodolirium

speciosum.
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En cuanto al cultivo in vitro se identificaron 7 alcaloides de los cuales el 95,6%
corresponden a alcaloides desconocidos y dentro de este grupo el 73,9%
corresponde a la produccion de un solo alcaloide. Por lo que a futuro es
indispensable aislar este compuesto para poder elucidar su estructura y tener una
mejor aproximacion de la influencia de dicha combinacién hormonal sobre la ruta de

biosintesis de este compuesto.
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Figura 28. Biosintesis de alcaloides en R. speciosum.
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Ademas, solo el 1,38% de los alcaloides identificados pertenecen a esqueletos tipo

licorina, mientras que en bulbos salvajes correspondia al 89,3%.

La ruta de acoplamiento fenol oxidativo para-orto’ en la que se producen alcaloides
tipo galantamina posiblemente se inhibio, ya que no se logro identificar alcaloides

de este tipo.

6.2.2 Alcaloides identificados en Rhodophiala advena.

Para esta especie se determiné un total de 11 alcaloides conocidos y 3 alcaloides
desconocidos. Esta planta mostr6 un mayor contenido de alcaloides tipo
haemantamina (29,5%), sin embargo se identificaron alcaloides tipo montanina
(19,3), tipo homolicorina (13,4%), tipo licorina (5,4%), tipo tazetina (3,9%) y
galantamina (1,63%) con cantidades relativas importantes (Tabla 7). Esto indica que
la planta sintetiza estos metabolitos a través de las tres rutas de acoplamiento fenol-

oxidativo predominando la via para-para’.

La Figura 29 muestra las relaciones biosintéticas entre los alcaloides identificados
en bulbos silvestres de R. advena, esta especie a diferencia de R. speciosum

produce un menor nimero de alcaloides.

En el cultivo in vitro se encontré un aumento sustancial en el contenido de alcaloides
tipo licorina (19,2%) y tazetina (10,5%) el cual cuadruplicd y triplico respectivamente
la cantidad relativa encontrada en bulbo silvestre. La produccién de montanina

permanecio constante.
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Figura 29. Ruta biosintética para la produccién de alcaloides en R. advena.

Los alcaloides tipo homolicorina, galantamina y haemantamina no se identificaron

en los callos obtenidos in vitro, por lo que, la combinacion hormonal inhibe
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selectivamente el acoplamiento fenol oxidativo para-orto’ y modifica las rutas orto-

para’y para-para’.

Ademads, se determind un alto porcentaje de alcaloides desconocidos (61,6%). En
los CG-EM (Figura 30) de bulbos silvestres e in vitro, se observa la gran diferencia

de composicién de extractos.
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Figura 30. CG-EM del crudo de alcaloides obtenido de A) bulbos silvestres y B)

brotes en cultivo in vitro con BAP 4,44 uM y NAA 2,70 uM Rhodophiala advena.

Ademas se observa un alcaloide con tiempo de retencion de 20,5 minutos, el cual
es desconocido y que también esta presente en las especies R speciosum (Figura

27) y R. splendens (Figura 31).
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6.2.3 Alcaloides identificados en Rhodophiala splendens.

En la especie R. splendens se identificaron los alcaloides: licorina, haemnatamina,
6-O-metilpretazetina y tazetina (tabla 8), otros 7 compuestos no se lograron
identificar y corresponden al 87,4% del total del crudo de alcaloides. Esta planta en
su estado natural produce alcaloides por acoplamiento fenol-oxidativo p-p’y o-p’

(Figura 32) en cantidades menores al 10%
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Figura 31. CG-EM del crudo de alcaloides obtenido de A) bulbos silvestres y B)

brotes en cultivo in vitro con BAP 2,20 uM y NAA 5,40 uM de R. splendens.
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Figura 32. Alcaloides producidos por R. splendens producto del acoplamiento fenol

oxidativo orto-para’ y para-para’.

En cultivo in vitro la produccion de haemantamina incrementa de 1,9% a 23,0%
(Tabla 8) y disminuye a la mitad la cantidad de derivados de tazetina (Tabla 7). En
general el acoplamiento fenol oxidativo no difiere al de la planta en estado silvestre,
sin embargo la ruta para-para’es la de mayor importancia. Estos resultados no son
concluyentes en cuanto a como influyen las hormonas en la biosintesis de los
alcaloides en R. splendens debido a que el 71,3% de los alcaloides producidos por

callos en cultivo in vitro pertenece a estructuras no identificadas y no es posible
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asignar un ruta de produccion, pero si demuestran la variabilidad en tipo y cantidad

de alcaloides en funcion de combinaciones hormonales (auxinas + citoquininas).

6.2.4 Alcaloides identificados en Rhodophiala prantesis.

En investigaciones anteriores se hizo un andlisis detallado de la composicion de
alcaloides en bulbos, hojas, tallos y flores silvestres de R. pratensis (Trujillo-Chacén
et al. 2019) en el que se describe detalladamente la relacion entre los alcaloides
identificados y las rutas biosintéticas a partir del intermediario O-metilnorbelladina,
por lo que en este trabajo solo se discutira lo que respecta a los resultados en cultivo

in vitro.

Los cromatogramas CG-EM de los crudos alcaloideos tanto de bulbos silvestres
como de callos obtenidos en cultivo in vitro bajo diferentes combinaciones
hormonales de 6-bencilamonopurina y acido 1-naftlencético, se presentan en los
ANEXOS (Figura 36), donde es posible apreciar la marcada diferencia en tipo y

contenido de alcaloides.

Esto sugiere que la biogénesis de estos metabolitos esta fuertemente influenciada
no solo por el tipo de auxina y citoquinina, sino que también por la concentracion de
estas. Estos resultados muestran el potencial de los cultivos de tejidos vegetales in
vitro para producir alcaloides de manera selectiva tan solo usando combinaciones

hormonales adecuadas.
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El tratamiento 6 en cultivo in vitro incremento6 la produccion de montanina de 1,3%
a 33,65% (Tabla 8) pero ademas incremento la produccion de alcaloides que adn
no han podido ser identificados. Segun lo reportado por (Trujillo-Chacoén et al. 2019),
la ruta biosintética de produccion de alcaloides en R. pratensis incluye los tres
acoplamientos fenol oxidativo (orto-para’, para-para’, para-orto’) con una mayor
predominancia por alcaloides tipo licorina (orto-para’), sin embargo bajo estas
condiciones hormonales se inhibe orto-para’ y se estimula la produccion de

alcaloides via para-para’ (alcaloides tipo montanina y narciclasina)

El tratamiento 4M en cultivo in vitro duplico la produccion de alcaloides tipo licorina
y los alcaloides tipo montanina se produjeron 25,5 veces mas que en el bulbo
silvestre. Para este tratamiento los alcaloides no identificados se presentaron en

menor proporcion que el tratamiento 6.

El tratamiento 3M en relacion a los demas tratamientos fue menos selectivo.
Aumento la produccion de alcaloides de licorina en 1,5 veces, los tipo galantamina
en 44,5 veces, los tipo narciclasina 30 veces, miscelaneos 8 veces y se encontro un

bajo porcentaje de alcaloides no identificados (Tabla 7).

En este experimento se encontr6 a diferencia de las demas especies y
combinaciones hormonales estudiadas, el incremento en la produccion de

alcaloides tipo galantamina.

Sobre propagacion in vitro de especies de Amaryllidaceae se encuentra en literatura
estudios en los cuales evallan producciéon de bulbillos bajo diferentes

concentraciones hormonales, por ejemplo, Crinum variabile (Fennell, Crouch, y van
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Staden 2001), Traubia modesta (Paredes et al. 2014), Zephyrantes L. sp (Smith,
Burrows, y Kurten 1999), de forma general, estas investigaciones se han restringido
a describir los factores que afectan la induccion de brotes, micropropagacion,
crecimiento de callos y protocolos de esterilizacidn, sin embargo los estudios sobre

la composicion quimica de los callos obtenidos ha sido poco estudiada.

Hasta la fecha hay algunos reportes sobre la influencia del 4cido 1-naftalenacético
y 6-bencilaminopurina sobre la biosintesis de licorina en Hippeastrum goianum
(Pereira da Costa et al. 2019). Reis et al. (2019) estudiaron la produccion de
montanina en Rhodophiala bifida y caracterizaron las expresiones génicas que

involucran la produccion del alcaloide en diferentes 6rganos de la planta.

Este trabajo proporciona nueva evidencia sobre la regulacion de vias de produccion
selectivas de alcaloides, mediado por auxinas y citoquininas en cultivo in vitro. Los
resultados preliminares en todas las especies estudiadas mostraron la inhibicion y/o
induccién de rutas biosintéticas para la produccion de los metabolitos diferentes a

los de la planta silvestre.

6.3 Aislamiento de alcaloides.

En este trabajo se lograron aislar 3 alcaloides mayoritarios del crudo alcaloideo de
la especie Rhodolirum speciosum usando refinamiento por zona de pH, los cuales
no habia sido posible identificar por CG-EM. Con el aislamiento y la respectiva
elucidacion estructural a través del EI-MS, 'H-NMR, 3C-NMR, HMBC, ROESY, IR

y UV, se determiné que los tres alcaloides corresponden a derivados tipo licorina.

98



Las estructuras de los alcaloides aislados se presentan en la Figura 33:

Figura 33. Estructura quimica de los alcaloides de tipo licorina (1, 2 y 3) aislados

de Rhodolirium speciosum y licorina (4).

Los cromatogramas del crudo alcaloideo de R. speciosum y de los alcaloides
aislados se presentan en la Figura 34.
Los resultados y discusion del aislamiento, elucidacion y actividad inhibitoria sobre

acetilcolinesterasa de los aislados, se presentan detalladamente en el manuscrito:

Isolation of three Lycorine-type Alkaloids from Rhodolirium speciosum using pH-

zone-refining centrifugal partition chromatography and their Cholinesterase activity.

Incluido en la parte anexa de este documento
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Figura 34. CG-EM de A) Crudo de alcaloides de R. speciosum y compuestos
aislados por CPC. B) Alcaloide 1, C) Alcaloide 2 y D) Alcaloide 3. Los espectros UV-

VIS se obtuvieron directamente del detector DAD del aparato de CPC.

6.4 Citotoxicidad in vitro sobre células epiteliales de adenocarcinoma
géstrico (AGS)

La citotoxicidad in vitro se evalud en células epiteliales de adenocarcinoma géastrico
AGS (ATCC® CRL-1739), se probaron los crudos alcaloideos de R. pratensis, R.
splendens y R. speciosum. Se encontré que las especies que inducen la muerte
celular a las 6 horas de exposicion por debajo del 80% de viabilidad son R. pratensis
y R. splendens con concentraciones 5,1 y 4,6 uM (Figura 35). Cabe resaltar que
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aunque los crudos de alcaloides de estas especies no tienen estudios de actividad
antitumoral in vitro ni in vivo, en el analisis por CG-EM se determinaron alcaloides
como haemantamina y licorina, para los que se ha reportado efectos citotoxicos

selectivos sobre células tumorales (Li et al. 2019; Pellegrino et al. 2018).
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Figura 35. Citotdxicidad de crudos de alcaloides sobre células AGS a las 6 horas
de exposicion. A) Curva DMSO 6 y 24 horas. B) Rhodophiala pratensis C)
Rhodolirium speciosum D) Rhodophiala splendens. Las concentraciones varian
entre 0,51 y 5,2 uM en equivalentes de licorina. Los valores se expresan como el
promedio £ SEM de 6 experimentos independientes realizados por triplicado. ***p
<0.05.
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Es importante destacar que para dichas moléculas se tiene aproximacion sobre el
farmacéforo responsable de la actividad que en el caso de alcaloides con similitudes
estructurales a la haemantamina corresponde al esqueleto metilenedioxi-
fenantridina, mientras que para alcaloides tipo licorina se ha descrito que es

fundamental el anillo B y C de la fenantridina (Roy et al. 2018; Pellegrino et al. 2018).

En la Figura 35 ademas se muestra la curva de viabilidad del DMSO, se observa
gue hasta el 2% se mantiene la viabilidad celular por encima del 80% a las 6 y 24
horas, este dato es relevante, debido a que fue el vehiculo (no mas de 1% de DMSO

en pocillo) que se uso para disolver los extractos.

Las diferencias significativas se determinaron mediante un ANOVA de una cola y
una prueba post hoc de Newman-Keuls, usando el software GraphPad Prism
version 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Con un nivel de significancia

p< 0.05
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. CONCLUSIONES

Mediante la técnica cultivo de tejidos in vitro, se lograron propagar cuatro
especies de Amaryllidaceae chilenas; Rhodophiala pratensis, Rhodophiala
splendens, Rhodophiala advena y Rhodolirium speciosum.

Las tres especies de Rhodophiala como R. pratensis, R. splendens y R.
advena se propagaron en un mismo rango de combinaciones hormonales de
6-bencialminopurina (2,20-4,40 yM) y con acido 1-naftalenacético (2,70-5,40
MM) y presentaron un bajo indice de contaminacion respecto de la especie
Rhodolirium speciosum

R. speciosum se logré propagar en una combinacion hormonal de 6-
bencialminopurina 10 uM y acido indolacético 12,5 uM. Se determind para
esta especie un alto indice de contaminacién lo cual dificulta en gran medida
Su propagacion a través de cultivo de tejidos vegetales in vitro.

. Todos los resultados en cultivo in vitro sugieren que es posible dirigir la
produccion de alcaloides segun las hormonas y su concentracion. En este
contexto en el cultivo de R. pratensis se logré aumentar significativamente la
produccion de alcaloides tipo galatamina, montanina y narciclasina, asi como
en el cultivo in vitro de R. splendens se observo incremento en la produccion
de alcaloides tipo haemantamina.

. Se aislaron tres alcaloides tipo licorina en una sola etapa cuyos porcentajes

de pureza superaron el 85%. El refinamiento por zona de pH, demostr6 ser
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una técnica robusta y eficiente para llevar a cabo la separacién preparativa
de moléculas con solubilidad dependiente de pH, con poco uso de solvente
y tiempo.

Los crudos de alcaloides de R. splendens y R. pratensis disminuyeron
significativamente la viabilidad de células epiteliales de adenocarcinoma
gastrico (AGS) en forma concentracién-dependiente. Dicho efecto esta
relacionado con la composicion de alcaloides. R. pratensis que se caracteriza
por tener un alto contenido de alcaloides tipo homolicorina, haemantamina y

licorina, alcaloides con propiedades anti-cAncer y antitumorales.
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7. GLOSARIO
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Figura 36. CG-EM del crudo de alcaloides obtenido de A) bulbos silvestres y brotes
en cultivo in vitro con B) BAP 2,20 uM y NAA 5,40 uM.C) BAP 2,20 uM y NAA 10,80

MMy D) BAP 8,80 uM y NAA 10,80 uM de R. pratensis.
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Tabla 8. Datos experimentales de CG-EM, indices de Kovats (RI), M* y fragmentos principales m/z (intensidad relativa)

para alcaloides identificados en bulbos y brotes (cultivo in vitro) de Amarillidaceae.

m/z R. speciosum R. advena R. splendens
% Relative % Relative % Relative
ol = i (Relative wild Culture wild Culture wild Culture

intensity %) bulbls invitro®  bulbls invitra®  bulbls in vitro®

wild
bulbls

Culture
in vitro?

R. pratensis

% Relative

Culture
in vitro®

Culture
in vitrof

Lycorine type 89,29 1,38 5,37 19,19 4,75 1,89

17,18

42,,89

26,23

253(62), 252(100),
11-12-dehydrolycorene 2365 253(62) 224(11), 166(7,5), 0,76 - - - - -
152(6), 139 (7)
250(100), 251(52),
220(1), 201(37),
192(14), 191(17),
165(6), 124(18)
249(64),
248(100), 190(25),
163(9), 123(18),
96(36)

331(23), 270(22),
Sternbergine 2716 331(23) 252(12), 229(82), 1,90 - - - - -

228(100)

268(16), 250(14),

Lycorine 2749 287(26) 227(78), 226(100), 8,39 - 3,41 - 4,75 1,89
211(5), 147(12)
288(97), 272(28),
254(40), 214(25),
200(2), 187(22),
162(15), 147(46)
328(16), 270(42),
269(62), 268(81),
252(43), 250(100),
227(37), 226(67)
299(18), 268(3),
Ungiminorine 2750 317(1) gggggé) gg%g; - - 1,13 - - -
147(4)

330(100), 270(25),
149(7)

Anhydrolycorine 2508 251(52) 2,64 - tr 2,79 - -

11,12-
Didehydroanhydrolycori- 2610 249(64)
ne

0,65 - 0,83 16,40 - -

Dihydrolycorine 2791 289(36) 0,85 - - - - -

2-O-Acetyllycorine 2846 329(18) 2,41 - - - - -

Acetyllycorine derivative 2893 331(43) 0,91 1,38 - - - -

0,12

1,37

0,40

4,14

10,69

0,46

26,23
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Lycorine type alkaloid(2)*

Lycorine type alkaloid(3)*

Lycorine type alkaloid(1)*

2897

2972

3045

331(1)

206(1)

281(6)

330(1),  270(1),
254(<1), 226(<1),
174(<1), 162 (1),
125(100), 96(40)
178(1), 125(100),
115(1),  108(1),
96(37), 82 (3)

270(2),  253(3),
207(18), 177(3),
156(2),  139(6),
125(100), 108(1),
96(40), 73(7)

31,44 0,95

21,95 -

42,89

Haemanthamine type

3,01 -

29,54

0,51

1,86

23,00 25,38

Vittatine

8-O-Demethylmaritidine

Aulicine

Maritidine

Haemanthamine

Hamayne

6-
hydroxyhaemanthamine

2471

2517

2616

2510

2634

2728

2730

271(82)

273(100)

304(23)

287(50)

301(23)

287(1)

317(30)

272(14), 252(16),
199(89), 187(40),
173(14), 115(22)
230(5), 202(29),
201(74), 189(10),
175(12), 174(31),
129(13), 128(21),
115(46), 56(13)

304(23), 288(47),
233(96), 206(60),
190(30), 175(11),
163(23)

270(8),  268(5),
258(7),  244(28),
215(100), 203(51),
196(5),  167(10),
128(27), 115(22).
272(100), 257(12),
240(26), 225(16),
211(24), 181(44),
153(13)

258(38), 242(9),
212(11), 211(16),
186(22), 181(23),
153(12), 128(21)
317(30), 284(43),
233(54), 211(51),
201(78), 199(78),
181(66), 173(80),
115(100), 56(48)

0,75 =

0,68 -

0,63 =

0,95 -

23,10

3,96

2,58

0,51

1,86

= 0,82

- 0,61

- 0,23

23,00 16,89

- 6,83

Galanthamine type

1,54 -

1,63

- 0,31

13,80
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Galanthamine

Norlycoramine

Lycoramine

2406

2460

2417

287(77)

275(57)

289(50)

287 (41) 286 (47),
244 (10),230 (10),
216 (22), 174 (23),
128 (11), 115 (12)
274(95), 273(51),
202(53), 188(13),
173(20), 160(29),
115(20)

289(5) 288(100),
232(14), 202(23),
187(18), 159(12),
115(40), 109(100)

0,61

0,93

1,10

0,53

0,31

13,80

Homolycorine type

13,39

42,10

O-Methyllycorenine

Galanthine

2530

2754

331(1)

316(17)

331(1),
191(1),
110(8),109(100),
108(11),  94(2),
82(2), 42(1)

317(7), 298(11),
268(93), 242(63),
212(100), 173(88)

221(3),

13,39

42,10

Tazettine type

3,99

1,05

6,59

3,84

6,30

Tazettine

3-Epimacronine

6-O-Methylpretazettine

2659

2812

2613

331(12)

329(10)

345(13)

331(12), 316(7),
298(12), 247(100),
227(11), 211(12),
201(20), 181(17),
152(13), 115(30)
314(12), 245(100),
244(20), 201(78),
70(33)

345 (13) 330 (12),
261 (100), 239
(23), 230 (14), 201
(21)

3,99

1,05

2,26

4,33

3,84

5,02

0,14

1,14

Narciclasine type

1,00

1,80

29,25

Trisphaeridine

2279

223(100)

222(36), 167(15),
165(11), 164(16),
138(25), 111(40)

1,00

1,80

29,25

Montanine type

19,33

17,88

1,32

33,65

35,04

Montanine

Pancratine

2620

2686

301(99)

287(100)

301(99), 270(50),
257(47), 252(28),
223(45), 185(61),
115(59)

270(20), 243(37),
223(35), 199(59),
185(71), 115(44)

19,33

17,68

1,00

0,32

33,65

35,04

Miscellaneous

tr

1,77

1,36

1,39

14,71
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Ismine

Galanthindole

2274

2500

257(30)

281(100)

238(100), 225(10),
211(9), 196(11),
180(11), 168(11),
154(7)

264(12), 263(16),
262(18), 252(11),
204(12), 191(20),
132(30), 107(30)

tr

0,37

1,20

1,36

1,39

14,71

Not identified

6,16

95,60

3,53

61,57

87,44

71,26

4,84

62,88

21,41

16,01

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

2552

3130

3171

2730

2745

2359

2280

2831

279(4)

327(3)

329(5)

338(2)

300(1)

289(2)

285(2)

281(1)

279 (4), 167 (33),
150 (11), 149
(100), 132 (2), 113
(9), 105 (2), 93 (1),
70 (16),

355(7), 327(10),
281(38), 267(3),
253(21), 207(100),
191(12), 177(5),
147(19)

355(5), 329(11),
303(8), 281(38),
253(25), 231(10),
207(100),  191(
16), 161(19),
135(33), 107(28)
207(5),  154(5),
150(3),  137(3),
128(9), 126(18),
125(4), 112(15)
300(1),  239(1),
191(4),  110(8),
109(100)

289(2),  239(3),
218(1), 167(30),
149(100)

285(2), 256(10),
237(5),  207(3),
165(6), 137(100),
120(13)

281(1), 252(0,7),
207(0,7), 161(1),
136(12), 95(17),
81(65)

0,97

0,37

0,20

73,87

1,51

5,55

14,88

1,77

0,66

tr

43,29

10,70

45,80

17,50

9,55

3,69

1,63

53,92

1,42

5,09

45,59

8,08

11,10
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Unknown

Unknown

Galanthamine derivate

Montanine type alkaloid

Nerinine type alkaloid

(@)

Nerinine type alkaloid

@

Homolycorine type
alkaloid (6)

Galanthamine derivate 1

Galanthamine derivate 2

3121

2800

2259

2267

2484

2760

2401

2547

2601

341(5)

281(1)

281(2)

281(3)

281(1)

281(2)

281(8)

289(97)

344(100)

341(5),  315(9),
281(22), 255(10),
253(15), 207(72),
191(6), 163(18),
161(20),

147(27),145(31)

281(1), 207(16),
137(11), 121(11)

281(2),  245(2),
236(5),  207(6),
187(3),  175(60),
147(6), 107(8)

281(3), 243(20),
224(100), 207(6),
166(14), 139(10)
271(3),  254(2),
238(1),  207(1),
128(2),  115(2),
109(100), 108(14)
281(2),  250(2),
226(3),  207(2),
191(1),  155(1),
141(2),  127(1),
109(100),  96(3),
85(1), 71(2), 57(2)
281 (8) 250 (5),
222(4), 147 (23),
129 (100),
112(25), 83 (18),
70 (33), 57(39)

289(97), 272(15),
244(10), 230(14),
218(52), 216(17),
174(11), 149(14),
128 (29), 115 (28)
345(38), 344(100),
251(2),  248(2),
226(8),  161(7),
147(3),  129(5),
101(6)

0,71

0,89

1,52

0.72

tr

tr

1,10

7,58

3,08

0,67

7,15

7,81

1,39

4,27

0,57

4,59

12,70

1,48

11,13

4,91
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306(22), 305(100),

290(16), 288(22),
Galanthamine derivate 3 2654 306(22) 276(27), 248(21), 0,78

233(72), 206(47),

175(14)

*Alcaloides aislados. R.I: indices de Kovats. % Relative: cantidad relativa del compuesto en la muestra
a: Cultivo in vitro con BAP 5 uM, 10 yM AlA 'y 16 uM 2,4-D.

b: Cultivo in vitro con BAP 4,44 uM y NAA 2,70 pM.

c: Cultivo in vitro con BAP 2,20 uM y NAA 5,40 uM.

d: Cultivo in vitro con BAP 2,20 uM y NAA 5,40 uM.

e: Cultivo in vitro con BAP 2,20 uM y NAA 10,80 uM

f: Cultivo in vitro con BAP 8,80 uM y NAA 10,80 uM
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Abstract:

Preparative separation of three lycorine type alkaloids from Rhodolirum speciosum
(Amaryllidaceae) were successfully carried out using pH zone refining centrifugal partition
chromatography using a solvent system Methyl-tert-butyl ether /Acetonitrile/Water (4: 1: 5,
v/v/v). Using this system, Alkaloid 1 (165.7 mg, 88.2%, purity), 2 (60.1 mg, 97.7% purity)
and 3 (12.3 mg, 84.4% purity) were obtained in one-step. For structure elucidation, the pure
alkaloids were subjected to spectroscopy analysis using 'H-NMR, BC-NMR, HMBC,
ROESY and GC-MS. Alkaloids 1, 2 and 3 were identified as 1-O-acetyl-5,6-dehydrolycorine,
1-O-acetyl-lycorine  and  1,2-O-diacetyl-5,6-dehydrolycorine,  respectively.  The
acetylcholinesterase inhibitory activity of these alkaloids was ICsq 151.1 pg/mL, 1Csy203.5

pg/mL, 1Cs50470.0 pg/mL and ICsy 17.1 pg/mL, respectively.
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1. INTRODUCTION

Amaryllidaceae are perennial bulbous herbaceous plants distributed worldwide in coasts,
forests and highlands, in tropical and subtropical areas. In Chile they are represented by 11
genera and 35 species, among which is the endemic species Rhodolirium speciosum [1].
These plants are found within the twenty families of the most important alkaloid producing
species. [soquinoline type alkaloids are exclusive to this family and are biogenetically related
through specific oxidative phenolic couplings of the biogenetic precursor O-
methylnorbelladine derived from the amino acids L-phenylalanine and L-tyrosine. Previous
studies in different species of the Rhodolirium genus report between 20 and 30 alkaloids,
among which are galanthamine, lycorine, heamanthamine, undulatine, together with a high
number of unidentified alkaloids [2,3]. There is great evidence on the pharmacological
potential of these metabolites, such as anticancer [4], cytotoxicity [5], antibacterial [6] and
neuroprotection activity [3]. The potential for inhibition of acetylcholinesterase (AChE) that
amaryllidaceae alkaloids have is well known, enzyme inhibition suppresses hydrolysis of
acetylcholine, a neurotransmitter that mediates the synaptic activity of the nervous system.
Galanthamine is one of the FDA approved medications, used for the treatment of cognitive
decline treatment of Alzheimer's disease (AD) in mild to moderate stages, so alkaloids with
similar carbon nucleus could be molecules with promising AChE inhibition activity and
neuroprotection [7]. Approximately 500 alkaloids have been isolated from this family of
plants [8]. However, due to the low content, structural diversity and pH-dependent solubility,
their isolation and purification requires large amounts of plant material and therefore higher
solvent consumption. Solid support-based chromatography are the most used to isolate

alkaloids, however, irreversible adsorption and stationary phase limitations decreases the
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efficiency of the purification process [9]. Displacement centrifugal partition chromatography
(CPC) strategy has been increasingly used to isolate and purify large amounts of bioactive
compounds [10]. This protocol is restricted to ionizable compounds, which have a dramatic
difference in solubility between their ionized and neutral forms. In this context, pH-zone-
refinement CPC is the preferred methodology for the isolation of alkaloids. Previous studies
has been report the efficiency of this technique for isolating isoquinoline alkaloids such as
isocorydine, corydine [11], huperzines A y B [12], bicuculline, protopine [13], magnoflorine,
berberine [14], and palmatine [15]. Therefore, Amaryllidaceae alkaloids are good candidates
to be separated and purified by pH-zone refining CPC. This support-free liquid—liquid
partition and displacement chromatography has many advantages such as; high sample
loading capacity with minimal irreversible adsorption or stationary phase saturation and high
selectivity. These advantages, allows the separation of compounds with very similar
structures with high purity and low solvent consumption compared to conventional
preparative techniques [16]. So far, this is the first report about the use of pH-zone refinement
CPC for the isolation and purification of isoquinoline alkaloids from R. speciosum. Thus,
herein we report the development of a pH-zone refinement CPC method for preparative
isolation and purification of three major alkaloids from R. speciosum (Figure 1). Their
identification was performed by means of chromatographic and spectroscopic methods. Also,

we evaluate the in vitro AChE-inhibiting properties of these isolated compounds.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Reagents and materials

Methyl-tert-butyl ether (MtBE), n-Heptane (Hep); ethyl acetate (EtOAc); n-propanol (n-

PrOH); acetonitrile (ACN), hydrochloric acid (HCI), trimethylamine (TEA) used for CPC

Wiley-VCH
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were analytical grade and purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Methanol, water

and ACN used for HPLC analyses was of chromatographic grade (Darmstadt, Germany).

2.2 Plant material

Rhodolirium speciosum bulbs were collected in flowering period (October-November) in the
Bio-Bio Chile region, in the commune of Coronel (Santa Juana), at coordinates 37°10'S
72°58'W, and collecting voucher C. Baeza 4350 (CONC). The bulbs were cleaned with

distilled water and neutral soap, chopped and lyophilized and stored at -80 ° C.

2.3 Extraction and isolation

Lyophilized bulbs (75.0 g) were ground in a blender to a fine powder. The powdered plant
material was macerated for 24 hours with methanol. Then, methanol extract was sonicated in
an ultrasonic cleaner (42 kHz, 70 W; Branson ultrasonic corporation, USA) for 30 minutes,
and filtered. Filtrate was concentrated under vacuum to dryness to obtain the methanol extract.
Powdered methanol extract (13.6 g) was dissolved in 50 mL of 2% H,SO, and successive
extractions were carried out with ethyl acetate (4 x 40 mL). The lower aqueous layer was
adjusted to pH 10 with 25% NH4OH and extracted successively with chloroform (4 x 40
mL).The remaining ethyl acetate fractions were dried and the residue was extracted again
with 10 mL of 2% H,SO, repeating the procedure described above. The combined extracts

were dried in-vacuum to afford crude alkaloids and stored in air tight container in a desiccator.

2.4. CPC apparatus and separation procedures

The separation was performed in a Spot-CPC-250-B Bio-Extractor 250-L centrifugal
partition chromatograph (Gilson, France) with a total column capacity of 250 mL. The

solvents were pumped by a SPOT-PREP II system (Armen, France), equipped with a
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quaternary pump, UV detector and fraction collector. The biphasic solvent systems tested in
the present work for the alkaloid separations were mixtures of methyl tert-butyl ether
(MtBE)/acetonitrile (ACN)/water (W) and n-Heptane (Hep)/ethyl acetate (EtOAc)/n-
propanol (n-PrOH)/water (W) [12]. Solvent systems were vigorously shaken and once two
phases were separated, trimethylamine (TEA) was added as a retainer to the organic phase
(upper) and acid (formic, acetic or HCI) was added as a displacer to the aqueous phase (lower)
at different concentrations (Table 1S). Organic upper phase was used as the stationary phase
and aqueous lower phase was used as the mobile phase. To carry out the refinement by pH
zone refinement CPC, upper organic phase was firstly pumped at a flow rate of 30 mL/min
and the column rotated at 500 rpm without phase equilibrium. Crude Rhodolirium speciosum
alkaloid extract (556.2 mg) was dissolved in 5 mL of upper phase without retainer and 5 mL
of lower phase with displacer and loaded through 10 mL sample loop. Lower phase was
pumped into the system in descending mode at a flow rate of 12 mL/min increasing the
rotation speed up to 1800 rpm. Fractions (25 mL, 26 tubes) were collected, and monitored
with a scan of 200-600 nm and wavelengths 280 and 310 nm. Additionally, the changes in

the pH of the effluent were monitored during each run.

2.5. HPLC Analysis of CPC fractions

The collected fractions were concentrated under vacuum to dryness and 25% NH4OH was
added until pH 10, extracted with chloroform (3 x 5 ml) and concentrated in vacuum t to
dryness. All fractions were reconstituted in 10 mL of mobile phase and were analyzed by
liquid chromatography on a Waters liquid chromatograph (USA), Alliance 2695 model, the
system consisted of an quaternary pump LC20AT, column oven CTO-20AC, degassing unit

DGU-20AR 5R, detector UV-VIS Waters dual- A model 2487 (USA) and a autosampler SIL-

Wiley-VCH
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20AC. YL Clarity Waters software was used to collect and process data. For the
chromatographic study, separations were performed on a Kromasil column C18 (4.6 x 250
mm; 5 um) (USA). The mobile phase consisted of ACN (0.2% diethylamine) and water
(0.2% diethylamine, adjusted to pH 3 with formic acid), in 16: 84 v/v ratio. Separation was
carried out by isocratic elution chromatography with a detection wavelength set at 310 nm.
The flow rate was 1 mL/min, and the temperature of the column oven was set at 35 ° C. The

injection volume was 5 pL of the respective fraction.

2.6. Analysis of alkaloid and CPC fractions by GC-MS

Gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS) analysis was performed on an Agilent
7890 to GC (Agilent, Palo Alto, CA) with multimodal injector, coupled to an Agilent triple
Quad 7000 GC/MS detector. The analysis of the alkaloids was carried out on a capillary
column with a stationary phase 5%-phenyl-poly(dimethylsiloxane) HP-5 MS with
dimensions 30 m x 0.250 mm [.D x 0.25 um d¢, (Agilent J&W, Palo Alto, CA). Helium
(99.9999% purity) was used as carrier gas with a flow rate of 0.8 mL/min. The injector
temperature was 250 © C, the injection volume of 0.8 pL. The temperature program was
initially 100-180 ° C (15 °C/minute), then increased to 180-300 ° C (5 °C/minute) and ended
with 10 minutes of heating at 300 °C. The data processing and control of the instrument was
performed with the Agilent MassHunter GC/MS software (Version B.05.00 / Build
5.0.291.0). Five milligrams of alkaloid crude was dissolved in 500 uL of methanol, codeine
standard in methanol was added to obtain a final concentration of 50 pg/mL. Samples were
centrifuged for 5 minutes at 4000 rpm and the supernatant was used for the GC analysis. The
alkaloids were identified by comparing their mass spectra and the retention indexes of Kovats

(RI), which were calculated taking into account the retention times of Cg-C,g n-paraffin
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standards, analyzed under the same operational conditions as the samples. In addition, each
alkaloid was identified as a function of retention time and the relationship between the
intensity of the spectral fragmentation of each of the compounds, for this purpose 3
representative ions were taken into account for each alkaloid, one quantitative ion and two
qualitative ions. To analyze the fractions obtained in the pH zone refining, they were dried

under reduced pressure and reconstituted in 1 mL of methanol for further analysis.

2.7. Structural elucidation of isolated alkaloids

The structures of the isolated compounds were elucidated by MS, '"H-NMR, 3C-NMR, and
2D-NMR. NMR spectra were recorded on a Bruker model Ascend ™, 400 MHz equipped
with a liquid probe PABBI 1H/D-BB Z-GRD, inverse, multicore, with automatic tuning with

concentration gradient and phase correction. 10 mg of alkaloids were dissolved in CDCls.

2.8. Measurement of the partition coefficients (KD)

The partition coefficient (KD) was determined according to Ito et al. [17] with slight
modifications. Five mg of alkaloid extracts were weighed and dissolved in 3 mL of
thoroughly pre-equilibrated upper organic (without TEA as retainer) and lower aqueous
(without acid as displacer) phases. The mixture was vigorously shaken in a 10 mL separatory
funnel. Once settled, upper and lower phases were separated and taken to dryness. To
determine K,.q and Ky, of each target, the same procedure was performed and acid and
TEA were added to lower and upper phases, respectively. The residues were reconstituted in

1 mL of mobile phase and analyzed by HPLC following the method described above injecting
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5 pL. Based on the ratio of HPLC peak area of each alkaloid in lower and upper phases the

KD values were calculated as follows:

_ HPLC peak area of alkaloid in upper phase

~ HPLC peak area of alkaloid in lower phase
2.9. Purity determination

The purity was determined by HPLC, dissolving 3 mg of alkaloid in 3 mL of mobile phase

and injecting 10 uL of sample, the percentage of purity was calculated with the equation:

HPLC peak area
%P = x100
HPLC peak total areas

2.10. Acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity

Acetylcholinesterase inhibitory activity was determined spectrophotometrically using a
microplate method described above for Ellman ef al. [18] with some modifications. Fifty pL
of sample prepared in methanol: 50 mM Tris-HCI buffer pH 8.0 (1: 1), were added to a 96-
well microplate and serially diluted 10 times. Afterwards, 50 pL of 0.4 U/mL Electrophorus
electricus AChE dissolved in 0.1% bovine serum albumin were added and the mixture was
stirred and incubated for 30 minutes at 37 © C. Substrate were prepared as follows: 4 mg of
DNTB (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)) and 3,4 mg of acethylthiocholine iodide (ATCI)
were dissolved in 50 mL Tris-HCI buffer with 0.1 M NaCl and 0.02 M MgCl, - 6H,0O. After
incubation time, 100 puL of substrate were added to the mix and the microplate was incubated
for additional 15 minutes. Readings were performed at 405 nm using galanthamine
hydrobromide as a positive control. Graphs and calculation of ICs, was performed in

GraphPad Prism 6.0.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. GC- MS analysis of Rhodolirium speciosum

Plants of the Amaryllidaceae family are an important source of alkaloids, which have varied
biological activities. The literature reports countless works which, through the use of LC-
ESI-MS-MS or GC-MS-MS, give an account of the existence of these alkaloids in the
different genera of this family, reaching the presence of 30 to 40 alkaloids in a plant. In a
previous work with Rhodophiala pratensis through GC-MS our group reported 34 alkaloids,
achieving the identification of 24 of them [3]. In the present work, the preliminary analysis
by GC-MS of crude alkaloid extract of R. speciosum revealed the presence of alkaloids with
lycorine, galanthamine, haemanthamine and montanine skeleton, and a set of not identified
alkaloids, although their fragmentation pattern suggest that they are lycorine derivatives

(Figure 1 and 4, Table 1).

3.2 Isolation of alkaloids by means of pH-zone-refinement CPC

The pH-zone-refining CPC technique is based on the displacement of molecules with
difference solubility between ionized and neutral form. According to Ito [19] an optimal
biphasic system for pH-zone-refining CPC must give Ky, >>1 and K,;4 << 1 in descending
mode. An important advantage of this separation methodology is that high loads of extract
can be introduced in the CPC system giving irregular rectangular peaks with impurities
confined in the initial and outside boundaries of the main peak. This feature allow large-scale
separations of ionizable compounds depending on the pH variation. So, in this methodology
the selectivity of separation (Ka") is largely controlled by Ka x KD, where Ka is the acidity

constant and KD is the distribution constant [12]. Amaryllidaceae alkaloids containing a
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secondary, tertiary or even quaternary nitrogen atom, are moderately weak bases with
variable pKa between 4.0-10.0, so that their basic neutral forms and acid protonates are
solubilized in organic and aqueous phases, respectively. Due to the advantages of pH-zone
refinement CPC, the large scale purification of compounds with low yields is possible. So,
these advantages encouraged us to select pH-zone refinement CPC as preparative separation
strategy for this class of alkaloids. As mentioned above, for the present application to
alkaloids, a suitable two-phase solvent system was necessary which should provide ideal
distribution constants (KD) values in both acidic and basic condition as well as good
solubility of the samples in the solvent system. We start the evaluation using different
combination of the previously reported biphasic solvent system n-Hept/EtOAc/n-PrOH/W
(10:30:15:45 v/v/v/v) with 15 mM TEA and variable concentrations of formic acid, acetic
acid and HCI (Table 2). In such conditions is observed that alkaloids cannot be separated
properly. For instance, when 6 mM HCI was used, alkaloids were retained in the stationary
phase (Figure S1) with retention times too long (> 210 min). In the case of solvent system n-
Hept/EtOAc/n-PrOH/W (10:30:15:45 v/v/v/v) with 6 mM acetic acid, and 3 mM formic acid,
KD values only could be estimated for compound 1 and 2 and they were not good enough
for our purposes. This problem caused co-elution of alkaloids and neutral compounds in the
pH zone-refinement CPC experiment (Table 3, Figure S2 and S3). Therefore, we evaluated
a binary two-phase solvent system composed of MtBE-W (1:1, v/v) which has been used for
different types of compounds [20]. However, with this solvent system the alkaloids shown
solubility problems. Afterwards, we prepared the biphasic solvent system MtBE/ACN/W (4:
1: 5, v/v), which has been used previously for alkaloid separation [21, 22]. Interestingly, the
solubility of the sample was substantially improved by adding ACN to the above mentioned

solvent system. So, when this solvent was used with 12 mM TEA with 6 mM formic acid,
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the separation was improved and alkaloid 1 can be purified (15-20 min). However, alkaloids
2 and 3 co-eluted as a single rectangular shape peak around 30-40 min (Figure S4).
Nevertheless, this system can be optimized in order to obtain K, and Ky, values
sufficiently different to guarantee an adequate separation of the targeted alkaloids. Thus, as
shown in Table 4, among the different conditions tested, the solvent system MtBE/ACN/W
in the proportions 4: 1: 5, v/ v/ v with 6 mM formic acid and 15 mM TEA gave K4 33.76
and Ky, 1.35 values for alkaloid 1 and K, ;4 48.65 and Ky, 0.74 values for alkaloid 2, while
for alkaloid 3 K,.iq 0.43 and Ky,se 12.52 were calculated. This system seems more suitable
for purify main alkaloids, albeit higher acid concentrations could be used improve the
purification of other minor alkaloids. However, in order to make the separation in one-step,
we decided on the MtBE/ACN/W with 6 mM formic acid and 15 mM TEA system. Figure 2
shows the preparative pH-zone-refining CPC separation of 556.2 mg crude of alkaloids from
R. speciosum sample using the selected solvent system. The retention of stationary phase was
76 %. In Figure 2, Zone I has a mixture of minor alkaloids and impurities poorly resolved.
As the pH decreases it can be observed three clearly delimited zones named F II, III and IV.
After preliminary HPLC analysis of each tube, those with identical composition were
gathered, concentrated and cleaned to eliminate TEA. Afterwards, CPC fractions with
alkaloids were re-analyzed by HPLC and GC-MS in order to check the purity of each
compound. In Figure 3 is shown the chromatograms of crude alkaloid extract, isolated
alkaloids 1-3 and their respective UV spectra (taken from CPC PDA detector). After GC-MS
analysis, single peaks (alkaloids 1, 2 and 3) with minor neutral impurities were observed in
F II-IV. As result, 65.7 mg alkaloid 1 (88.2 % purity), 50.1 mg alkaloid 2 (97.7 % purity) and
12.3 mg alkaloid 3 (84.4 % purity), were obtained in a single step separation from zone II-

IV, respectively (Table 4). The elucidation of the chemical structures for each alkaloid
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isolated from R. speciosum using pH-zone-refinement CPC was carried out by positive EI-

MS, '"H NMR and '3C NMR (see below).

3.3 Isolated alkaloids

Alkaloids 1, 2, and 3 were identified by comparison of their EI-MS, NMR and
chromatographic data with authentic compounds isolated from other Amaryllidaceae species
and comparison with literature [23-25]. Compound 1 was obtained as a yellow amorphous
powder. The EI-MS afforded a quasimolecular ion peak at m/z 330 (calcd. for C;gHgsNOs*,
328.33867), corresponding to the molecular formula C;gH;sNOs*, and show a fragmentation
patterns typical of lycorine-type alkaloids (Figure 4). Its UV absorption at A, 374, 309, 253,
and 212 nm showed an extended chromophore and a methylenedioxyl substituted benzene
ring. The IR absorption bands at 3.410, 3.355, 1.645, 1.605 and 923 cm! indicated OH
groups and phenyl functions. The 'H-NMR spectrum of alkaloid 1 exhibited two singlets for
two para-located aromatic protons at H 7.07 (H-8) and 7.51 (H-11), a methylenedioxy signal
at 0H 6.11 and a downfield singlet corresponding to the proton of an iminium salt (6H 8.47)
[21]. The BC-NMR spectrum showed 18 carbon signals [OCH,O x 1, CH, (sp®) x 2, CH
(sp?) x 4, CH (sp?) x 4 and C (sp?) x 6, and CH; (sp®) x 1, (Table 5). The above data suggested
that alkaloid 1 is an Amaryllidaceae alkaloid similar to lycorine [26,27], except for an imine
moiety located between N-5 and C-6 (8C 168.15) in compound 1, as supported by HMBCs
of 0H 8.47 (H-6) with 8C 60.62 (C-4a), 109.64 (C-7), 136.93 (C-10a) and 55.77 (C-12). The
relative configuration of H-4a and H-10b in the Amaryllidaceae alkaloids isolated from the
genus Lycoris were always a- and p-orientations, respectively [26, 27]. The relative
configuration of alkaloid 1 was elucidated by a ROESY experiment. The ROESY

correlations of H-10b/H-1 and H-4a/H-2 indicated the B-orientation of H-1 and a-orientation
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of H-2, and are consistent with those reported by Kotera ef al. [27]. Therefore, alkaloid 1 was

identified as 1-O-acetyl-5,6-dehydrolycorine.

The "H-NMR spectrum of alkaloid 2 differed with regard to alkaloid 1 in the absence to
downfield singlet corresponding to the proton of an iminium salt. Analysis of the 3C-NMR
and DEPT spectra revealed the presence of one methyl carbons, four methylene carbons, and
seven methine carbons. Therefore, alkaloid 2 was identified as 1-O-acetyl-lycorine. In the
same way, the compound 3 has signals whose displacement is related to alkaloid 1, finding
that the difference is produced by the presence of one additional acetate group. 'H-NMR
spectrum of alkaloid 3 exhibited two singlets for two para-located aromatic proton at SH 7.49
(H-7) and 6H 6.62 (H-10), a methylenedioxy signal at 3H 6.62, two singles at 2.67 and 2.11
ppm, which integrate for three protons corresponding to two methyl groups, and a downfield
singlet corresponding to the proton of an iminium salt (8H 8.55). Analysis of the 3C-NMR
and DEPT spectra revealed the presence of two methyl carbons, three methylene carbons,
and eight methine carbons. Further analysis of the two and three bond cross-correlations
revealed that H-2, H-4a, H-10b, H-11, and H-12 all coupled with C-4. Therefore, alkaloid 3

was identified as 1,2-O-diacetyl-5,6-dehydrolycorine.

3.4. Acethylcholinesterase inhibition assay

The acetylcholinesterase inhibition curves for R. speciosum alkaloid crude and the three
isolated lycorine alkaloids are shown in Figure 5, alkaloid 3 and crude alkaloid extract have
the same efficacy as the clinical inhibitor galanthamine (ICso 1.3 pg/mL), however this is
more potent than alkaloid 3 (ICsy 17.14 pg/mL) and crude alkaloid extract (ICso 151.1 pg/mL)
respectively. Alkaloid 1 (ICs5y 203.5 pg/mL) and alkaloid 2 (ICsy9 470.0 pg/mL), presents

inhibitory activity on of AChE, but their potency and efficacy are lower than alkaloid 3 and

Wiley-VCH

Page 14 of 30



Page 15 of 30

318
319
320

321

322

323
324
325
326
327
328
329

330

331

332
333
334
335

336

337

Journal of Separation Science

crude alkaloid extract. The alkaloid 1 with two acetylated substituent groups evidently
showed greater activity than the other two alkaloids and that the crude alkaloid extract which
presented a moderate to good inhibition, this is consistent with that reported by McNulty et

al. [28] and other authors [29, 30].

4. Concluding remarks

Amaryllidaceae species constitute an important source of molecules with enzymatic
inhibition and varied biological activity, many of them poorly studied due to the complexity
of crude alkaloid extracts. Purification by pH-zone-refining CPC proved to be a useful
technique for the isolation of alkaloids at large-scale. Hence, in the present work we achieved
the isolation of three lycorine alkaloids in a single step from a complex mixture of
isoquinoline alkaloids of R. speciosum (Amaryllidaceae), all over 84% purity. In addition,
we found that one of these alkaloids shown higher AchE inhibition than the clinically used

drug, galanthamine.
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425  Figure legends

426  Figure 1. Chemical structure of lycorine-type alkaloids (1, 2 and 3) isolated from
427  Rhodolirium speciosum and lycorine (4).

428  Figure 2. Illustrative pH zone-refinement Centrifugal Chromatography separation of main
429  alkaloids from Rhodolirium speciosum. Conditions: stationary phase, the upper phase of
430 MtBE/ACN/W (4: 1:5,v/v/v); detection, 254 nm; flow-rate, 12 mL/min; revolution speed,
431 1800 rpm, 6 mM formic acid in lower stationary phase and 15 mM TEA in upper phase,
432  sample loading 556.2 mg, stationary phase retention 76%.

433 Figure 3. Representative GC-MS analysis of A) crude alkaloids of Rhodolirium. speciosum
434  and CPC isolated main compounds. B) Alkaloid 1, C) Alkaloid 2 and D) Alkaloid 3. UV-
435 VIS spectra depicted in the insets were obtained directly from the preparative PDA detector
436  of CPC apparatus.

437  Figure 4. Proposed MS fragmentation pattern of the alkaloids isolated from Rhodolirium
438  speciosum.

439  Figure 5. AChE inhibitory activity curves of isolated lycorin derivatives, crude alkaloids and

440  the reference compound galanthamine.
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Figure 1. Chemical structure of lycorine-type alkaloids (1, 2 and 3) isolated from Rhodolirium speciosum and
lycorine (4).
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Figure 2. Illustrative pH zone-refinement Centrifugal Chromatography separation of main alkaloids from
Rhodolirium speciosum. Conditions: stationary phase, the upper phase of MtBE/ACN/W (4: 1: 5, v/ v/ V);
detection, 254 nm; flow-rate, 12 mL/min; revolution speed, 1800 rpm, 6 mM formic acid in lower stationary
phase and 15 mM TEA in upper phase, sample loading 556.2 mg, stationary phase retention 76%.
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Figure 3. Representative GC-MS analysis of A) crude alkaloids of Rhodolirium. speciosum and CPC isolated
main compounds. B) Alkaloid 1, C) Alkaloid 2 and D) Alkaloid 3. UV-VIS spectra depicted in the insets were
obtained directly from the preparative PDA detector of CPC apparatus.
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Figure 4. Proposed MS fragmentation pattern of the alkaloids isolated from Rhodolirium speciosum.
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Figure 5. AChE inhibitory activity curves of isolated lycorin derivatives, crude alkaloids and the reference
compound galanthamine.
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Table 1. GC-MS analysis of the alkaloids from Rhodolirium speciosum.

+ m/z
Compound RI M (Relative intensity %)
Lycorine type
11-12-dehydrolycorene 2365 253(62) 253(62), 252(100), 224(11), 166(7,5), 152(6), 139 (7)
Anhydrolycorine 2508 251(52) ?22&?01)’2421(51%)52)’ 220(1), 20137), 192(14), 191(17),
11,12-Didehydroanhydrolycorine 2610 249(64) 249(64), 248(100), 190(25), 163(9), 123(18), 96(36)
Sternbergine 2716 331(23) 331(23), 270(22), 252(12), 229(82), 228(100)
Lycorine 2749 287(26) 268(16), 250(14), 227(78), 226(100), 211(5), 147(12)
Dihydrolycorine 2791 289(36) ?ggg?g’ 12:72((55))’ 254(40), 214(23), 2002), 187(22),
. 328(16), 270(42), 269(62), 268(81), 252(43),
2-O-Acetyllycorine 2846 329(18) 2502102)) 227(§7))226(67)( ) (1) 3)
Acetyllycorine derivative 2893 331(43) 330(100), 270(25), 149(7)
330(1), 312(1), 286(1), 270(1), 253(1), 250(1),
Lycorine type alkaloid (2)* 2897 330(<1) 226(<1), 174(<1), 162 (1), 150(1), 125(100), 96(40),
83(1)
. . 280(1), 254(1), 226(1), 178(1), 147(1), 146(1),150(1),
Lycorine type alkaloid (3)* 2972 370(<1) 12551%0) 1§7)(1) 1(()8)(1) 9é(§7) 83( ()3) (1 (1)
. . 311(1), 285(1), 270(2), 253(3), 226(2), 150(1
Lycorine type alkaloid (1)* 3045 327(6) 12521%0) IOEE(I)) 96(48)) 83(7) 3) 2) 1)
Haemanthamine type
Vittatine 2471 271(82) 272(14), 252(16), 199(89), 187(40), 173(14), 115(22)
230(5), 202(29), 201(74), 189(10), 175(12), 174(31),
8-0-Demethylmaritidine 2517 273(100) 1295&) 1225(2;) 115((46)) 56(53)) (12) Gn
Aulicine 2616 304(23) ?gggg, 288(47), 233(96), 206(60), 190(30), 175(11),
Haemanthamine 2634 301(23) ?g%gg? )’1 532(?2512)’ 24026),  225(16),  211(24),
Galanthamine type
Gatantharing os asyny 2] @D (7, 284 (10230 (10, 216 (22, 17
Norlycoramine 2460 275(57) %1‘5‘8835 273(51), 202(53), 188(13), 173(20), 160(29),
Not identified
Nerinine type alkaloid (1) 2484 281(1) %;g%’o)zfggh) 238(1), 207(1), 128(2), 115(2),
Homolycorine type alkaloid (6) 2401 281(8) égl(l(g 27500(553))’ i%gg))’ 147.(23), 129 (100), 112(25),
Galantthaine deivat | sy an 25907 22410, 30014 21662, 216017
Galanthamine derivate 2 2601 344(100) ?238;%)’12391{5151(1)8)1’(62)51(2), 248(2), 226(8), 161(7),
Galanthamine derivate 3 2654 306(22) 306(22), 305(100), 290(16), 288(22), 276(27),

248(21), 233(72), 206(47), 175(14)

RI: Values Kovats index. *: isolated alkaloids
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Table 2. Different solvent systems used for purification of Rhodolirium speciosum

alkaloids by pH zone refinement CPC.

# Solvent Systems? Retentor (TEA) Displacer (acid)

1  n-Hept/EtOAc/n-PrOH/W 15 mM HCl 6 mM

2 n-Hept/EtOAc/n-PrOH/W 15 mM Acetic acid 6 mM

3 n-Hept/EtOAc/n-PrOH/W 15 mM Formic acid 3 mM

4 MtBE/ACN/W 12 mM Formic acid 6 mM

5 MtBE/ACN/W 15 mM Formic acid 3 mM
2 p-Hept: n-heptane; EtOAc: ethyl acetate; n-PrOH: n-propanol; W: water; MtBE: Methyl terbutyl ether; ACN:
acetonitrile.
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Table 3. Partition coefficients of alkaloids 1 and 2 using pH zone-refinement CPC with the

solvent system n-Hept/EtOAc/n-PrOH/H,0 (10:30:15:45 v/v) and different concentrations

of acid and TEA.
Alkaloid 1 Alkaloid 2
Kp 0,64 0,40
Kpasic (15 mM TEA) 0,50 0,20
Kacia (3 mM formic acid) 24,42 4,38
Kaciq (6 mM Acetic acid) 30,79 7,39
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Table 4. Partition coefficients, purity and yields of compounds 1-3 using pH zone-refinement

CPC with the solvent system MtBE/ACN/W, 6 mM formic acid and 16 mM TEA

Alkaloid 1 Alkaloid 2 Alkaloid 3

Kp 2,99 12,24 1,42
Kacid 33,76 48,65 12,52
Kpase 1,35 0,74 0,43

Dry weight 65,7 50,1 12,3
(mg)

Purity (%) 88,2 97,7 84,4

Yield (%) 11,8 9,0 2,21
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Table 5. '"H and 13C-NMR data of alkaloids 1, 2, and 3 (J in Hz) in CDCls.

1 2 3

Position 6]{ 6(; 61{ 6(; ) )
1 4.66 bs 66.41 593 bs 67.50 4.62s 66.8
2 4.40 bs 80.48 4.15bs 81.56 4.38s
3 5.83s 119.28 5.58s 120.05 5.77 s 120.1
4 - 152.68 - 141.98 - 151.7
4a 2.90 d (10) 60.62 2.75d(10) 6642 3.90d(10) 60.7
6a 8.47s 168.15 4.23d(13) 564 8.55s 164.7
6p ; 3.70d (14) - ;
6a - 139.73 - 1384 - 139.2
7 7.07 109.64 6.96s 110.08 7.01 109.8
8 - 145.55 - 152.05 - 146.2
9 - 143.48 - 148.20 - 143.1
10 7.51 103.45 7.50s 108.74 7.49s 102.9
10a - 136.93 - 1185 - 136.5
10b 2.99 bd (10.7) 43.00 2.87d(10) 42.79 2.99 42.8
11 o.p 2.66 m 27.60 2.77s 2746  2.85 27.6
12 a 2.53dd (15.1,9.0) 55.77 3.24m 55.59  3.75 56.1
12 3.49 m ; -
0-CH,-O 6.11d(1.2) 101.9 6.10d(1.1) 102.26 6.05bs 102.2
0-CO-CH; 2.30s 39.66 2.07s 37.55 2.67 20.9

161.33 164.38 169.7
0-CO-CH; 2.11 21.1

170.0
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