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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad inhibitoria de la fraccion alcaloidal de
Phaedranassa brevifolia, sobre las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BuChE), tomando en cuenta que Phaedranassa brevifolia es una especie endémica del Ecuador
perteneciente a la familia Amaryllidaceae. A partir del extracto bruto obtenido por maceracion del
bulbo seco y triturado en metanol, se realizo la extraccion de alcaloides mediante un protocolo basado
en cambios de pH y uso de solventes organicos. La determinacién de la actividad inhibitoria fue
desarrollada en base a la metodologia de Ellman et al con modificaciones, empleando galantamina
como compuesto de referencia. Se realizaron curvas de inhibicion enzimatica y a partir de la ecuacion
de la recta obtenida se calcul6 el 1Cso como media de tres repeticiones individuales, cada una por
triplicado. Ademas se identificaron los alcaloides presentes en la muestra mediante el andlisis de
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas, lo que permiti6 evidenciar la existencia
de 11 alcaloides, de los cuales existen 4 compuestos no identificados, m/z 303*?; [M=303]*", m/z
303*% [M=273]*", m/z 109 (homolycorina-tipo), m/z 125 (homolycorina-tipo), siendo el de
abundancia significativa m/z 303** [M=303]*" (33,49%) y 7 identificados, pancratinina C,
haemantamina, vittatina/crinina, galantamina y el mas abundante dentro de este grupo es 11-
hydroxivittatina/hamayna (18,80%). Los resultados obtenidos mostraron que el extracto alcaloidal de
Phaedranassa brevifolia present6 un ICso de 3,45+0,29 pg/mL para acetilcolinesterasa y un ICso de
58,89+0,55 ug/mL para butirilcolinesterasa, en referencia a galantamina que presenta valores de ICso
de 0,30+0,02 pg/mL para AChE y para BuChE un ICsp de 5,00+0,36 pg/mL. Frente a ambas
colinesterasas, el extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia presenta una alta actividad
inhibitoria. Finalmente, se recomienda realizar mas estudios fitoquimicos y de actividad biol6gica

debido al particular perfil fitoquimico que presenta la especie Phaedranassa brevifolia.

Palabras clave: <BIOQUI’MICA>, <FITOQUiMICA>, <BULBO (Phaedranassa brevifolia)>,
<ALCALOIDES>, <GALANTAMINA>, <ENFERMEDAD DE ALZHEIMER>,
<COLINESTERASA>, <ACVTIVIDAD INHIBITORIA >, <AMARYLLIDACEAE>.
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SUMMARY

The objective of the present study was to determine the inhibitory activity of the alkaloidal fraction
of Phaedranassa brevifolia, on the acetylcholinesterase enzymes (ACHE) and butyrylcholinesterase
(BuChE), taking into account that Phaedranassa brevifolia is an endemic species of Ecuador
belonging to the Amaryllidaceae family. From the crude extract obtained by the dry bulb maceration
and crushed in methanol, the extraction of alkaloids was carried out by means of a protocol based on
pH changes and the use of organic solvents. The determination of the inhibitory activity was
developed in based of the Ellman methodology et al with modifications, using galantamina as a
reference compound. Enzymatic inhibition curves were made and from the equation of the obtained
line the ICso was calculated as an average of three individual repetitions, each one in triplicate. In
addition, the alkaloids present in the sample were identified through the analysis of Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry, which allowed to show the existence of 11 alkaloids,
of which there are 4 unidentified compounds, m/z 303*?, [M=303]*, m/z 303*?; [M=273]*®, m/z
109 (homolycorin-type), m/z 125 (homolycorin-type), with significant abundance in m/z 303*#,
[M=303]*" (33,49%) and 7 identified, pancratinin C, haemantamine, vittatin/crinin, galantamina and
the most abundant within this group is 11-hydroxyvittatin / hamayna (18.80%). The obtained results
showed that the alkaloidal extract of Phaedranassa brevifolia presented an 1Cso of 3,45+0,29 pg/mL
for acetylcholinesterase and an  1Cso of 58,89+0,55 ug/mL for butyrylcholinesterase, in reference to
galantamina that presents ICso values of 0,30+0,02 pg/mL for Ache and for BuChe an ICsg of
5,00+£0,36 pug/mL. In front of both colinestrases, the alkaloidal extract of Phaedranassa brevifolia
shows a high inhibitory activity. Finally, it is recommended to carry out more phytochemical studies
and biological activity due to the particular phytochemical profile of the species Phaedranassa

brevifolia.

Key words: <BIOCHEMISTRY>, <PHYTOCHEMICAL>, <BULB (Phaedranassa brevifolia)>,
<ALKALOIDS>, <GALANTAMINE>, <ALZHEIMER’S DISEASE> <CHOLINESTERASE
INHIBITORS>, <INHIBITORY ACTIVITY>, <AMARYLLIDACEAE>.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comdn relacionada con la edad o
envejecimiento, se caracteriza por una neurodegeneracion progresiva del sistema nervioso central que
eventualmente conduce a una disminucion gradual de la funcién cognitiva y la demencia. (Rudolph E.

Tanzi and Sangram S. Sisodia, 2007; Dubois et al., 2016).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la demencia afecta a 50 millones de personas en
todo el mundo, de los cuales cerca del 60% viven en paises con ingresos bajos y medios. De igual
manera la OMS sefiala que cada afio se registran alrededor de 10 millones de nuevos casos. Asimismo,
se calcula que la poblacién de 60 afios 0 mas, sufre demencia en determinada etapa de su vida en un
5% y 8%. Se prevé que el nimero de personas con demencia aumente a 82 millones en 2030 y 152
millones en 2050. Otras formas frecuentes son: la demencia por cuerpo de lewy, demencia vascular

y un grupo de enfermedades que pueden contribuir a la demencia frontotemporal (Centro Nacional de

Informacidn de Ciencias Médicas, 2018).

En el Ecuador no existen estadisticas puntuales acerca de la poblaciéon que sufre la EA ya que la
pérdida de memoria se considera como normal entre los adultos mayores, debido al existente
desconocimiento sobre la prevencién y determinacion a tiempo de los sintomas de EA ya que no es

un proceso normal del envejecimiento (Soria, 2016).

Estudios indican que, en el hospital del IESS de la provincia de Pichincha, en el area de neurologia,
de cada 15 pacientes, 5 sufren demencia. Esta condicion aparece con frecuencia a partir de los 60
afios, debido a causas seniles como el Alzheimer en un 80%. Por otro lado, la Universidad Central
del Ecuador ha realizado un estudio de prevalencia en la provincia de Pichincha, en el que se
analizaron a 402 adultos mayores de los cuales 146 presentaron resultados positivo para el deterioro
cognitivo (Espinosaet al., 2014).Sin embargo, en el Ecuador existen aproximadamente en el 2010, 74.000
personas que sufren algun tipo de demencia. En base a este nimero de personas se realiza diversas
proyecciones y se estima que para el 2050 existan 356.000 personas con demencia, por lo tanto el

porcentajede incremento entre los afios 2010 y 2050 es de 381%.(Wilson Hinojosa, 2017)

Las terapias aprobadas actualmente son tratamientos sintomaticos que tienen algun efecto sobre la
funcién cognitiva. Las terapias dirigidas al B-amiloide han sido el enfoque para desarrollar un

tratamiento de modificaciones de la enfermedad para la EA (Fish et al., 2018), por lo que la FDA somete

1



a un analisis de acoplamiento a los mejores farmacos seleccionados, para verificar su afinidad de

unién contra AChE (Hassan et al., 2018).

La acetilcolinesterasa es un miembro de la proteina o/p hidrolasa, con un papel importante en la
neurotransmisién mediada por acetilcolinesterasa; por lo tanto, la mayoria de los tratamientos
farmacologicos estan enfocados a la inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa vy
butirilcolinesterasa jugando un papel fundamental en la neurotransmision colinérgica en el cerebro

reduciendo el metabolismo de acetilcolina (Li et al., 2017; Hassan et al., 2018).

Durante las ultimas décadas, las mejores potencias mundiales estan a la vanguardia del
descubrimiento de farmacos en todas las disciplinas. Mediante las plantas se ha obtenido un nimero
significativo de medicamentos exitosos, asi las especies de Amaryllidaceae contienen una serie de
fitoconstituyentes importantes que se han distinguido por su actividad biol6gica y por ende son una

alternativa importante en el tratamiento del Alzheimer. (Nair and Staden, 2018).

La familia Amaryllidaceae tiene alrededor de 70 géneros y 1600 especies, siendo consideradas las
nuevas fuentes inhibitorias de AChE, principalmente en el reino vegetal (Acosta, 2014). Actualmente,
méas de 300 alcaloides se han aislado de esta familia y se han podido clasificar en 9 subgrupos
principales homogéneos de forma esquelética (Cortes et al., 2015), considerando a la galantamina como
uno de los metabolitos mas destacados (Elisha et al., 2013) debido a su accion sobre el sistema nervioso
central, y su caracter selectivo hacia las enzimas AChE y BUChE logrando potenciar la funcién
colinérgica central, este Farmaco fue aprobado por la FDA como tratamiento para la EA (Ortiz et al.,
2012).

Ecuador es uno de los 17 paises megadiversos del mundo, siendo el mas rico en biodiversidad de
flora y fauna, cuya distribucion en el pais es amplia ya que existen 36 especies, siendo 15 de estas

endémicas del Ecuador (Oleas, Meerow and Francisco-ortega, 2013).

Entre los géneros de Amaryllidaceae se encuentra Phaedranassa que presenta 8 especies endémicas
del Ecuador (Nora H. Oleas, ALAN W. Meerow, 2012), siendo una de ellas, Phaedranassa brevifolia especie

en peligro de extincion, debido a que su poblacion se ve afectada por la agricultura y ganaderia (Oleas
etal., 2014).

Este estudio aporta de manera positiva al Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el
Desarrollo "CYTED", siendo la linea de investigacion “La biodiversidad Iberoamericana como Fuente
de Recursos Naturales para una Explotacion Sostenible” "BIFRENES", por lo que los resultados

obtenidos podran emplearse como fuente bibliogréafica para el desarrollo de nuevas investigaciones.



El objetivo de este trabajo de titulacion es determinar la actividad inhibitoria de la fraccion alcaloidal
del Phaedranassa brevifolia, sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, tomando en
cuenta que Phaedranassa brevifolia es propia del Ecuador ubicada en la provincia de Imbabura y de
esta manera contribuir a la investigacion en nuestro pais y a la basqueda de posibles mejoras en el

tratamiento de la EA.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General:

= Determinar la actividad inhibitoria de la fraccion alcaloidal de Phaedranassa brevifolia

sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

Objetivos Especificos:

= Extraer la fraccién alcaloidal del bulbo de Phaedranassa brevifolia, mediante procesos

basados en cambios de pH vy el uso de solventes organicos.

= Determinar la actividad inhibitoria media ICso de la fraccién alcaloidal de Phaedranassa
brevifolia, a través del método Ellman et al con modificaciones.

= |dentificar los alcaloides presentes en el extracto obtenido mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Enfermedad de Alzheimer

1.1.1 Historia

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita en 1906 por el médico aleméan Alois Alzheimer, quien
fue patdlogo y psiquiatra. Cuando el doctor Alzheimer estudia el cerebro de Augusta una mujer de
51 afios que ingresé al Hospital de Frankfurt en 1901, con un cuadro clinico, cuyas manifestaciones
fueron: delirio, pérdida de memoria, alucinaciones, desorientacién en tiempo y espacio, paranoia,
alteraciones de conducta, un grave trastorno de lenguaje y finalmente la muerte. El doctor Alzheimer
encuentra que la corteza cerebral es méas estrecha de lo normal y que ademas, existen dos tipos de
anomalias, que actualmente se llaman placas amiloideas y nudos neurofibriales (Singh et al., 2013; Fish

et al., 2018).

1.1.2 Descripcién

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia y es un trastorno neurodegenerativo
multifacético, caracterizado a nivel molecular por plegamiento y agregacién de proteinas, estrés
oxidativo, anomalias mitocondriales y procesos neuroinflamatorios (Singh et al., 2013). El péptido -
amiloide 1-42 es el componente principal de las placas neuriticas y se asocia con el estrés oxidativo,

asi como con la disfuncion de la neurotransmision colinérgica (Hassan et al., 2018).

La EA se caracteriza por un inicio gradual y, una progresion de los déficits en mas de una area de la
cognicion, que incluye la memoria episodica, cambios de humor y comportamiento, trastorno del
lenguaje y la atencion (Singhetal., 2013). Hay méas de 35 millones de personas afectadas por enfermedad

Alzheimer cada afio y ese nimero se espera duplicarse en veinte afios (Hassan et al., 2018).



Existen dos maneras de manifestar la EA las cuales son: enfermedad de Alzheimer esporadica, que
se caracteriza por un declive progresivo y severo en la cognicion aumentando la muerte de las
neuronas Yy, la enfermedad de Alzheimer Familiar se desarrollan més rapido y es causada por
mutaciones en los componentes de la apolipoproteina E4, la presenilina-2 y la sortilina relacionada
con el receptor 1(Singh et al., 2013).

1.1.3 Factores de riesgo

Estos factores incluyen una variedad de cambios cerebrales que inician hasta 20 afios antes de que se
presenten los sintomas, los cientificos consideran que los sintomas de la EA avanzada representa el
inicio de esta enfermedad. Al principio el individuo puede funcionar normalmente con estos cambios

cerebrales (Association, 2017).

= Edad: Este es el mayor factor de riesgo para el Alzheimer, pero esta enfermedad no es parte
normal del envejecimiento. La mayoria de las personas diagnosticadas con Alzheimer tiene

65 afos y se denomina “inicio mas joven'".

= Historia Familiar: Las personas que tienen un padre o hermano/a con la EA tienen mas
probabilidad de desarrollar la enfermedad. Las probabilidades aumentan para aquellas

personas que presentan mas de un pariente de primer grado con esta enfermedad.

= Apolipoproteina E34: Los individuos que poseen la forma 34 del gen apolipoproteina E,
tiene un mayor riesgo de desarrollar la EA. Existen tres formas comunes de del gen APOE
(32, 33, 34). Todos heredamos una forma del gen APOE de cada padre. Aquellos que heredan
un gen APOE34 tienen mayor riesgo a desarrollar la EA, a una edad mas temprana que

aquellos que heredan 32 o 33 del gen APOE.
1.1.4 Sintomas
En promedio una personas puede vivir entre 8 a 20 afios, desde la aparicion de los sintomas (Espinosa

etal., 2014). El sintoma mas comun de la EA es la pérdida de memoria, a lo que se le asocia alteraciones

de otras funciones mentales.



Sintomas asociados a la conducta

e Deambulacién erréatica sin rumbo ni objetivo.

e Conducta desafiante.

e Agresividad fisica o verbal.

e Tendencia a repetir acciones sin ser capaces de finalizarlas.

e Alteracion del suefio y la conducta alimentaria.
Sintomas psicologicos

e Alteraciones de la personalidad, volviéndose irritable, infantil, apatica, suspicaz.
e Escomun en el 50% de los casos presente depresion.
e Tendencia a presentar cambios bruscos en sentimientos y expresiones emocionales.

e Creencias falsas que se fundamentan en conclusiones incorrectas sobre la realidad.

Los sintomas que se presenta en las fases finales de la EA, tenemos: el deterioro de la musculatura,

la cual desencadenara problemas como incontinencia urinaria o fecal (Martinez, 2017).

1.1.5 Hipdtesis del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer

La patogenia de la EA aun es incierta, pero se ha planteado hipétesis en base a los diversos factores

causales (Singh et al., 2013). De esta manera se presentan las siguientes hipotesis:

e Hipotesis colinérgica

La pérdida de la funcion de la memoria es asociada a la degeneracion de las neuronas. Peter Davies
en 1976 encontr6 un vinculo entre los sintomas clinicos de la enfermedad y los déficits colinérgicos,

fue un hito porque abrio la puerta a la neuroquimica moderna.

En esta hipotesis la deficiencia de acetilcolina en el cerebro se puede dar por la disminucion de la
produccién de neurotransmisores o la actividad amplificada de la acetilcolinesterasa. Esta hipotesis

indica que el aumento colinérgico mejorara la cognicion en la EA (Singh et al., 2013).
e Hipdtesis amiloide

La EA es causada por el procesamiento anormal de B-amiloide. En 1984, se descubri6 que el bloqueo
de construccion del péptido amiloidogénico era una proteina beta amiloide que forma las fibrillas

amiloides en las placas neuriticas (Lobbens et al., 2017).



e Hipotesis tau

La hipdétesis de proteinas tau se enfoca en la aparicion de ovillos neurofibrilares que producen la
desintegracion de los microttbulos, colapsando el transporte de la neurona. Esto puede conducir a
disfunciones en la comunicacion bioquimica entre las neuronas y, posteriormente, ocasionan la

muerte de las células (Singh et al., 2013)

1.1.6 Tratamiento de Alzheimer

No existe cura para el Alzheimer, debido a que el desarrollo del tratamiento se ha visto obstaculizado
por la retrospectiva, de que los tratamientos para sintomas similares en otros trastornos, también,
pueden ser eficaz en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Lyketsos and Miller, 2013). Por lo que todo

tratamiento es paliativo que permite disminuir el avance de la EA.
e Tratamiento farmacolégico

Desde la década de 1970, se ha demostrado que el sistema colinérgico tiene un papel importante en
la cognicion, por tanto, la estrategia de tratamiento para la enfermedad de Alzheimer es aumentar la
acetilcolina, a través de la administracion de compuestos que inhiben la acetilcolinesterasa, enzima
que cataliza su degradacion. Actualmente hay tres aprobadas por la FDA inhibidores de la

colinesterasa: rivastigmina, donepezilo y galantamina (Lyketsos and Miller, 2013).

Debido a los multiples efectos secundarios causados por estos farmacos, en la actualidad se estudia
otras alternativas, como por ejemplo: la pirazolina, que ademas de tener una actividad inhibitoria para
acetilcolinesterasa, presenta una actividad antioxidante importante (Chigurupati et al., 2016). Sin
embargo, los beneficios a largo plazo de la inhibicion de colinesterasa son discutibles, aunque algunos
estudios afirman la eficacia a largo plazo, otros no muestran una mejora en la tasa de progresion a la

EA, comparando con placebos después de 3 afios (Lyketsos and Miller, 2013).

e Tratamiento no farmacoldgico

Dentro de este tratamiento tenemos el entrenamiento de la memoria, musicoterapia y ejercicio fisico
frecuente, ayudando a mantener o mejorar las funciones cognitiva y evitando trastornos de conducta

como depresién, insomnio, agresividad, agitacion y apatia (Association, 2017).



1.2 Acetilcolinesterasa

El doctor Ludwig Laqueur, inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE), fue utilizado en el glaucoma
en 1876, sin conocer la actividad bioldgica del farmaco. La acetilcolinesterasa pertenece a la familia
de la proteina del pliegue de hidrolasa o/f hidrolasa. Su principal funcion fisioldgica es la rapida
hidrolisis de la acetilcolina en la sinapsis y la unién neuromuscular, dando como resultado el impulso

Nervioso (Singh et al., 2013, p. 168).

La estructura tridimensional fue determinada en el afio de 1991, posee dos sitios de union al sustrato

de ligandos separados; ademas posee un sitio catalitico y un sitio aniénico (Singh et al., 2013, p. 168).

CATALYTIC TRWAD
ACTIVE SITE GORGE

PERIPYMERAL BINDING
SITE

ACTIVE SITE

CHOUINE BINDING
SITE

Figura 1-1. Representacion esquematica del sitio activo de la colinesterasa
Fuente: (Singh et al., 2013, p. 168).

1.3 Butirilcolinesterasa

La enzima butirilcolinesterasa es una hidrolasa, por tanto, cataliza la hidrolisis de la acetilcolina con
menor especificidad que AChE, mientras que muestra su maxima actividad sobre succinilcolina. Es
una enzima que se metaboliza en el higado, cuando existe una alteracion hepatica, esta enzima

disminuye en los hepatocitos afectados (Chigurupati et al., 2016).

1.4 Familia Amaryllidaceae
1.4.1 Caracteristicas generales
Amaryllidaceae es una familia monocotiledénea ampliamente distribuida, representada por

aproximadamente 70 géneros y 1600 especies en todo el mundo (Acosta, 2014). América del Sur (28

género) y Sudafrica (19 géneros) son las regiones con mayor diversidad. Las Amaryllidaceae ocupan



muchos hébitats diferentes: lugares estacionales secos, charcas efimeras, selvas de sotobosques y rios

(Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010).

Figura 2-1. Geodistribucidn de la familia Amaryllidaceae
Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010; Acosta, 2014)

Las plantas que pertenecen a la familia Amaryllidaceae son conocidas por producir un grupo
exclusivo de alcaloides, asilado de plantas de todos los géneros de esta familia. Desde el aislamiento
de licorina de Narcissus pseudonarcissus en 1877, mas de 500 alcaloides han sido asilados de plantas

de esta familia (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010; Ronsted et al., 2012).

Amaryllidaceae estd conformada por tres subfamilia de las cuales Amaryllidaceae es las mas
distintiva, seguido de Agapanthoideae y Allioideae Amaryllidoideae es una subfamilia ampliamente
distribuida de 59 géneros y alrededor de 850 especies. (Ronsted et al., 2012).

En Ecuador existen 36 especies de esta familia pertenecientes a varios géneros, dentro de las cuales
estan: Phaedranassa brevifolia, Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana, Phaedranassa
tunguraguae, Phaedranassa glauciflora, Phaedranassa viridiflora, Phaedranassa schizantha,
Eucharis candida, Eucharis formosa, Eucharis ruthiana, Eucharis grandiflora, Eucrosia aurantiaca,
Eucrosia mirabilis, Stenomesson auratiacum, Crinim amabile e Hippeastrum punceum. Esta familia
de plantas se encuentra distribuida entre los 0 y 4000m de altitud, valles secos interandinos, bosques

andinos y bosques del litoral (Nora H. Oleas, ALAN W. Meerow, 2012; Oleas et al., 2014).
1.4.2 Phaedranassa
Phaedranassa Herbert (1845) comprende 9 especies endémicas del Ecuador por lo que es considerado

un género pequefio de la familia Amaryllidaceae. Debido a la distribucion restringida y su hébitat

amenazado por la agricultura y ganaderia, cinco se han declarado en peligro de extincién (Minga et al.,
2015).
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Figura 3-1. Mapa de distribucion de Phaedranassa spp

en Ecuador los cuadrados muestra mas de una especie
Fuente: (Oleas, 2011)

Las especies endémicas de Phaedranassa en Ecuador son; P. cinérea, P dubia, P. brevifolia, P.

glauciflora, P. schizantha, P. tunguraguae, P. viridifloray P. cuencana (Oleas et al., 2014).

Figura 4-1. Especies de Phaedranassa encontradas en Ecuador

a) P. brevifolia; b) P. cinérea; c) P. dubia; d) P. glsuciflora; €) P. schizantha; f) P. tunguraguae, g) P. viridiflora; h)arriba P. viridiflora:
abajo P.dubia.

Fuentes:(Oleas, Meerow and Francisco-ortega, 2013)
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El género Phaedranassa presenta bulbos cubiertos por tnicas marrones y raices contractiles., por lo
gue son conocidas como “cebolla falsa”. o "papa de lobo™. Tiene una o dos hojas tercioladas que, por
lo general, se encuentran ausentes en floracion. Presenta seis pétalos que son de colores rojo, amarillo,
rosa o naranja. Desarrolla inflorescencia pseudo umbrela con 6 a 20 flores tubulares. El ovario es
inferior y tiene multiples évulos. El fruto es una capsula que posee muchas semillas y son

generalmente de forma plana (Nora H. Oleas, ALAN W. Meerow, 2012).

1.4.2.1 Phaedranassa brevifolia

Phaedranassa brevifolia fue descubierta por primera vez a partir de un solo espécimen recolectado
en 1978 en el norte de Ecuador, en un habitat clasificado como matorral seco de montano,
caracterizado por un bosque seco espinoso. La biologia reproductiva de P. brevifolia es desconocida,
pero el patron fenoldgico general de este género es florecer una vez al afio antes de la estacion himeda
(Oleas et al., 2014; Minga et al., 2015). Las hojas estan ausentes antes de la floracion, lo que dificulta la
deteccion de la especie en esa época del afio. En la floracion cada planta es un tallo de 39-56 cm, con
cinco o siete flores en forma de embudo. Después de un extenso estudio en 1999, la especie se
encontré en un area de menos de cuatro km?. Una de las dificultades para encontrar nuevos registros

de P. brevifolia es el pequefio tamafio de la planta (Oleas et al., 2014).

Figura 5-1. Especie Phaedranassa brevifolia
Fuente: (Oleas et al., 2014)

Se conoce cinco poblaciones con menos de cien individuos cada una, localizadas en el valle seco del
rio Mira entre las provincias de Imbabura y Carchi. Sus poblaciones estan siendo afectada por la
agricultura y ganaderia por lo que esta especie se encuentra en el libro rojo de las plantas endémicas

del Ecuador en peligro de extincion (Oleas et al., 2014).
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Figura 6-1. Nuevos registros de P. brevifolia.

B) mapa del Ecuador que muestra la distribucion de P. brevifolia, C) modelos de distribucién de especies (area negra) y (puntos rojos)
registros conocidos anteriormente, D) nuevos registros de las especies (puntos verdes) y modelos de distribucion de especies de areas
potencialmente adecuadas estimadas con el conjunto de datos combinados de nuevos y antiguos registros (zona negra).

Fuente: (Oleas et al., 2014)

1.4.3 Alcaloides de Amaryllidaceae

Amaryllidaceae se caracteriza por tener metabolitos secundarios exclusivos como alcaloides, que han
sido aislados de todos los géneros que conforman esta familia. Estos son de tipo isoquinolinay en la
mayoria de los casos no se han identificado en ninguna otra familia vegetal (Cedr, Arco-aguilar and Est,

2010; Acosta, 2014).

Segun su estructura los alcaloides de Amaryllidaceae son clasificadas en ocho tipos de esqueleto, para
los cuales se representa en: norbeladina, licorina, homolicorina, crinina, haemantamina, narciclasina,

tazettina, montanina y galantamina (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010).

Tazatina Bdcastaninag Caalrataninina
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Figura 7-1. Estructura de los 9 tipos de alcaloides de Amaryllidaceae, con la numeracion propuesta

por Ghosal et al (1985)
Fuente: (Acosta, 2014, p. 2)

La familia Amaryllidaceae es bien conocida por su actividad farmacoldgica debido a su fuente de
alcaloides, un enfoque importante para tratar la enfermedad de Alzheimer implica la inhibicién de la

enzima acetilcolinesterasa (Ortiz et al., 2012).

Los alcaloides de Amaryllidaceae, presentan diversas actividades bioldgicas, como: accién
antibacteriana, analgésica, antiflngica, antimalaria, antitumoral antiviral, entre otras (Jahn et al., 2012,
p. 61). Debido al potencial farmacoldgico que presentan estos alcaloides, se han realizado durante los
Gltimos afios, numerosos estudios a nivel mundial (Ortiz et al., 2017). Los alcaloides de tipo galantamina
tienen actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa, haciendo de la galantamina la segunda medicina

mas usada en el tratamiento de Alzheimer. (Acosta, 2014).

1.4.3.1 Galantamina

Se ha demostrado que los productos de plantas medicinales son fuentes potenciales para el
descubrimiento de nuevos farmacos. La galantamina fue aislado por primera vez del bulbo de
Galanthus woronowii en 1952, demostrando ser un potente inhibidor reversible de AChE usado para
tratar la enfermedad de Alzheimer Unicamente durante las etapas de leve a moderado (zhan et al., 2017,

p. 3).

La galantamina se emplea como tratamiento de primera linea de la enfermedad de Alzheimer (Ortiz et
al., 2012, p. 13474). La FDA hasta la fecha solo aprobado cinco medicamentos para tratar la EA, de los
cuales tres de ellos son inhibidores de acetilcolinesterasa, siendo uno galantamina (zhan et al., 2017, p.

3). En cuanto a su toxicidad, no ha presentado potencial mutagénico ni genotoxico.

OH

Figura 8-1. Estructura de la galantamina
Fuente: (Jahn et al., 2012, p. 61)
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La primera sintesis total de galantamina fue publicada por Borton y sus colaboradores en 1962. Hasta
la fecha se ha descrito més de 30 rutas sintéticas; basandose en principalmente en la oxidacion
biomimética del fenol o en la reaccion intermolecular de Herck. Por tal motivo las industrias
farmacéuticas necesitan una inversion econdémica significativa para su aislamiento y purificacion

(Dong et al., 2017, p. 4719).

En el 2001 Guillou y su equipo de trabajo desarrollaron un esquema para la sintesis de (%)-
galantamina obteniendo un rendimiento global de 12%. Sin embargo, han impedido el desarrollo de
este método de sintesis a gran escala debido al empleo de reactivos toxicos y las condiciones extremas
para las reacciones, asi como la falta de disponibilidad de quipos. Por este motivo, se buscan cambios
o alternativas a la estrategia del Guillou que permitan obtener la molécula con la eficiencia terapéutica
esperada y con un alto porcentaje de rendimiento (Dong et al., 2017).

1.5 Método Ellman

Es un método fotométrico para determinar la actividad de la acetilcolinesterasa. La actividad de la
enzima se mide siguiendo el aumento de color amarillo al reaccionar con el ion ditiobisnitrobenzoato.

teniendo lugar la siguiente reaccién (Eliman, 1961)

H,0 + (CH;3):N"CH,CH,SCOCH; !!!a (CH;3)sN-CH,CH,S- + CH;COO- + 2H-
Acetiltiocolina e Tiocolina + _Acetato

om@s-s@z@m
-00C COO-

Ditiobisnitrobenzoato

(CH3)3N‘CH2CH25— NO> r NO, = e
Coloracion
Amarilia
COO- COO

Anion del dcido
tionitrobenzoico

Figura 9-1. Representacion esquematica del principio del método de Ellman
Fuente: (Ellman, 1961)

Este método es extremadamente sensible por lo que nos permite emplear concentraciones muy bajas

de enzima, no obstante presenta una serie de desventajas, por ejemplo, el color que se detectaba
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dependia del remanente del sustrato afiadido lo cual podia arrojar resultados falsos si la actividad se

veia disminuida (Ellman, 1961).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Tipo y disefio de investigacion

El tipo de investigacion del presente trabajo de titulacion es descriptivo con un disefio experimental
basado en la evaluacion de la inhibicion de dos enzimas, acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del
extracto alcaloidal de bulbos de Phaedranassa brevifolia.

2.1.1 Unidad de analisis

Extracto alcaloidal del bulbo de Phaedranassa brevifolia.

2.1.2 Poblacién de Estudio

Bulbos de Phaedranassa brevifolia.

2.1.3 Tamafo de Muestra

Aproximadamente 200 g de la especie vegetal Phaedranassa brevifolia, que se obtuvo mediante la

realizacion de un muestreo aleatorio simple.

2.2 Lugar de la recoleccion del material vegetal

El material vegetal de la especie Phaedranassa brevifolia de vida silvestre, se recolectd en el valle
seco del rio Mira, situado entre las provincias de Imbabura y Carchi. Esta investigacion se encuentra
dentro del Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2015-0054, del
proyecto de investigacion cientifica denominado; "LA BIODIVERSIDAD DE
AMARYLLIDACEAE COMO FUENTE DE RECURSOS NATURALES PARA SU
EXPLOTACION SOSTENIBLE". Ademas, el material vegetal se transport6 desde la provincia de
Imbabura hacia la ESPOCH y la Universidad Tecnoldgica Indoamérica con la orden de movilizacién
Nro. MAE-CGZ1-DPAI-2018-0016-O.
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2.2.1 Seleccion de muestra

La seleccion de la muestra se realizo en base a los siguientes criterios:

o Criterios de Inclusidn: Especies vegetales en buen estado que presenten sus hojas, tallos,
flores y frutos completos y con superficies integras.

e Criterios de Exclusion: Especies vegetales con dafios por causa de animales o por factores
ambientales como agua o viento, especies en descomposicion o recolectadas por acciones

mecanicas.

2.3 Lugar de investigacion

La presente investigacion experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de
la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), ubicado en la
provincia de Chimborazo, cantén Riobamba, con el Grupo de Investigacion de Productos Naturales
y Farmacia (GIPRONAF). De igual manera se conté con la colaboracion de la Universidad de
Barcelona para la realizacién de los andlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.

2.4. ldentificacién botanica

La identificacion fue realizada por la Dra. Nora Oleas, experta en plantas del género Phaedranassa,
gue desempefia sus funciones como botanica en el herbario de la Universidad Indoamérica (Quito —

Ecuador).

2.5. Materiales, equipos y reactivos

2.5.1. Material vegetal

Aproximadamente 30 gramos del bulbo seco de Phaedranassa brevifolia, fueron acondicionados y

reducidos a un tamafo cercano a los 20 gramos.
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2.5.2. Equipos y materiales

Tabla 1-2. Equipos y materiales utilizados en los diferentes procedimientos

PROCEDIMIENTO

Preparacion del material
vegetal

Obtencion del extracto
alcaloidal

Preparacién de reactivos

Conservacion de reactivos
Determinacion de la actividad

inhibitoria de las enzimas
colinesterasas

Identificacion de alcaloides

Realizado por: Jessica Robles, 2018

2.5.3. Reactivos

EQUIPOS

- Estufa con extraccion de aire
RedL.ine by Binder

- Balanza analitica HDM

- Molino Arthur H. Thomas C.O
-pH-metro

-Sorbona

-Rotavapor

-Sonicador

-Agitador magnético con sus
respetivos magnetos
-pH-metro

-Sorbona

-Agitador vortex

-Congelador
-Refrigerador

-Lector de microplacas
-Computadora
-Cronémetro
-Centrifuga

-Agitador vortex

-Cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas

MATERIALES

-Frasco ambar de 500 mL o 1000
mL

-Probeta de 1000 mL y 100 mL
-Vaso de precipitacion de 500 mL y
250 mL

-Baldn de rotavapor de 500 mL
-Embudo de separacion de 500 mL
-Vial de vidrio de 5 mL

-Bal6n de aforo de 100 mL y 500
mL

-Probeta de 100 Ml

-Espatula

-Microespétula

-Frascos &mbar de 500 mL

-Pipeta graduada de 5 mL y 10 mL

-Papel aluminio

-Piseta

-Bloques de hielo

-Rollos de papel tipo toalla-
-Microplaca de 96 posillos
-Dispensador de liquidos para
pipeta multicanal

-Puntas azules para micropipeta
-Puntas amarillas para micropipeta
-Tubos graduados falcon de 2 mL
-Tubos de plastico graduados de 40
mLy4 mL

-Tubos eppendorf 5 mL y 0.5 mL
-Microespétula

-Desecador

-Baldn de aforo de 50 mL.

Tabla 2-2. Reactivos utilizados en las diferentes etapas del procedimiento
ENSAYO

Obtencion del extracto crudo

REACTIVO

Metanol CH3-OH

Acido sulfdrico H2S04 (2 % VIV)
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Eter etilico (CzHs)2

Hidroxido de amonio NH4OH (25 % V/V)
Extraccion de Alcaloides Acetato de etilo C4sHsO2

Sulfato de Sodio Anhidro NazSO4

Goma arabiga

Acido clorhidrico HCI 0,5 N

Hidréxido de sodio NaOH 0,5 N

Fosfato dipotasico K2HPO4 8 Mm

Bifosfato de sodio NazPO4 2,3 mM

Cloruro de Sodio NaCl 0,15 M

Determinacion de la actividad inhibitoria de las Fosfato de disodio NazHPOa
enzimas colinesterasas
Acido5,5,-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
DTNB
Yoduro de acetiltiocolina ATC
Yoduro de butirilcolina

Acetilcolinesterasa  de Electrophorus
electricus

Butirilcolinesterasa de suero de equino
Galantamina
Agua desionizada

Realizado por: Jessica Robles, 2018

2.6. Técnicas y métodos

2.6.1Preparacion del material vegetal

Los bulbos de Phaedranassa brevifolia fueron limpiados minuciosamente y cortados en fragmentos
pequefios de aproximadamente 1,5 cm. A continuacion, éstos se dejaron secar en una estufa de
extraccion de aire durante 48 horas a 60 °C. Posteriormente, en un molino Arthur H. Thomas C.O, se

triturd el material vegetal seco.

2.6.2. Extraccion de alcaloides

En primer lugar, se procedio a realizar la maceracion de 20 g de material seco en 800 mL de metanol
durante 50 horas. Cabe afadir que el macerado se sometié a procesos de sonicacion en intervalos de

1 a 2 horas, diariamente.

20



Se filtro el extracto metandlico y se evaporo el solvente en un rotavapor a presion reducida entre 0,6

y 0,4 bares y temperatura de 50 °C, consiguiendo de esta manera el extracto crudo.

Se utilizé H.S0. (2 %v/v) para acidificar el extracto crudo y éter etilico para limpiar y desengrasar
En la fase etérea organica quedaron disueltos compuestos como ceras, mucilagos, clorofilas que no

son de interés en este estudio y una fase acuosa que es rica en alcaloides (Acosta, 2014).

Se basifico la fase acuosa acida son NH4sOH (25 % v/v) hasta pH de 10. A continuacion se utilizd
acetato de etilo en 5 repeticiones, para extraer los alcaloides. Posteriormente se afiadié sulfato de
sodio anhidro y goma arabiga para absorber toda el agua que pudo haber permanecido en el extracto.
Finalmente la muestra se filtr6 y evapor6 a presion reducida a una temperatura de 50°C y una presion

entre 0,6 y 0,4 bar, consiguiendo asi el extracto puro de alcaloides.

Material vegetal seco y triturado
(Bulbo)

l

Maceracién con Metanol por 72h

|

Extracto Bruto

!

Acidificacion con H2S04 (2 % viv)

|

Extracto Bruto

Limpieza con éter etilico (5 veces)

! !

Fase acuosa acida Fase organica
Materias
Basificacion con NH4OH (25 % neutras
v/v, pH~10)

Fase acuosa
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Extraccion con acetato de etilo (5 veces)

! !

Fase orgénica: alcaloides Fase acuosa alcalina

Evaporacion a presion reducida

Extracto purificado
(Mezcla de Alcaloides)

Figura 1-2. Esquema para la obtencidn de alcaloides de Phaedranassa brevifolia
Realizado po: Jessica Robles, 2018

2.6.3. ldentificacion de alcaloides por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM)

Para la realizacion de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se emple6 un
equipo cromatdgrafo de gases Agilent, modelo 6890, acoplado a un espectrémetro de masas de

impacto electronico, modelo 5975, éste trabaja a 70 eV y en la fuente i6nica a 230 °C.

El cromatografo presenta una columna SAPIENS-XS-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), ademas su

fase estacionaria fue fenilmetilsilicona al 5 %. La temperatura tuvo cambios de la siguiente manera:

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

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

e Unminuto a 180 °C

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

El inyector se utilizé a una temperatura de 280 °C, con un flujo de helio de 0,8 ml/min, ademas y se
uso el método splitless, el cual nos permite un importante incremento de sensibilidad. (Laura et al.,

2004).
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El alcaloide de referencia fue la codeina. Para analizar los datos se emple6 el software AMDIS 2.71
(NIST), este permitié confirmar la pureza de las sefiales y ejecutar el calculo de los indices de

retencion.

2.7. Preparacion de soluciones

2.7.1. Preparacion de reactivos

e Solucion salina (NazHPOy)

Para la preparacion de solucion salina se pes6 7,12 g de fosfato de disodio, (NazHPO4(2.H20)), en un
matraz con agua desionizada, se ajust6 el pHa 7,5 con HCI (0,5 N) y se conservo en refrigeracion (4
°C).

e Buffer fosfato salino (PBS)

Para preparar esta solucion se empled fosfato dipotasico K;HPO4 a una concentracion de 8 mM,
bifosfato de sodio NaH.PO4 2,3 mM, cloruro de sodio NaCl 0,15 M y agua de grado farmacéutico.
Se ajusto el pH a 7,5 utilizando hidroxido de sodio NaOH 0,5 N.

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

Se prepar0 a una concentracion de 2 mg/mL. Se almacenaron en congelacion (-20°C) en tubos

eppendorf. Durante un periodo de 3 meses las soluciones son estables.

2.7.2 Preparacion de sustrato

El sustrato de AChE se preparé empleando yoduro de ATC a una concentracion de 1,7 mg/200uL.
Por otro lado, el sustrato de BuChE consistio en yoduro de BTC 1,9 mg/200uL. Los sustratos se

conservaron en tubos Eppendorf a una temperatura de -20°C.

Durante el ensayo en un balon de aforo, se agreg6 DTNB mas ATC o BTC segun corresponda la

prueba y aforar con solucion salina. Se cubrid con papel aluminio y conservo a temperatura de 4°C

2.7.3 Preparacion de enzimas

e Acetilcolinesterasa (AChE)

Se utilizé una concentracion de 0.195 U/mL. Se almacenaron en tubos eppendorf en congelacion (-
20°C).
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Butirilcolinesterasa (BuChE)

Se utiliz6 una concentracion de 0,260 U/mL. Se almacenaron en tubos eppendorf en congelacion (-
20°C).

2.8 Diluciones de galantamina

Se utilizaron las siguientes concentraciones de galantamina: 1*10°M, 1*10“ M, 1*10° M, 0.5*10°

M, 1*10% M, 0.5%10° M, 1*107 M., las cuales se conservaron en refrigeracion a 4°C.

2.9 Diluciones de extracto de alcaloides de Phaedranassa brevifolia

Partiendo del extracto puro se prepar6 una solucion madre de 3mg/mL. Para la homogenizacion de la
muestra con el solvente y la completa disolucion de los alcaloides, se aplicaron bafios de ultrasonido

en combinacién con agitador vortex.

Se dejo reposar la muestra con el fin de que las particulas insolubles precipiten, para los ensayos se
tomd el sobrenadante.
Cabe mencionar que las concentraciones utilizadas en los ensayos de inhibicion enzimatica fueron

preparadas a partir de la solucion madre, empleando PBS como disolvente.

Tabla 3-2. Concentraciones del extracto alcaloidal de Phaedranassa
brevifolia empleadas en el ensayo de inhibicién de AChE y BuChE

N° Conc. (ng/mL) del Conc. (ng/mL)  del

dilucion  extracto para AChE extracto para BuChEe
1 10 250
2 5 200
3 2,5 150
4 1 100
5 0,5 50
6 0,1 25

Realizado por: Jessica Robles, 2018
Las diluciones se conservaron en refrigeracion

2.10 Ensayos de inhibicion enziméatica de AChE y BUChE

Se empleo el método de Ellman et al. con algunas modificaciones, (Ellman et al., 1961; Ortiz et al., 2016)

para ello se colocaron en los pocillos correspondientes a las muestras 50 pL del extracto alcaloidal o
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del estandar galantamina disuelto en PBS y 50 pL. de AChE o BuChE disueltas en la misma solucion,

segun el ensayo que se estuvo realizando.

Para preparar el blanco muestra se colocaron en los pocillos 50 pL de la muestra 'y 150 pL. de PBS;
para el control se tomaron 50 uL. de PBS y 50 pL de enzima; finalmente para el blanco control se
colocaron 100 pL de PBS.

Las muestras se incubaron por 30 minutos a 21°C. Posteriormente, se afiadieron 100 pL del sustrato
disuelto en solucién salina, tanto en la muestra como en el control y blanco control. Las absorbancias

se leyeron a 405 nm después de cinco minutos en el lector de microplacas Thermo Scientific.

2.10.1 Célculo de ICso
e Porcentaje de inhibicion

Se calcula mediante la férmula:

M

%1=100 - -

BM
5C X100

En donde:

M Lectura de absorbancia de muestra
Lectura de absorbancia de control

BM  Lectura de absorbancia de blanco muestra

BC Lectura de absorbancia de blanco control

Se obtuvo una curva empleando los promedios de los porcentajes de inhibicion (eje de ordenadas)
calculados, y la concentracion de los extractos empleados (eje de abscisas). Esto generd una linea de
tendencia logaritmica con su respectiva ecuacion, de la cual se procedi6 a calcular el 1Cso, cuyo valor
representa la concentracion del extracto alcaloidal a la cual existe un 50 % de inhibicién de las

enzimas.

El ICs es el resultado + desviacion estandar de tres repeticiones individuales.
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CAPITULO Il

3. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

El presente capitulo contiene los resultados de la identificacion y la actividad inhibitoria del extracto
alcaloidal de Phaedranassa brevifolia, obtenidos a partir de los métodos mencionados en el capitulo

anterior.

3.1 Obtenciodn del extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia

La extraccion de alcaloides se basé en el cambio de pH y el uso de solventes organicos. Partiendo de
11 g de bulbos secos y triturados de Phaedranassa brevifolia, se obtuvieron 5,2 mg de extracto
alcaloidal, lo cual present6 un rendimiento de 0,049 %.

Tablal-3. Resultados obtenidos del extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia

Material Peso inicial de Volumen de Extracto rico % Rendimiento de
Vegetal muestra seca metanol (mL) en alcaloides alcaloides

9) (mg)
Bulbo de 11 600 52 0,049 %
Phaedranassa
brevifolia Rendimiento real

X
Rendimiento tedrico
(PONCE, 2010)

Realizado por: Jessica Robles, 2018

El rendimiento obtenido al ser comparado con otras especies como es el caso de P. glaucifloray P.
tunguraguae, teniendo un rendimiento de 0,15 % y 0,3 % respectivamente (Baldeén, 2018; Montero, 2018),
nos muestra que el rendimiento de Phaedranassa brevifolia es inferior, Joaquin Azcén et al, en el
capitulo 13 de “fotosintesis, factores ambientales y cambio climatico”, mencionan que este resultado
puede ser por algunos factores entre ellos tenemos: factores ambientales ya que la especie es
recolectada de un valle seco, el ecosistema que presenta la especie ya que habita en un bosque seco
espinoso y finalmente la recoleccion de la especie ya que fue recolectada cuando no se encontraba en
floracion. (Azcon J et al, 2013).

3.2 Identificacion de alcaloides de Phaedranassa brevifolia por Cromatografia de gases acoplada
a Espectrometria de masas
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Se obtuvieron los resultados tras haber realizado la identificacién de alcaloides de Phaedranassa
brevifolia por CG-EM.

Tabla2-3. Alcaloides identificados en la especie vegetal Phaedranassa brevifolia por CG-ME

Alcaloides Tiempo de Indice de Retencion % de abundancia
Retencion (RT) (RD) Total

Galantamina 22,223 2386,3 >0,1
codeina* 22,922 2386,3 29,80
Vittatina/crinina 23,480 2469,3 3,93
m/z 303*2; [M=303]*" 23,808 2491,3 33,49
m/z 303*2; [M=273]*® 23,904 2497,8 <0,1
Pancratinina C 25,168 2582,4 5,39
haemantamina 25,849 2628,1 <0,1
11- 26,961 2702,7 18,80
hydroxivittatina/hamayna

m/z 109 (homolycorina-tipo) 28,285 2791,4 6,25
m/z 125 (homolycorina-tipo) 29,406 2866,6 <0,1

Fuente: Universidad de Barcelona
Realizado por: Jessica Robles, 2018

Se encontraron un total de 11 alcaloides del extracto purificado de Phaedranassa brevifoli,de los
cuales se identificaron 7 y 4 no fueron identificados, siendo la molécula con m/z 303*?, [M=303]*"
la méas abundante con 33,49 %. Por ello, es importante la identificacion de las moléculas no

identificadas mediante resonancia magnética nuclear, para confirmar su identidad.

De igual manera, de los 7 identificados uno de ellos abarca el mayor porcentaje, siendo 11-
hydroxivittatina/lhamayna, con el 18,80 %. Segun el analisis con espectrometria de masas no se puede
afirmar con seguridad de cual de los dos se trata, ya que estamos delante de un caso de epimeros, en
los cuales la posicion del grupo (OH) varia (ver figura 1-3 y 2.3). Para confirmar la identidad se

tendria que recurrir al método de Dicroismo Circular (Bastida et al., 2002).

~OH
—OH
11-hydroxyvittatine: R«=OH, R,=H, Rs=OH
Figura 1-3: Estructura de la 11-hydroxyvittatina Figura 2-3: Estructura de la hamayna.

Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010) Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010).
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La 11-hidroxivittatina se aisl6 de Brunsvigia grandiflora, este es el primer informe sobre aislamiento
de este alcaloide de Amaryllidaceae de Sudéfrica (Masi et al., 2018), al igual que el alcaloide vittatina
se ha reportado actividad antibacteriana (Ortiz et al., 2012). Del mismo modo hamayna se aisl6 de
Crinum macowanii perteneciente a la familia de Amaryllidaceae (Adekanmi, Fouche and Steenkamp, 2012),

presentando actividad antiplasmodial y citotdxica (Campbell et al., 2000).

A continuacién, se encontr6 m/z 109 (tipo homolicorina) con un 6,25 %, seguido de pancratinina C,
que representa un 5,39 %, la cual ha sido encontrada en Hippeastrum argentimun (Ortiz, 2016). Por el
momento adn no se ha determinado la actividad bioldgica que puede presentar este alcaloide.

Figura 3-3: Estructura de pancratinina C.
Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010).

En porcentaje minoritario (<5 %) se encuentra vittatina/crinina con 3,93 %, referente al caso
mencionado anteriormente (11-hydroxivittatina/hamayna), de igual manera no se pudo determinar
cudl de los dos alcaloides puede tratarse segln el analisis de espectrometria de masas, ya que estamos
delante de un caso de epimeros, en los cuales la posicion del grupo (OH) varia (ver figura 4-3 y 5-3).

Para confirmar la identidad se tendria que recurrir al método de Dicroismo Circular (Bastida et al., 2002).

Figura 4-3: Estructura de la vittatina Figura 5-3: Estructura de la crinina.
Fuente: (Jahn et al., 2012) Fuente: (Jahn et al., 2012).
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La vittatina ha mostrado actividad citotoxica debido a estudios adicionales de células Jurkat
(leucemia de células T agudas), por tanto es un agente de apoptosis, y antibacteriana(Ortiz et al., 2012;
Nair and Staden, 2018). De la misma manera estudios ha descrito efectos apopt6ticos de crinina en

carcinoma de mama y células de leucemia (Nair and Staden, 2018).

De la misma manera se identificaron otros alcaloides minoritarios. Dentro de estos, se encuentra
haemantamina con <0,1 % y galantamina >0,1 %. Aungue el extracto de Phaedranassa brevifolia
contiene un minimo porcentaje de galantamina, este alcaloide presenta un efecto inhibitorio
reversibles de AChE y BUChE debido a sus efectos colinérgicos centrales (Elisha et al., 2013), asi mismo
se sabe que exhiben numerosas actividades prometedoras como antibacteriales, antivirales o efectos
antiinflamatorios (Jahn et al., 2012).

D .
. Hemantamina
H H
Figura 6-3: Estructura de la hemantamina Figura 7-3: Estructura de la galantamina.
Fuente: (Jahn et al., 2012) Fuente: (Ortiz et al., 2017).

No se encontraron estudios fitoquimicos de Phaedranassa brevifolia. En comparacién con el perfil
de alcaloides estudiados de otras especies como: Phaedranassa schizantha, Phaedranassa cinerea,
Phaedranassa dubia, Phaedranassa glauciflora y Phaedranassa tunguraguae, a excepcion de las dos
primeras especies, el resto presentan licorina como el alcaloide mas representativo en porcentajes de:
54,10 %, 75,01 % y 46,97 % respectivamente (Inca, 2017; Baldedn, 2018; Montero, 2018). Por otra parte el
alcaloide mas representativo de Phaedranassa schizantha fue la haemantamina con el 20,50 % y de

Phaedranassa cinérea es galantamina con 10,24 % (Vinueza, 2014; Salazar, 2017).

3.3 Porcentaje de inhibicion de AChE por el extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia.
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3.3.1 Primer screening de inhibicion de AChE por parte del extracto alcaloidal de P. brevifolia

Esta es la primera fase, se realiza el screening determinando seis concentraciones, obteniendo el

porcentaje de inhibicion que se muestran a continuacion en la Tabla3-3.
Tabla 3-3. Porcentaje de inhibicion de AChE del primer
screening del extracto de Phaedranassa brevifolia

Concentraciones del 9% de inhibicion de AChE

extracto alcaloidal (ng/m

1 35,46+0,78
10 65,47+1,02
50 77,15+2,57

100 93,69+0,82
150 98,29+1,56
200 99,74x0,77

Realizado por: Jessica Robles, 201

Los valores obtenidos del primer screening, mostraron que el 1Cso Se encuentra en las concentraciones
de 1 pg/mL (35,46+0,78) y 10 pg/mL (65,47+1,02), por tanto, se definieron las concentraciones
finales a usarse para el célculo del ICso: 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.1 pg/mL.

Tabla 4-3. Resultados obtenidos en la actividad inhibitoria del extracto

alcaloidal de Phaedranassa brevifolia sobre AChE expresada como ICso

Compuesto ICsopg/mL  Acetilcolinesterasa
(AChE)

Phaedranassa brevifolia 3,45+0,29

R?=0,96

Galantamina* 0,30+0,02

R?=0,99

El resultado es el promedio de 3 repeticiones

Realizado por: Jessica Robles, 2018

Se evalud la actividad inhibitoria de P. brevifolia sobre la enzima acetilcolinesterasa. Este resultado
fue la repeticion por triplicado en 3 dias consecutivos, monitoreando en simultdneo la galantamina
como el compuesto de referencia y el extracto alcaloidal al mismo tiempo. Con el resultado obtenido

se calculd el I1Cso.(1kematsu et al., 2017).
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El célculo del I1Cso se realiz6 a partir de la ecuacion de la recta que surge de la gréfica bidimensional
entre concentraciones (eje de abscisas) y el promedio del porcentaje de inhibicion (eje de ordenadas),
obteniéndose los resultados mencionados en la Tabla 5-3.

El extracto de P. brevifolia presenta una actividad inhibitoria sobre la enzima de acetilcolinesterasa
con un ICs de 3,45+0,29 pg/mL. En comparacion al compuesto de referencia que es la galantamina
con un ICspde 0,30£0,02 pg/mL, lo cual presenta una alta actividad inhibitoria media.

No existen estudios previos sobre la especie P. brevifolia pero en investigaciones realizadas sobre
otras especies del mismo género se reporta que Phaedranassa cinerea present6 un ICso de 37,60 +
0,09 pg/mL (Salazar, 2017), Phaedranassa dubia con un ICso de 25,48 + 0,39 pug/mL (Inca, 2017),
Phaedranassa glauciflora con un ICsy de 39,94 + 5,09 pg/mL (Baldeon, 2018) y Phaedranassa
tunguraguae con un ICso de 11,12 + 1,87 ug/mL (Montero, 2018), permitiendo evidenciar que
Phaedranassa brevifolia presenta una actividad inhibitoria alta frente AChE en comparacion a otras
especies del mismo género. Cabe destacar estos estudios puesto que las especies mencionadas son
endémica del Ecuador.

No obstante, si se compara dicha actividad con especies de otros géneros de Amaryllidaceae como
algunas encontradas en Argentina, Habranthus jamesonii SJ, Rhodophiala mendocina NQN, que
presentan un IC50 2,0 + 0,11 pg/mL y 2,0 = 0,20 ug/mL respectivamente (Ortiz et al., 2012), se puede

observar claramente que estas poseen una actividad inhibitoria mayor a la obtenida por P. brevifolia.

Al comparar este resultado con el perfil de alcaloides identificados en CG-ME, se vuelve evidente la
presencia de galantamina con un porcentaje mayor a 0,1, mismo que no resulta tan representativo.
Por otra parte, el compuesto ain no identificado m/z 303*?; [M=303]*®, es el mas abundante con
33,49%, de modo tal que se asume la posibilidad de que sea un alcaloide distinto a galantamina pero

con alta actividad inhibitoria para acetilcolinesterasa.

Dentro de los alcaloides identificados crinina es considerada un neuroprotector, como lo determind
en el estudio “Actividad neuroprotectora e inhibitoria de la acetilcolinesterasa de cinco especies de
Amaryllidaceae(Cortes et al., 2015), el cual presenta un uso potencia en el tratamiento previo de

Alzheimer, mas no en inhibicion de acetilcolinesterasa ya que presenta un ICso de 461 + 14.

Por otro lado, se encuentra al alcaloide hamayna que presenta un ICso de 553 + 3, el cual al igual que

crinina nos indica que no presenta inhibicion sobre acetilcolinesterasa (lkematsu et al., 2017).
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Por tanto, se podria comparar con estudios donde galantamina no es el componente principal para la
inhibicion de acetilcolinesterasa. Asi se encontrd que: el estudio de Cortes et al, se revelé que el
extracto alcaloidal de Zephyranthes carinata, presenta los alcaloides 3-epimacronina y licoramina,
que son de interés para la inhibicion de acetilcolinesterasa con un ICso de 5,97+0,24 pg/mL. Esto
indica que a pesar que el grupo de galantamina es conocido por su potencial utilidad en el tratamiento
de Alzheimer, también otros alcaloides pueden ser selectivos para esta enfermedad(Cortes et al.,
2014), por lo tanto, relacionando el resultado obtenido de Phaedranassa brevifolia con esta
investigacion se puede deducir que el compuesto en estudio podria ser el responsable de la actividad

inhibitoria encontrada..

3.4 Porcentaje de inhibicion de BUChE por el extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia.

3.4.1 Primer screening de inhibicion de BUChE del extracto alcaloidal de Phaedranassa
brevifolia

Se seleccionaron cuatro concentraciones iniciales, 1, 10, 50, 100 pug/mL, para definir posteriores
concentraciones para el ensayo de inhibicién de BuChE. Por consiguiente, se presenta los porcentajes

de inhibicion.

Tabla 5-3. Porcentaje de inhibicion de BuChE del primer
screening del extracto de Phaedranassa brevifolia.

Concentraciones del % de inhibicién de

extracto alcaloidal BuChE
(ng/mL)
1 -21,78+2,01
10 -9,98+0,55
50 12,29+1,38
100 30,90+1,69

Realizado por: Jessica Robles, 2018

Los resultados presentados en la Tabla 5-3 indican que el valor del 1Cs del extracto alcaloidal es
superior a los 100 pg/mL, por tanto se modifican las concentraciones para un segundo screening, que

se muestran a continuacion en la Tabla7-3.
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Tabla 6-3. Porcentaje de inhibicién de BUChE del segundo
screening del extracto de Phaedranassa brevifolia.
Concentraciones del % de inhibicion de BUChE

extracto alcaloidal
(ng/mL)
5 -19,52+0,79
10 -9,33+0,52
25 -10,19+1,58
50 2,4240,29
100 23,32+1,37
150 36,26+0,52

Realizado por: Jessica Robles, 2018

Los valores obtenidos del segundo screening, mostraron que el 1Cso Se encuentro por encima de los
150 pg/mL, ya que siendo la méxima concentracion tenemos un porcentaje de 36 % y el objetivo es
obtener una inhibicion del 50 %, por tanto se definieron las concentraciones definitivas, a emplearse
en ensayos posteriores, 250, 200, 150, 100, 50, 25 pg/mL.

Tabla 7-3. Resultados obtenidos de la actividad inhibitoria del extracto
alcaloidal de Phaedranassa brevifolia sobre BuChE expresada como 1Cso

Compuesto ICsopng/mL Butirilcolinesterasa
(BuChE)

Phaedranassa brevifolia 58,89+0,55

R2=0,97

Galantamina* 5,00+0,36

R?=0,96

El resultado es el promedio de 3 repeticiones

Realizado por: Jessica Robles, 2018

Se evaluo la actividad inhibitoria de Phaedranassa brevifolia sobre la enzima butirilcolinesterasa.
Este resultado surgio de la repeticion por triplicado en 3 dias consecutivos, monitoreando en
simultaneo galantamina, como el compuesto de referencia, y el extracto alcaloidal. Con el resultado

obtenido se calculd el 1Cso, de igual manera que se realizé con AChE.(lkematsu et al., 2017).

33



El extracto de Phaedranassa brevifolia presenta una actividad inhibitoria sobre la enzima
butirilcolinesterasa con un 1Cs de 58,89+0,55 ug/mL, que en comparacion al compuesto de referencia
galantamina que tiene un ICso de 5,00+0,36 pg/mL; es por esto que se considera activo para BuChE,
como lo fue para AChE. Como se mencion0 en el apartado anterior, este resultado puede atribuirse
al compuesto aln no identificado m/z 303*%; [M=303]*", ya que el porcentaje de galantamina no

resulta muy representativo.

Es importante tomar en cuenta que el género Phaedranassa solo se ha estudiado en Ecuador por el
momento, siendo las Unicas especies vegetales con las que se puede comparar, ya que se aplicado el
mismo método modificado de Ellman et al, por consiguiente el estudio de, Phaedranassa cinérea
presentd un ICso de 108,50 + 8,98 ug/mL (Salazar, 2017), Phaedranassa dubia con un ICso de 114,96 +
4,94 ug/mL(Inca, 2017), Phaedranassa glauciflora con un I1Cso de 323,62 + 3,51 ug/mL (Baldeon, 2018)
y Phaedranassa tunguraguae con un ICsy de 64,49 + 1,34 ug/mL (Montero, 2018), permitiendo
evidenciar que Phaedranassa, cuenta con destacable actividad inhibitoria frente BUChE, en unos

casos Yy en otros, baja actividad.

Como se puede apreciar los resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de P.
brevifolia es mucho mayor para AChE. En ese sentido, se ha demostrado en varios estudios que los
alcaloides de la familia Amaryllidaceae inhiben bastante bien AChE y en menor medida BUChE, ya

gue muestran mayor selectividad por la primera enzima (Ortiz, 2016).

Por otra parte, existen estudios de otro género de Amaryllidaceae, con actividad inhibitoria
significativa frente butirilcolinesterasa como Galanthus cilicicus con un ICso de 8,14 ug/mL (Kaya et
al., 2017) y Narcisus poeticus con un I1Cs, de 23,0 £ 1,0 ug/mL (Bastida et al., 2002), valores muy cercanos

al rango de galantamina entre 14 y 22 pg/mL (Ortiz, 2016).
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CONCLUSIONES

Se efectud la extraccion de alcaloides del bulbo de la especie Phaedranassa brevifolia
siguiendo un protocolo que se basé en cambios de pH y el uso de solventes orgénicos,
obteniendo un rendimiento de extraccion de 0,049 %.

La identificacion del perfil alcaloidal por CG-EM determind la presencia de 4 moléculas aun
no identificadas, resultando el compuesto aln no identificado m/z 303*?, [M=303]*", como
el més abundante (33,49 %) y 7 alcaloides conocidos, pancratinina C, haemantamina,
vittatina/crinina, galantamina y 11-hydroxivittatina/lhamayna, siendo éste el mas

representativo con 18,80% de abundancia.

El extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia presentd una actividad inhibitoria alta
frente a AChE y BUChE, expresados en un ICsy de 3,45+0,29 pg/mL y 1Cso € 58,89+0,55
pg/mL, respectivamente. Galantamina mostré una mayor actividad, cuyos valores fueron de
ICso de 0,30+0,02 pg/mL para acetilcolinesterasa e 1Cso de 5,00+0,36 pg/mL para

butirilcolinesterasa.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo investigaciones sobre las cuatro moléculas no identificadas, con el fin

de determinar su identidad, ya que una de ellas presenta un alto porcentaje (33,49 %).

Por otro lado, se conoce que Phaedranassa brevifolia se encuentra en el libro rojo de especies en
peligro de extincion, por lo que se recomienda la iniciacion de estudios, en conjunto con carreras
afines a la temética, acerca de la micropropagacion, conservacion y cuidado del habitat de la especie

mencionada.

Puesto que los alcaloides identificados presentan una actividad antitumoral, se recomienda a
posterioridad, la ejecucion de analisis exhaustivos de dichos alcaloides, con los que se pudiera,

obtener nuevos farmacos destinados a tratar el cAncer de mama y leucemia.
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ANEXOS

ANEXO A: Recoleccidn de la especie Phaedranassa brevifolia, entre Imbabura y Carchi

Especie vegetal recolecta en etapa de crecimiento

ANEXO B: Preparacion del material vegetal

Limpieza minuciosa y cortados en fragmentos pequefios del bulbo para proceder a secar.



ANEXO C. Obtencion del extracto crudo

Sonicacidn y filtrado del extracto crudo de Phaedranassa brevifolia.

ANEXO D. Extraccion de alcaloides de Phaedranassa brevifolia




ANEXO E. Obtencién del extracto de alcaloides totales.

ANEXO F. Determinacion de la actividad inhibitoria enzimatica
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ANEXO G. Curva de inhibicion de acetilcolinesterasa de la fraccion alcaloidal de Phaedranassa
brevifolia empleada en el calculo del 1Cso realizado en 3 dias consecutivos
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ANEXO H. Curva de inhibicidn de butirilcolinesterasa de la fraccion alcaloidal de Phaedranassa
brevifolia empleada en el célculo del I1Cs realizado en 3 dias consecutivos.
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ANEXO J. Autorizacion de orden de movilizacion de especimenes Nro. MAE-CGZ1-DPAI-2018-
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ANEXO K. Guia de movilizacion de especimenes de flora silvestres
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