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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa
(AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) del extracto de alcaloides de la especie vegetal
Phaedranassa dubia, perteneciente a la familia Amaryllidaceae. A partir del extracto bruto
obtenido por maceracion en metanol del bulbo seco y triturado, se obtuvo la fraccion alcaloidea
mediante el empleo de un protocolo de extraccion basado en cambios de pH y uso de solventes
organicos. Se aplicé Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) con
el fin de identificar los alcaloides presentes en el bulbo de Phaedranassa dubia y determinar sus
respectivos porcentajes. La evaluacion de actividad inhibitoria se realizd en base a la
metodologia modificada de Ellman et al., usando galantamina como compuesto de referencia. El
método empleado tuvo que ser previamente acondicionado en funcion a las caracteristicas
fisicas, ambientales y de equipamiento del laboratorio utilizado, para la posterior obtencion de
la concentracion inhibitoria 50 (ICso). Se obtuvo un porcentaje de rendimiento de alcaloides del
0,2%, la CG-EM mostré un total de 9 alcaloides identificados presentes en el bulbo de
Phaedranassa dubia siendo los méas representativos licorina (54,10%), assoanina (13,77%),
galantamina (4,54%) y anhidrolicorina (3,71%); a su vez se encontraron 3 alcaloides aun no
identificados (m/z 264, m/z 280, m/z 285). El extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia
mostré una actividad inhibitoria sobre AChE expresada como ICso de 25,48 + 0,39 ug/mL, en
tanto que el compuesto de referencia galantamina exhibié un resultado de 0,30 = 0,01 pg/mL.
En cuanto a la actividad inhibitoria sobre BUChE el extracto de alcaloides totales presenté un
ICso de 114,96 £ 4,94 pg/mL, mientras que el valor para galantamina fue 4,41 + 0,24 pg/mL.
Para ambas colinesterasas los resultados de actividad inhibitoria no superan al compuesto de
referencia galantamina y se evidencia mayor afinidad del extracto de alcaloides hacia AChE. Se
recomienda realizar estudios fitoquimicos y farmacoldgicos més profundos de Phaedranassa

dubia de Ecuador, ya que las investigaciones sobre esta especie son escasas.

Palabras clave: <BIOQUIMICA> <FITOQUIMICA>, <EXTRACTO DE ALCALOIDES>
<BULBO (Phaedranassa dubia)> <ACTIVIDAD INHIBITORIA> <COLINESTERASAS>
<GALANTAMINA> <ENFERMEDAD DE ALZHEIMER>

XV



SUMMARY

The research aimed to determine the inhibitory activity of acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BuChE) of the alkaloids extract from plant species Phaedranassa dubia,
belonging to the Amaryllidaceae family. From the gross extract obtained by maceration in
methanol of the dry and shredded bulb was used a protocol for extraction of alkaloids based on
changes of pH and organic solvents use. Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(CG-EM) was applied with the objective of identifying the alkaloids present in the bulb of
Phaedranassa dubia and determining their respective percentages. (GC-MS). The inhibitory
activity was determined on the basis of the modified methology of Ellman et al., using
galanthamine as a reference compound. The employed method had to be developed based on the
physical, environmental and equipment characteristics of the laboratory used, for the subsequent
obtaining the half maximal inhibitory concentration (ICsp). It was obtained a performance
percentage of alkaloids of 0,2%. GC-MS showed a total of 9 identified alkaloids present in the
bulb from Phaedranassa dubia being the most representative lycorine (54,10%), assoanine
(13,77%), galanthamine (4,54%) and anhydrolycorine (3,71%); in turn 3 unidentified alkaloids
(m/z 264, m/z 280, m/z 285) were found. The extract of alkaloids from Phaedranassa dubia
showed inhibitory activity of AChE expressed as I1Cso of 24,48 + 0,39 pg/mL, with respect to the
reference compound galanthamine whose result was 0,30 + 0,01 pg/mL. As regards the
inhibitory activity of BUChE presented an 1Cso of 114,96 + 4,94 pg/mL, being the value of
galanthamine 4,41 + 0,24 pg/mL. For both cholinesterases inhibitory activity results not exceed
reference galanthamine compound and there is evidence of greater affinity of the extract of
alkaloids to AChE. It is Recommended phytochemical and pharmacological studies more deep

from Phaedranasa dubia of Ecuador, research on this species are scarce.

Keywords: <BIOCHEMISTRY> < PHYTOCHEMISTRY>, <ALKALOIDS EXTRACT>
<BULB (Phaedranassa dubia)> <INHIBITORY ACTIVITY> <CHOLINESTERASES>
<GALANTHAMINE> <ALZHEIMER’S DISEASE>
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer es considerada un problema social muy grave para millones de
personas y para los sistemas nacionales de salud de todo el mundo, es una de las principales
causas de muerte en los paises desarrollados siguiendo a las enfermedades cardiovasculares y el

cancer (Romano et al., 2007, p.9).

Sin duda, lo que hace que esta enfermedad tenga un impacto tan grande es su caracter
irreversible, dificultades en el diagnoéstico, la falta de un tratamiento curativo y la carga que los

afectados representan a sus familias (Romano et al., 2007, p.9).

Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS), en el mundo existen 47,5 millones de
personas que tienen demencia y cada afio incrementan 7,7 millones de casos. En el afio 2016, el
Alzheimer se consider6 la causa mas comun de demencia con un 60 % - 70% de los casos (OMSs,

2017).

En Ecuador en el afio 2014, la Fundacion Trascender con Amor, Servicio y Excelencia (TASE)
junto con otras instituciones que trabajan con adultos mayores plantearon a la Comision del
Derecho a la Salud de la Asamblea Nacional la inclusion del capitulo “Alzheimer y otras
demencias” en el Codigo Organico de la Salud ya que al ser esta enfermedad la cuarta causa de
mortalidad en el pais se necesita que el estado la reconozca de interés prioritario y se creen los
protocolos suficientes que garanticen su evaluacion, diagndstico temprano y tratamiento

inmediato de quienes la padecen (Asamblea Nacional del Ecuador, 2014).

El Ministerio de Salud Pablica del Ecuador, dentro de sus prioridades de investigacion de salud
2013 — 2017, incluydé una linea de investigacién enfocada a las enfermedades neuroldgicas
siendo una de sus sublineas la enfermedad de Alzheimer, con el fin de optimizar recursos para
realizar investigaciones que aporten positivamente al tratamiento de esta patologia, logrando asi
coordinar esfuerzos de todos los actores del sistema de salud; y de esta manera alcanzar los

objetivos del Plan Nacional del Buen Vivir (Ministerio de Salud Pablica, 2013).

El Alzheimer es un tipo de demencia progresiva e irreversible que presenta como su sintoma

mas temprano el déficit de memoria, aunque su etiologia atn no esta bien definida se establecen



multiples factores que provocan esta patologia, como es el deterioro de la neurotransmision
colinérgica en el cerebro provocada por una disminucién de los niveles de acetilcolina; lo cual

interviene indiscutiblemente en la patogénesis y progresion de esta enfermedad (Gabriel et al.,
2017, p.3).

Por lo tanto, la mayoria de los tratamientos farmacol6gicos empleados en esta patologia estan
enfocados a la inhibicion de las enzimas hidroliticas acetilcolinesterasa (AChE) y
butirilcolinesterasa (BuChE) que juegan un papel fundamental en la neurotransmisién

colinérgica en el cerebro reduciendo el metabolismo de acetilcolina (Li et al., 2017, p.5).

Estudios han comprobado que un namero significativo de compuestos producidos por plantas
inhiben la acetilcolinesterasa y ya son usados como inhibidores potentes de esta enzima y por

ende son una alternativa importante en el tratamiento del Alzheimer (Konrath et al., 2013, p.1704).

Siendo este el caso de la familia de plantas Amaryllidaceae que contiene alcaloides con alta
afinidad al sistema nervioso central que intervienen en su actividad ejerciendo una amplia gama
de efectos fisiologicos interesantes, dentro de los cuales la actividad inhibitoria de

acetilcolinesterasa es la mas relevante (Cortes et al., 2015, p.5).

Como lo menciona Ortiz y colaboradores en su articulo “Alkaloids from Hippeastrum
argentinum and Their Cholinesterase Inhibitory Activities: An in Vitro and in Silico Study” la
familia Amaryllidaceae es una fuente bien conocida de alcaloides que inhiben Ia

acetilcolinesterasa y en menor medida, la butirilcolinesterasa (Ortiz et al, 2016).

El alcaloide galantamina es un inhibidor competitivo de la acetilcolinesterasa, actualmente

utilizada para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Lépez et al., 2002, p.2522).

Aun habiéndose conseguido la sintesis de galantamina a nivel industrial, este alcaloide
exclusivo de la familia Amaryllidaceae se obtiene principalmente por extraccion de materias
primas vegetales. Sin embargo, la cantidad obtenida es insuficiente respecto a las necesidades

del mercado, que siguen aumentando anualmente (CYTED., 2016).

Ante este contexto, actualmente la investigacion en quimica medicinal esta enfocada en la

busqueda de nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa con actividades



multifuncionales y multiobjetivo que puedan ser potencialmente usados en el tratamiento de la

enfermedad de Alzheimer. (Huan et al, 2014, p.15)

La actividad inhibitoria de estas enzimas hidroliticas es determinada mediante la técnica
colorimétrica propuesta por Ellman y colaboradores en el afio 1961 (Eliman etal, 1961) usando

extractos de plantas que se sospecha presentan este tipo de actividad.

Torras-Claveria y colaboradores, en el afio 2013 evaluaron la actividad inhibitoria de méas de
100 plantas del género Narcissus (Amaryllidaceae), en donde la galantamina fue encontrada en
97 de estas (Torras-Claveria et al, 2013, p.237-244); comprobando asi la eficiencia de esta técnica y la

presencia de este tipo de compuestos en la familia vegetal Amaryllidaceae.

Varios grupos de investigacion estan enfocando sus esfuerzos en este tipo de estudios como es
el caso del Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED) y su
proyecto La Biodiversidad Iberoamericana como fuente de recursos naturales para su
explotacion sostenible (BIFRENES) que tiene como objetivo establecer las bases para
el aprovechamiento de recursos naturales en busqueda de principios activos para el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas, generando

capacitacion de personal para la explotacion sostenible de dichos recursos. (CYTED., 2016)

En Ecuador existen 36 especies de plantas de la familia Amaryllidaceae de las cuales 15 son
endémicas y en su mayor parte pertenecen a los géneros Phaedranassa y Eucrosia (Oleas, 2011,
p.87) las mismas que no han sido sometidas a ningun tipo de estudio que permitan determinar si
uno o varios de los alcaloides que sintetizan puedan ser potencialmente utilizados para el

tratamiento de Alzheimer.

Por lo cual, este trabajo de investigacion que forma parte del proyecto BIFRENES de la red
CYTED tiene como objetivo determinar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia, especie de la familia
Amaryllidaceae ubicada en la Sierra ecuatoriana y de esta manera contribuir a la investigacion
en nuestro pais y a la basqueda de posibles mejoras en el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General.

Determinar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de

alcaloides de Phaedranassa dubia.

Objetivos especificos.

e Obtener el extracto de alcaloides de los bulbos de la especie vegetal Phaedranassa dubia

mediante un protocolo basado en cambios de pH y uso de solventes organicos.

e Identificar los alcaloides presentes en el extracto obtenido mediante Cromatografia de Gases

acoplada a Espectrometria de Masas.

e Acondicionar el método modificado de Ellman et al. para el estudio de inhibicion de
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa de acuerdo a las condiciones fisicas ambientales y
de equipamiento del Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de

Chimborazo.

e Comparar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de

alcaloides de Phaedranassa dubia, frente al compuesto de referencia galantamina.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Familia de plantas Amaryllidaceae

Amaryllidaceae es una familia de plantas monocotileddneas herbaceas perennes con raices

bulbosas y flores muy vistosas. Se sabe que existen cerca de 70 géneros y 1600 especies

localizadas principalmente en regiones tropicales y subtropicales a nivel mundial siendo sus

centros principales de distribucion América del Sur, Norte y Sur de Africa y la region

mediterranea de Europa (Laboratorio de Sistemética de Plantas Vasculares, 2013).
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Figura 1-1: Distribucion geografica de la familia Amaryllidaceae

Fuente: (Acosta Leon, 2013, p.8)

1.2. Alcaloides de Amaryllidaceae

La familia de plantas Amaryllidaceae posee un grupo exclusivo de alcaloides de tipo

isoquinolina que han sido aislados de préacticamente todos los géneros de esta familia. EI primer

alcaloide aislado fue licorina a partir de la especie vegetal Narcissus pseudonarcissus en 1877



desde entonces se han producido grandes progresos en el estudio de estas plantas, pero aun

quedan fuentes fotoquimicas sin explorar (Bastida, Lavilla y Viladomat, 2006, p.89).

Hasta la actualidad se han aislado aproximadamente 300 alcaloides de esta familia de plantas

que se clasifican en 9 grupos distintos que se observan en la figura 2-1.

Montanina Galantamina

Tazetina

Figura 2-1: Tipo de alcaloides presentes en la familia Amaryllidaceae
Fuente: (Bastida et al., 2011, p.67)

1.3. Amaryllidaceae en Ecuador

En Ecuador existen 36 especies de plantas de la familia Amaryllidaceae de las cuales 15 son
endémicas y en su mayor parte pertenecen a los géneros Phaedranassa y Eucrosia localizadas
principalmente en el norte de la cordillera de los Andes, las especies endémicas de esta familia
se encuentran distribuidas entre los 0 y 4000 metros de altitud, en habitats diferentes como
bosques andinos, valles secos interandinos y bosques del litoral seco y himedo. Todas estas
especies endémicas se encuentran amenazadas, 6 en peligro de extincion y 4 vulnerables por lo

que su explotacion deberia ser controlada (Oleas, 2011, p.87; Minga et al., 2015; Meerow et al., 2015).



1.4. Phaedranassa

Phaedranassa es un género de la familia Amaryllidaceae determinado por Herbert en el afio de
1845 a partir de un espécimen originalmente llamado P. chloracra (oleas, 2011, p.7). Abarca 10
especies de plantas, de las cuales, 8 se encuentran en Ecuador y los tres restantes en Colombia y
Costa Rica (Meerow, 1990; Minga et al, 2015).

Son consideradas especies de montafia, frecuentemente crecen colonizando bordes de carreteras,
y por lo general entran en floracion después de la temporada seca de verano (Meerow, 1990;
Minga et al, 2015).

Las especies del género Phaedranassa son gedfitas. Tienen bulbos cubiertos por una tunica
color marrén y raices contréctiles. Presentan una lamina eliptica o lanceolada, con un &pice

agudo y una base estrecha hacia el peciolo (Meerow, 1990).

Las hojas tienen una vena central prominente en toda su longitud. Tienen hojas, que varian en el
color y el tamafio dependiendo de las especies. Phaedranassa desarrolla una inflorescencia
pseudo-umbrela que presenta de 6 a 20 flores de forma tubular. Las flores son actinomorfas,
cada flor presenta seis pétalos, que suelen ser de color verde en la base desde el apice vy al final

de tonalidad rojo, rosa, amarillo o naranja (Meerow, 1990).

Ademas, presentan 6 estambres libres anclados en la base a los pétalos. Los filamentos
estaminales son 3 y presenta unas anteras son de color amarillo o verde. El ovario es inferior y
con multiples dvulos. El fruto es una capsula que contiene muchas semillas aladas de color

marrén oscuro o negro generalmente de forma plana (Meerow, 1990).

En Ecuador encontramos las especies Phaedranassa brevifolia, P. cinérea, P. dubia, P.
cuencana, P. glauciflora, P. tunguraguae, P. schizantha, P. viridiflora (oless, 2011, p.7). Su

distribucién se evidencia en la figura 3-1.
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Figura 3-1: Distribucion geogréfica de especies del
género Phaedranassa en Ecuador.
Fuente: (Oleas, 2011, p.79)

1.5. Phaedranassa dubia

Figura 4-1: Phaedranassa dubia

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

Phaedranassa dubia conocida cominmente como cebolla de gallinazo o papa del lobo es nativa
de Colombia y Ecuador en este Gltimo se encuentra en las provincias andinas de Carchi,

Imbabura, Pichincha y Napo, desde los 2000 hasta los 4000 metros sobre el nivel del mar.



Esta especie se caracteriza por ser una hierba terrestre con un bulbo de 6 x 4.5 cm, dos a tres
hojas raramente presentes en antesis, peciolo de hasta 10 cm de largo; cuenta con 4 flores de
hasta 6 cm de largo, campanuladas y tubuladas, tépalos rosados, verde con amarillo hacia los
margenes y con una franja delgada amarilla cerca del ovario, presenta fruto en forma de capsula

de hasta 15 x 27 mm y semillas con testa negra, brillosa (Plantas nativas de la hoya de Quito, 2002).

Phaedranassa dubia
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Interpretacion: las areas oscuras indican presencia de la especie

Figura 5-1: Mapa de distribucion de Phaedranassa dubia.
Fuente: (Oleas, 2011, p.79)

1.6. Enfermedad de Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa, irreversible con caracteristicas patoldgicas
y clinicas diferentes; que ataca a las neuronas de la corteza cerebral, asi como a sus estructuras

adyacentes provocando su muerte (Rodriguez, 1997, p.2-7).

En etapas tempranas esta enfermedad se manifiesta con el olvido de actividades sencillas que se
puede atribuir a la vejez, los sintomas van apareciendo paulatinamente, siendo los mas comunes
la pérdida de las capacidades cognitivas, dificultad para tomar decisiones y realizar las tareas
cotidianas, cambios de personalidad y aparicion de conducta problematica. En su etapa

avanzada provoca demencia y finalmente la muerte (Romano et al., 2007, p.9).



1.6.1. Factores de riesgo

Edad. La edad es considerada el principal factor de riesgo para esta enfermedad, la prevalencia

de Alzheimer se duplica cada 5 afios tomando como inicio los 60 afios de edad (Barranco-Quintana
et al. 2005, p.613-618).

Sexo. Se menciona que existe mayor prevalencia de enfermedad de Alzheimer en mujeres que
en hombres lo que se relaciona a una mayor expectativa de vida mas no a factores de riesgo

especificos relacionados con el sexo (Barranco-Quintana et al. 2005, p.613-618).

Genéticos. Se ha demostrado una asociacion importante entre la EA y ciertas mutaciones en el
mapa genético de los individuos que afectan a personas entre 30 a 75 afios, dentro de los més

importantes se encuentran:

- La proteina precursora del amiloide (APP) y el péptido amiloideo: la funcién fisioldgica
de la APP no esta bien definida, aunque se la considera una base patogénica de la EA; un
hallazgo comun en esta patologia es el deposito del péptido amiloideo APs; a nivel
extracelular procedente de la degradacién de la APP, la acumulacion de este péptido
amiloideo causa la pérdida sinaptica y la muerte selectiva de neuronas afectando asi al

desarrollo de la EA (Fernandez, Rodriguez y Combarros, 2013, p.39-44).

- Mutaciones en el gen de la proteina precursora del amiloide: se asociado mutaciones del
gen de la APP situado en el brazo corto del cromosoma 21 con el inicio precoz de la

enfermedad de Alzheimer (Fernandez, Rodriguez y Combarros, 2013, p.39-44).

- Genes de Presenilina: los genes de presenilina que intervienen en el catabolismo de la APP
pueden contribuir a la formacion de pequefios péptidos amiloides téxicos que van a
desencadenar la fisiopatologia de la EA, por lo que mutaciones en estos genes estan
relacionadas directamente con el desarrollo de esta enfermedad (Fernandez, Rodriguez y
Combarros, 2013, p.39-44).

- Gen de apolipoproteina E (APOE): las mutaciones del gen de la APOE principalmente

del alelo €4 actualmente son el factor de riesgo mas analizado en esta enfermedad.
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1.6.2. Lesiones cerebrales en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un tipo de demencia senil que en sus inicios se manifiesta en el
I6bulo temporal especificamente en la zona del giro dentado del hipocampo, lo que se ha
relacionado con los problemas de memoria a corto plazo. Consecutivamente afecta al 16bulo
parietal desencadenando la pérdida del conocimiento de héabitos diarios y, finalmente,
compromete el I6bulo frontal, lo que ocasiona problemas de comportamiento. La consecuencia

final es la muerte neuronal en estas zonas del cerebro (Wilhelmsen, 1999, p.7120-7121).

Ademas de la muerte neuronal caracteristica en esta patologia, es comun encontrar en los
pacientes que la padecen dos tipos de estructuras aberrantes las placas seniles y los ovillos

neurofibrilares (Haas, 1999).

Las placas seniles son depdsitos extracelulares compuestos por péptido B-amiloide, al contrario
de los ovillos neurofibrilares que son depdsitos intracelulares formados por filamentos
helicoidales emparejados o PHF en los que la proteina asociada a los microtibulos conocida
como tau (1), en forma modificada es el componente que se encuentra en mayor proporcion

(Haas, 1999).

La proteina precursora de amiloide (APP) es una proteina integral de membrana con una region
extracelular, otra intramembranal y otra citoplasmica, que en condiciones normales permanece
anclada a la membrana o puede cortarse liberando la regién extracelular por accion de la enzima
secretasa a. En condiciones patoldgicas intervienen la secretasa B y y que provocan cortes en
APP lejanos al sitio de anclaje de membrana lo que da lugar a la formacion de péptido B-
amiloide que puede autoagregarse para formar estructuras como las placas seniles que son

toxicas para las neuronas (Haas, 1999).

Las placas seniles aumentan con la edad del paciente, mientras que el grado de demencia esta
relacionado con la muerte de neuronas en lugares especificos y con el nimero de ovillos

neurofibrilares (Arriagada et al., 1992, p.632).

1.6.3. Lesion de los sistemas de neurotransmisores

El primer sistema que se ve afectado en esta patologia es el colinérgico, la actividad de la

enzima colinacetiltransferasa (ChAT) que interviene en la sintesis de acetilcolina es
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anormalmente baja en el cerebro de pacientes que presentan esta enfermedad, principalmente en

regiones afectadas por el Alzheimer como el hipocampo y la corteza cerebral (Delacourte, 2002,

p.3).

La enzima acetilcolinesterasa es responsable de la degradacién de acetilcolina en la hendidura
sinaptica, los farmacos que la inactiva aumentan las concentraciones de acetilcolina
produciendo un efecto positivo en la estimulacion de las funciones cognitivas de los pacientes

con Alzheimer (Delacourte, 2002, p.3).

Ademas, es importante destacar que al parecer existe una relacion importante entre la proteina

precursora de amiloide (APP) y la acetilcolina (Delacourte, 2002, p.3).

La degeneracién neurofibrilar se extiende a gran velocidad en las regiones corticales y
subcorticales lo que provoca afectacion en varios sistemas de neurotransmisores ademas del
colinérgico como son el glutamatérgico, monoaminérgico, serotoninérgico y dopaminérgico
(Delacourte, 2002, p.3).

1.6.4. Fases de la enfermedad de Alzheimer

Inicial: sintomatologia ligera, el enfermo mantiene su autonomia y requiere supervision para

realizar tareas complejas.

Intermedia: sintomas de gravedad moderada, el enfermo requiere de un cuidador para realizar

tareas cotidianas.

Terminal: estado avanzado y terminal de la patologia, el enfermo depende completamente de

su cuidador. (Romano et al. 2007, p. 10).

1.6.5. Tratamiento farmacolégico del Alzheimer

Los tratamientos farmacoldgicos que deben prescribirse sistematicamente una vez que ha sido
diagnosticada la enfermedad de Alzheimer son los inhibidores de la colinesterasa (donepecilo,
rivastigmina, galantamina), memantina y fArmacos para los problemas conductuales (Sanchez et al.

2015, p. 4316-4322). A continuacion, se detallan cada uno de ellos
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Inhibidores de la colinesterasa

Los inhibidores de colinesterasa son el resultado de una larga investigacion referente a la
atenuacion del déficit colinérgico caracteristico de la enfermedad de Alzheimer, conocido desde

la segunda mitad del siglo pasado (Sanchez et al. 2015, p. 4316-4322).

Los resultados de los ensayos clinicos han demostrado soélidamente que estos inhibidores
estabilizan el curso cognitivo de esta patologia durante nueve meses, pasado este plazo el
paciente continla empeorando a un ritmo similar a los pacientes que no han recibido el
tratamiento, se trata por tanto de beneficios modestos, pero claramente establecidos lo que

justifican su uso en pacientes con buena tolerancia a estos farmacos (Sanchez et al. 2015, p. 4316-
4322).

Memantina

Se trata de un antagonista parcial del receptor n-metil-d-aspartato del glutamato, que esta
implicado en el aprendizaje. Este farmaco posiblemente actle reduciendo la entrada de calcio en

las neuronas y evitando asi la degeneracién y muerte neuronal (Sanchez et al. 2015, p. 4316-4322).

Memantina produce un ligero beneficio cognitivo y conductual (agitacién/agresividad) a partir
de la fase moderada de esta patologia. Se ha estudiado las ventajas de una terapia combinada
con inhibidores de la colinesterasa, de forma que los resultados obtenidos no han sido del todo
concluyentes, pero parece existir un beneficio adicional cognitivo y conductual en los pacientes

tratados con donepecilo (Sanchez et al. 2015, p. 4316-4322).

Farmacos para los problemas afectivos y conductuales

La utilizacion de este tipo de farmacos debe estar enmarcada en una serie de principios
fundamentales, en primer lugar, se debe tomar en cuenta que no exista contraindicacién o
intolerancia con el tratamiento de inhibidores de colinesterasa 0 memantina que esté recibiendo
el paciente. En segundo lugar, es necesario analizar los riesgos y beneficios de la administracion

de estos farmacos y la dosis que requiere el individuo (Sanchez et al., 2015, p. 4320).

Finalmente, el tratamiento debe personalizarse de acuerdo a las caracteristicas concretas de cada
paciente, especialmente en lo que respecta a la comorbilidad fisica, los tratamientos

concomitantes y el perfil de efectos adversos esperables (Sanchez et al., 2015, p. 4320).
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Los principales fairmacos que pertenecen a este grupo son los antidepresivos, benzodiacepinas,

neurolépticos y antiepilépticos (Sanchez et al., 2015, p. 4320).

1.6.6. Tratamiento no farmacoldgico

Se entiende por tratamiento o terapia no farmacoldgica en la enfermedad de Alzheimer aquella
actuacion no quimica, teéricamente sustentada, estructurada y replicable que produce un

beneficio clinicamente relevante (Sanchez et al., 2015, p. 4316-4322).

Los tratamientos no farmacoldgicos recomendados para las personas que padecen esta patologia

aparecen en la tabla 1-2.

Tabla 1-1: Terapias no farmacolégicas (TNF) recomendadas en la enfermedad de Alzheimer.

Terapia no farmacoldgica Caracteristicas esenciales

Estimulacion cognitiva Sesiones grupales, tematicas, en las que se ponen en juego capacidades
cognitivas.

Estimulacion cognitiva Se afiade, a la estimulacién cognitiva, reminiscencia, ejercicio aerobico,

enriquecida psicomotricidad, entrenamiento de actividades de la vida diaria,
talleres, etc.

Entrenamiento de Ejecucion completa y sin error de actividades de la vida diaria,

actividades de la vida diaria ~ ofreciendo la menor ayuda necesaria

Intervenciones conductuales ~ Analisis y modificacion de los antecedentes y consecuencias de la

conducta, con el familiar cuidador.

Entrenamiento cognitivo Ejercicios individualizados dirigidos a la mejora de capacidades

cognitivas especificas

Rehabilitacién cognitiva Uso de estrategias de restauracion o de compensacion para mantener la
autonomia o la satisfaccion en funciones o actividades relevantes desde

el punto de vista individual.
Musicoterapia Empleo de la masica de forma individual o en grupo, activa o pasiva,
para mejorar la afectividad, la conducta y la comunicacién

Reminiscencia Elaboracion y empleo de materiales del pasado remoto para mejorar la

efectividad y la orientacion.

Ejercicio aerdbico Ejercicios de fortalecimiento de musculatura, equilibrio y coordinacion.

Fuente: (Sanchez et al. 2015, p. 4316-4322)
Realizado por: Alexandra Inca. 2017
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1.7. Acetilcolina

En 1921 Otto Loewi demostré mediante un sencillo experimento la presencia de un mediador
quimico al estimular la inervacion autondémica del corazén de una rana. Esta sustancia fue
caracterizada quimicamente en el afio de 1929 y recibi6é el nombre de acetilcolina dado que su

estructura quimica consta de un éter del acido acético y la colina (Flores y Segura, 2005, p.315).

El efecto fisiolégico méas importante de la acetilcolina es la reduccion de la permeabilidad de
potasio, de tal manera que las neuronas sensibles a este neurotransmisor son mas susceptibles a

otras influencias excitatorias (Flores y Segura, 2005, p.315).

Todas las regiones de la corteza cerebral estan inervadas por acetilcolina, por lo que no es de
extrafar que la funcidn cortical esté fuertemente influida por este neurotransmisor lo que se ve
reflejado principalmente en los fendmenos de activacién cortical, paso de suefio a vigilia y

memoria (Flores y Segura, 2005, p.315)

1.8.  Neurotransmision colinérgica

La informacidn entre las neuronas se transmite a través de sustancias quimicas conocidas como
neurotransmisores, que se liberan en la sinapsis como respuesta a un estimulo especifico, una
vez que esta sustancia ha sido liberada actGa en receptores especificos y altamente selectivos
localizados en la neurona postsindptica. Uno de los neurotransmisores que cumple con este
proceso es la acetilcolina, se calcula que del 5% al 10% de los procesos sinapticos son de tipo

colinérgico (Flores y Segura 2005, p.316).

La acetilcolina es sintetizada a partir de la colina que se acumula en las neuronas colinérgicas

mediante su reaccion con la acetil CoA y bajo la influencia de la colinacetiltransferasa (Flores y
Segura 2005, p.316).
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Figura 6-1: Sintesis de acetilcolina
Fuente: (Flores y Segura 2005, p.316)
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La sintesis de acetilcolina ocurre en el citosol y posteriormente es almacenada gracias a la
accion de un transportador en vesiculas sinapticas que por medio de un proceso de exocitosis

dependiente de calcio seran liberadas al espacio sinaptico (Garcia y Gandia, 2002, p.6-7).

Una vez liberada, la acetilcolina se va unir con receptores muscarinicos y nicotinicos
localizados tanto a nivel presindptico como postsinaptico. Los receptores muscarinicos
localizados a nivel postsinéptico, generalmente del subtipo M1 parecen estar relacionados con
procesos de aprendizaje, mientras que los localizados a nivel presinaptico, fundamentalmente
del subtipo M2 ejercen un efecto de retroalimentacién negativa, reduciendo la liberacion de

acetilcolina (Garcia y Gandia, 2002, p.6-7).

Una vez ejercida su accion sobre los diferentes receptores colinérgicos, este neurotransmisor es
rapidamente liberado en la hendidura sindptica por accion de la acetilcolinesterasa que degrada
la acetilcolina en colina y éacido acético, siendo la colina recaptada en su mayor parte por la
terminal presindptica para ser reutilizada para la sintesis de nueva acetilcolina (Garcia y Gandia,

2002, p.6-7).
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Figura 7-1: Neurotransmision colinérgica

Fuente: (Flores y Segura, 2005, p.7)
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1.9. Acetilcolina y su papel en el Alzheimer

Setenta afios después de la descripcion del Alzheimer, Davis y Maloney descubrieron una
marcada disminucién de acetilcolina en los cerebros de los pacientes que padecen esta patologia
provocando algunos de los sintomas que la caracterizan como es el déficit de memoria y le

dieron el nombre de lo que hoy conocemos como hip6tesis colinérgica (Davies y Maloney, 1976).

Esta hipotesis postula que la restauracion de la neurotransmision colinérgica es una estrategia
atil para mejorar la disponibilidad de acetilcolina sinaptica y mejorar la memoria en este tipo de

pacientes (Schliebs y Arendt, 2006, p.1626).

La primera estrategia propuesta para el tratamiento del Alzheimer fue el uso de precursores de
acetilcolina como la lecitina o la colina, pero la dosis requerida era muy alta no obteniendo el
efecto esperado. Se pens6 en administrar agonistas postsinapticos de acetilcolina para aumentar
el efecto de la poca colina que permanecia en sinapsis, pero produjo efectos toxicos. Finalmente
se busco aumentar la vida media de la acetilcolina y los inhibidores de la enzima que destruye

este neurotransmisor resultaron ser el tratamiento ideal (Alpizar y Morales, 2003, p.50-53).

Por definicion, los inhibidores de acetilcolinesterasa intervienen en este proceso al interactuar
con la enzima e inactivarla, la duracion de la accion colinesterasica depende de la intensidad con
que se fijan a la enzima y de la rapidez con que se revierte dicha fijacion (Alpizar y Morales, 2003,

p.50-53).

Las acciones farmacoldgicas son resultado de la inactivacion de la acetilcolina en los sitios
donde ésta se libera fisiologicamente, tanto en el sistema nervioso central como en las
terminaciones nerviosas periféricas, sométicas o vegetativas. Su efecto més importante es la
activacion generalizada y aumento de la situacion de vigilia el mismo que se aprovecha en el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Alpizar y Morales, 2003, p.50-53).

1.10. Colinesterasas

Augustinsson en 1963 definidé a las colinesterasas como un grupo de esterasas capaces de

hidrolizar un elevado nimero de ésteres de colina a mayor velocidad que otros ésteres (Vidal,
1981, p.234).
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Las colinesterasas se clasifican dependiendo de sus caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas en
dos grupos. Por una parte, la colinesterasa verdadera o acetilcolinesterasa que hidroliza a la
acetilcolina mucho mas rapido que a otros ésteres de colina y es menos activa frente a la
butirilcolina y, por otro lado, la colinesterasa plasmatica, sérica o butirilcolinesterasa que
hidroliza a la butirilcolina, pero también a la acetilcolina. Ambas familias de enzimas muestran

reactividad con inhibidores especificos (Sanchez y Salceda, 2008, p.45)

1.11. Acetilcolinesterasa (AChE)

La acetilcolinesterasa es una enzima presente en la mayoria de los seres vivos invertebrados y
vertebrados que pertenece al grupo de las hidrolasas (EC. 3.1.1.7). Se localiza en el sistema
nervioso central y en los musculos, es responsable de la regulacién de la concentracién de
acetilcolina, neurotransmisor que interviene en la sinapsis colinérgica, permitiendo la

transmisién de la sefial nerviosa en el sistema nervioso central y periférico (Wiesner et al., 2007,
p.417).

1.12. Butirilcolinesterasa (BuChE)

La enzima butirilcolinesterasa es una hidrolasa sintetizada en el higado su funcion radica en
hidrolizar ésteres de colina como procaina, tetracaina y aspirina, la concentracion de BuChE

disminuye cuando los hepatocitos estan alterados.

Esta enzima interviene en la hidrélisis de acetilcolina con menor especificidad que la

acetilcolinesterasa, mientras que muestra su maxima actividad sobre la succinilcolina (Vasquez y
Osorio, 2000, p.272).

1.13. Colinesterasas en la enfermedad de Alzheimer

La acetilcolinesterasa (AChE) en el cerebro es 10 veces mas abundante que la
butirilcolinesterasa (BuChE), mientras que esta Ultima se encuentra en altas concentraciones en
el intestino, higado, corazén y pulmones. En el cerebro la distribucion de estas enzimas es
diferente, la AChE esta localizada dentro de la sinapsis y la BUChE fuera, especificamente en

las células gliales, plasma y fluidos intersticiales (Wilkinson et al. 2004, p. 9).
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Existe una relacion estrecha entre la butirilcolinesterasa glial y la acetilcolinesterasa sinéptica,

lo que permite que la BUChE hidrolice la acetilcolina cuando la AChE es inhibida.

En la enfermedad de Alzheimer, los niveles de BUChE cerebral aumentan, mientras que los
niveles de AChE disminuyen. De forma similar, los niveles de fluido cerebroespinal (LCR) de

BuChE aumentan y los de AChE disminuyen Alzheimer (Wilkinson et al. 2004, p. 9).

La BuChE estd ampliamente distribuida en las regiones cerebrales afectadas en la enfermedad
de Alzheimer, como la corteza temporal, el hipocampo y la amigdala; esto ha dado origen a la
teoria de que el metabolismo de la acetilcolina puede llegar a ser méas dependiente de la
actividad de la BuChE que de la actividad de la AChE a medida que progresa la enfermedad
Alzheimer (Wilkinson et al. 2004, p. 9).

Los experimentos in vitro han demostrado que el tratamiento con inhibidores de la colinesterasa
afecta a los niveles de AChE en el SNC de pacientes con enfermedad de Alzheimer, provocando

resultados finales positivos. (Wilkinson et al. 2004, p. 9).

1.14. Inhibidores de Colinesterasas

Los inhibidores de las colinesterasa comprenden un amplio grupo de compuestos quimicos con
diferentes propiedades quimicas como son los farmacos, toxinas naturales, pesticidas, entre

otros (Pohanka, 2011, p.222-225).

Los inhibidores de acetilcolinesterasa juegan un papel primordial en los procesos bioquimicos
del cuerpo humano debido a la importancia fisioloégica de esta enzima mientras que los
inhibidores de butirilcolinesterasa tienen principalmente importancia diagnodstica (Pohanka, 2011,

p.222-225).

Por ejemplo, los farmacos que suprimen los sintomas de la enfermedad de Alzheimer a través
de su impacto en el sistema colinérgico son predominantemente inhibidores selectivos de la
acetilcolinesterasa, aunque los inhibidores selectivos de butirilcolinesterasa también han sido
investigados como farmacos potenciales para la enfermedad de Alzheimer, pero en menor grado

(Pohanka, 2011, p.222-225).
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La inhibicion de la acetilcolinesterasa también juega un papel importante en la toxicologia del
agente nervioso, sin embargo, inhibidores de butirilcolinesterasa pueden sustituir temporalmente
al antes mencionado y es capaz de hidrolizar lentamente acetilcolina acumulada (Pohanka, 2011,

p.222-225).

Los compuestos que inhiben AChE se pueden dividir en tres grupos basicos:

Compuestos gque se enlazan en el sitio activo interactuando con agentes esteriticos: los
inhibidores de la parte estérica que se encuentran en el sitio activo son compuestos con la
estructura quimica de los organofosforados o derivados de los carbamatos. La interaccion de
este tipo de inhibidores se da con la triada presente en el sitio activo, principalmente con el
residuo serina de la misma, mediante la formacién de ésteres estables que inactivan el sitio

activo (Pohanka 2011, p. 222-225).

Compuestos que interactian con la cavidad aromatica: en general este tipo de compuestos
interactian también con el sitio activo. No obstante, la cavidad aromatica no se considera un
blanco terapéutico para inhibidores de colinesterasas; sin embargo, compuestos como la
galantamina y el decamethonium (obtenido por sintesis) presentan interacciones con esta

cavidad y son usados como medicamentos (Pohanka 2011, p. 222-225).

Compuestos unidos al sitio anidnico periférico (B): es uno de los principales blancos que se
estudian en la busqueda y disefio de medicamentos para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. La formacion de placas amiloides en las redes neuronales es caracteristica de la
enfermedad de Alzheimer este proceso puede ser acelerado por la interaccion en el subsitio
periférico anidnico; por lo que, si un compuesto interactia con este sitio anionico, las placas
amiloides no interactuarian con €l. Entre los compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa que
interactan con este subsitio tenemos la huperzina A (aislada de Huperzia serrata) y el
donepezil (como mezcla racémica), que son medicamentes comercializados para el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer, siendo la primera ademas de muy potente con pocos efectos

secundarios lo que la diferencia de los otros inhibidores de acetilcolinesterasa (Pohanka, 2011, p
222-225)
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1.15. Galantamina

La galantamina es un alcaloide terciario aislado por primera vez en 1952 del bulbo de
Galanthus woronowii, posteriormente ha sido encontrada en otras plantas pertenecientes a la

familia Amaryllidaceae, principalmente especies de narcisos y en especial Galanthus nivalis
(Bastida, Viladomat y Llabres, 1990, p. 4).

La actividad anticolinesterasica de este alcaloide se identifico casi inmediatamente, desde ese
entonces se realizaron los ensayos clinicos de registro que culminaron con la comercializacion

del farmaco con el nombre de Reminyl® que es una sal, el bromhidrato de galantamina (Garcia y
Gandia, 2002, p.188-189)

La galantamina es un inhibidor reversible, competitivo y especifico de la acetilcolinesterasa,

actlia sobre la via colinérgica a través de dos mecanismos:

e Bloquea la accion de la enzima acetilcolinesterasa (Garcia y Gandia, 2002, p.188-189).

e Produce una modulacién alostérica de los receptores nicotinicos, tanto presinapticos como
postsinépticos, de acetilcolina aumentando la afinidad de ésta por los receptores, lo cual ha
demostrado que da lugar a una proteccién de las neuronas frente a la acumulacion del

péptido B-amiloide y la toxicidad del glutamato, hechos caracteristicos de la enfermedad
(Hager et al., 2014).

1.16. Ensayos de inhibicion de acetilcolinesterasa

Para evaluar la capacidad inhibitoria de acetilcolinesterasa de un extracto o0 compuesto existen

varios métodos expuestos en literatura. En la tabla 1-3 se muestran los mas relevantes.

Estos métodos estdn basados en la capacidad de la acetilcolinesterasa de hidrolizar la
acetilcolina en acetato y colina, los productos de esta hidrdlisis pueden ser detectados

directamente o revelados mediante la formacion de complejos fluorescentes o coloreados
(Castellanos, 2014, p. 21).
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Tabla 2-1: Ensayos de inhibicion de acetilcolinesterasa.

TIPO DE ENSAYO

Método colorimétrico usando
Acido Ditiobis-nitrobenzoico
(DTNB) y Acetiltiocolina

Método colorimétrico usando
acetato de 1-naftilo y Fast
Blue Salt (FBS)

Método Quimio luminiscente
implementando en técnicas

HTS

Método colorimétrico usando
K3(F€CN)6 Yy FeCI3.6H20

Fuente: (Castellanos-Castillo 2014, p.22)
Realizado por: Alexandra Inca, 2017

1.17. Método de Ellman

DESCRIPCION

Formacion de un compuesto de color amarillo, donde la
inhibicién se observa como manchas de color blanco o

disminucion del color amarillo

Formacion de un compuesto coloreado (purpura) por la
reaccion entre el naftol, producto de hidrélisis del acetato
de 1-naftilo, y el compuesto azoico FBS. Las manchas de

inhibicién son blancas.

Reacciones enzimaticas acopladas para producir
quimioluminiscencia, determinada por la emision de luz

producida por el luminol y la peroxidasa utilizada

Formacion de un complejo coloreado azul en presencia de
sales de hierro. La inhibicién de la enzima se observa como

manchas amarillas claras.

El método de Ellman (1961) consiste en una determinacion colorimétrica sencilla y rapida que

detecta la aparicion de tiocolina producida por la hidrdlisis del sustrato acetiltiocolina por la

acetilcolinesterasa (Tecles, Subiela y Cerén 2001, p.68).

La tiocolina reacciona con el &cido 5,5"- ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) que actia como

croméforo produciendo un compuesto de color amarillo, el &cido 5-tio-2-nitrobenzoico, que se

puede medir espectrofotométricamente a una longitud de onda de 412 nm (Tecles, Subiela y Cerén

2001, p.68).

22



H,0 + (CH,);NCH,CH,5COCH, _ACNE _ (CH,),NCH,CH,S™ + CH,C00™ + 2H"

Acetiltiocolina Tiocolina Acetato

O,N 5-S NO,

" 00C CO0
Ditiobisnitrobenzoato

(CH,),NCH,CH,S-S NO, + S -NO,

Co0’ co0

Anién del acido tionitrobenzdico

(color amarillo)

Figura 8-1: Reaccion enzimaética en la que se basa el método de Ellman et al. para determinar

la actividad inhibitoria de colinesterasas.
Fuente: (Ellman et al. 1961, p.88-95)

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

La cromatografia de gases es una técnica que tiene la capacidad de conseguir la separacién de
mezclas de alta complejidad. Una vez que los componentes individuales de una muestra
problema han sido separados, detectados e incluso cuantificados, él Unico dato disponible para
la identificacién de cada uno de ellos es el tiempo de retencion de los correspondientes picos
cromatogréficos, dato que no es suficiente para una identificacion inequivoca y aun mas si

hablamos de muestras con un alto nimero de componentes (Gutiérrez y Droguet, 2002, p.37).
Por otra parte, la espectrometria de masas es capaz de identificar casi sin errores cualquier

componente puro, pero no puede identificarlos si no estan previamente separados, debido a la

complejidad del espectro obtenido (Gutiérrez y Droguet, 2002, p.37).
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Por lo tanto, la asociacion de estas dos técnicas permite la separacion e identificacion de
mezclas complejas. El acoplamiento ente un cromatégrafo de gases y un espectrometro de
masas reune la excelente capacidad de separacion que ofrece el cromatédgrafo con la sensibilidad

y capacidad de aportar informacion estructural del espectrometro (Fleurence et al., 1999, p.27).

En la técnica GC-MS, una mezcla de componentes es inyectada en el cromatdgrafo de gases la
misma se separa en la columna cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan instantaneamente al espectrometro de masas.
Cada componente se registra en forma de pico cromatografico y es identificado mediante su

espectro de masas (Gutiérrez y Droguet 2002, p.37).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo y en el Laboratorio de Biologia molecular de la
Universidad Nacional de Chimborazo. Los resultados de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas se obtuvieron gracias a la colaboracion con la Universitat de Barcelona

(Esparia).

2.2. Recoleccion del material vegetal

La especie Phaedranassa dubia en estado de floracion se recolectd en el canton Cotacachi, a

3000 metros sobre el nivel del mar, en la provincia de Imbabura.

2.3. ldentificacion botanica

La identificacion botéanica de la planta fue realizada por la Dra. Nora Oleas, botanica

responsable del herbario de la Universidad Indoamérica (Quito — Ecuador).
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2.4. Equipos materiales y reactivos

2.4.1. Equipos

Tabla 1-2: Equipos utilizados.

EQUIPO

Estufa de secado RedLine by Binder

Molino Arthur H. Thomas C.O
Balanza analitica HDM

Agitador magnético

Refrigerador

Congelador (-20°C)

Congelador (-14°C)

Sonicador

Rotavapor

pH-metro

Espectrofotometro Elisa BioTeK ELx800
Cabina de flujo laminar BIOBASE
Agitador de tubos

Agitador de microplacas
Cronémetro

Cromatégrafo de gases acoplado a Espectrometro de
masas

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

PROCEDIMIENTO

Secado de droga vegetal
Reduccién de volumen de extracto de alcaloides.

Reduccion de tamafio de droga seca
Pesajes en varios procedimientos

Preparacion de reactivos

Conservacion de reactivos y muestras

Obtencidén de extracto crudo

Concentracion de extractos

Extraccion de alcaloides

Determinacién de actividad inhibitoria de

colinesterasas

Identificacion de alcaloides
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2.4.2. Materiales

Tabla 2-2: Materiales de laboratorio utilizados.

MATERIALES PROCEDIMIENTO
Balones de aforo 10, 100 mL
Pipeta graduada 1, 5 mL
Pipetas volumétrica 10 mL
Probeta 25, 100 mL Preparacion de reactivos
Espatula y micro espéatula
Frascos plasticos tipo viales 5 mL
Frascos ambar de vidrio 500, 1000 mL
Frasco ambar de vidrio 1000 mL
Probeta 10, 50 mL
Papel filtro
Embudo y tripode
Bal6n para rotavapor Extraccion de alcaloides
Embudo de separacion 500 mL
Vaso de precipitacion 100, 250, 500 mL
Frasco de vidrio tipo vial 10 mL
Desecador
Tubos Eppendorf para microcentrifuga 0,5y 1,5 mL
Tubos plasticos graduados con tapa rosca 35 mL
Puntas amarillas, azules, blancas para micropipeta

Microplacas de 96 pocillos

Dispensador de liquido para pipeta multicanal

Bloques de hielo reutilizables Determinacion de la actividad

— — . inhibitoria de colinesterasas
Caja térmica de Poliestireno expandido 4, 19 L

Gradillas para tubos

Cajas porta-tubos

Toallas de papel tipo tissue y toalla
Papel aluminio

Piseta

Realizado por: Alexandra Inca. 2017
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2.4.3 Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos utilizados.

REACTIVO ENSAYO

Metanol CH4O Obtencion de extracto crudo

Acido sulfurico H2S04 (2% V/V)

Eter etilico (C2Hs)2
Extraccion de alcaloides

Hidroxido de amonio NH4OH (25% V/V)

Acetato de etilo (CsHsO2)

Sulfato de sodio anhidro (Na2SQ4)

Goma arabiga

Fosfato dipotésico (K2HP04)

Bifosfato de Sodio (NaH2POa)

Cloruro de Sodio (NaCl)

Fosfato de disodio (NazHPO4)

Acido clorhidrico 0.5 N (HCI) o . e
Determinacion de actividad inhibitoria

Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus. de colinesterasas

Butirilcolinesterasa de suero equino

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

Yoduro de Acetiltiocolina

Yoduro de Butiriltiocolina

Galantamina pura

Agua destilada Preparacion de reactivos y lavado de

- materiales
Agua grado farmacéutico

Realizado por: Alexandra Inca. 2017
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2.5. Acondicionamiento del material vegetal

Se utiliz6 como material vegetal los bulbos de Phaedranassa dubia, los mismos que fueron
limpiados y cortados en trozos de aproximadamente 2 centimetros, posteriormente se secaron a
60°C en la estufa RedLine by Binder por 48 horas. Una vez seco el material vegetal, se procedid

a molerlo en un molino de cuchillas giratorias marca Arthur H Thomas CO.

2.6. Obtencion del extracto de alcaloides

Se pesaron 20g de material vegetal seco y triturado para su maceracion con 800 mL de metanol
durante 72 horas, aplicando bafios de ultrasonido en intervalos de 1 a 2 horas. Posteriormente,
se filtr6 el extracto metandlico y el solvente se evapor6é a presion reducida empleando un
rotavapor a una temperatura de 50°C. El extracto bruto obtenido, fue sometido a acidificacién
con H,SO4 (2% v/v) y a su limpieza con éter etilico, logrando asi separar la fase orgéanica
compuesta por materias neutras como clorofilas, ceras y mucilagos de la fase acuosa, rica en

alcaloides (Acosta Ledn, 2013, p.7).

La fase acuosa acida se basificod con NH,OH (10% v/v) hasta conseguir un pH aproximado de
10 y a continuacion, los alcaloides fueron extraidos mediante el uso de acetato de etilo,

quedando retenidos en la fase organica (Acosta Ledn, 2013, p.7).

En dicha fase se afiadi6 sulfato de sodio anhidro y goma arabiga para eliminar los restos de
agua, consecutivamente se filtro para eliminar los componentes previamente afiadidos.
Inmediatamente, el solvente fue evaporado a presion reducida empleando rotavapor a una

temperatura de 45°C, obteniendo asi el extracto rico en alcaloides (Acosta Ledn, 2013, p.7).
Finalmente, el extracto rico en alcaloides se disolvid con un pequefio volumen de metanol, para
facilitar su traspaso a un nuevo envase; posteriormente, el solvente fue evaporado con ayuda de

una estufa de secado RedLine by Binder, durante 24 horas para ser conservado a 24°C (Acosta
Leodn, 2013, p.7).

El esquema de extraccion de los alcaloides de Phaedranassa dubia se muestra en la figura 1-2
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20g de material vegetal seco y triturado (Bulbo)

¥

Macerar con 800 mL de metanol por 72 horas aplicar
bafio de ultrasonido en intervalos de 1-2 horas.

¥
Extracto bruto liquido
v
Evaporacion del solvente a presion reducida.
(Rotavapor)
v
Extracto bruto seco
¥
Acidificar con 150 mL de &cido sulfurico al 2%
¥
Extracto bruto acido
¥
Desengrasar con éter etilico (4 veces)
|
v v
Fase acuosa acida Fase organica
./

Basificar con NH4OH 25% hasta
alcanzar pH 10 aproximadamente.

Fase acuosa bésica
Extraccion con acetato de etilo (4 veces)
|
v v
Fase organica Fase acuosa bésica

Afadir Sulfato de sodio
anhidro y goma arabiga, filtrar.

Evaporar el solvente a presion ALCALOIDES
. —_—
reducida. (Rotavapor)

Figura 1-2: Procedimiento de obtencion del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia

Fuente: (Acosta Leon, 2013, p.7)
Realizado por: Alexandra Inca B.
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2.7.Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

A partir del extracto de alcaloides disuelto en metanol, se procedi6 a la realizacion de
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

Se emple6 el Cromatdgrafo de Gases de Agilent, modelo 6890, acoplado a un espectrometro de
masas de impacto electrénico (modelo 5975) que opera a 70eV a una temperatura de 230°C en
la fuente i6nica. El cromatografo dispone de una columna SAPIENS-X5-MS (30m x 0,25mm x

0,25um), siendo su fase estacionaria la fenilmetilsilicona al 5%.

El programa de temperatura utilizado fue:

e Aumento inicial desde 55 °C a 100 °C (60 °C/min).
e 2 minutos a 100 °C.

e Aumento desde 100 °C a 180 °C (15 °C/min).

e 1 minuto a 180 °C.

e Aumento desde 180 °C a 300 °C (5 °C/min)

Se trabajo a una temperatura de 280 °C en el inyector y el flujo de He fue de 0,8 ml/min y se usé
el modo splitless. Como alcaloide estandar de referencia para todos los andlisis se emple6

codeina.

En la obtencién y el analisis de los datos espectrales se utilizo el software AMDIS 2.71 (NIST),

el cual permitio verificar la pureza de las sefiales y el célculo de indices de retencién.

2.8. Preparacion de muestra de alcaloides y compuesto de referencia.

2.8.1. Muestra de alcaloides

Se prepard una solucién madre de concentracion 10 mg/mL para lo cual se pes6 10 mg del
extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia en un eppendorf y se disolvié con 100 uL de
metanol, para mezclar se usé agitador vortex por 10 minutos. Posteriormente, se afiadieron 900
uL de PBS y se homogenizé con ayuda de bafio ultrasonido y agitador vortex, se dejaron
precipitar las particulas y las alicuotas necesarias para preparar las diluciones se tomaron del

sobrenadante.
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2.8.2. Compuesto de referencia

Como compuesto de referencia se empled galantamina quimicamente pura, a partir de la cual se
prepard una solucién madre de concentracion 3,48 x 10 M, partiendo de esta se realizaron las

diluciones necesarias.

2.9. Acondicionamiento del método modificado de Ellman et al.

La determinacion de actividad inhibitoria de colinesterasas de Phaedranassa dubia se realizd
bajo la metodologia establecida por Ellman et al. (1961), con algunas modificaciones de Ortiz et
al. (2016), protocolo actualmente empleado en el Instituto de Biotecnologia, Facultad de

Ingenieria de la Universidad de San Juan (Argentina).

Previo a la obtencion de los resultados finales fue necesario adaptar este método a las
condiciones fisicas, ambientales y equipamiento del laboratorio de Biologia Molecular de la

Universidad Nacional de Chimborazo (UNACH) en donde se realizé el analisis.

2.10. Determinacidn de la actividad inhibitoria de AChE y BuChE.

Una vez establecidas las condiciones necesarias para emplear la modificacion del método, se

llevd a cabo el ensayo de inhibicion en una microplaca de 96 pocillos.

Se adiciond con 50 pL de las enzimas AChE o BuChE disueltas en buffer fosfato salino
(K2HPO4 8 MM, NaH,PO, 2.3 mM, NaCl 0.15 M en agua grado farmacéutico, pH 7.5), y 50 uL

de la muestra de alcaloides/galantamina disueltas en el mismo buffer.

La microplaca se incub6 durante 30 minutos a una temperatura de 21°C y se afiadi6é 100 pL de
sustrato (DTNB 0,005 M + ATC 0,03 M o BTC 0,03 M en Na,HPO. 0,04 M, pH 7,5). La
absorbancia se ley6 en un Espectrofotometro Elisa BioTeK ELx800 a 405nm 5 minutos después

de la adicion del sustrato.

Las concentraciones de las muestras evaluadas se expresaron como pg/mL para los extractos y

como UM para compuestos puros, los resultados de ICso cuyo valor se encontré por encima de
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200 pg/mL para extractos y por encima de 200 pM para compuestos puros, se consideran

inactivos.

Las concentraciones del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia empleadas para los
ensayos de inhibicion en el caso de AChE fueron 1, 5, 10, 20, 50, y 100 pg/mL y para BuChE
10, 20, 50, 100, 150 y 200 pg/mL. La galantamina se usé como compuesto de referencia.

Las enzimas utilizadas fueron AChE de la anguila eléctrica Electrophorus electricus (C3389) y
BuChE de suero equino (C7512), mientras que los sustratos utilizados en cada caso fueron
Yoduro de Acetiltiocolina (A5751) y Yoduro de Butiriltiocolina (20820). Para generar la
reaccion de color se utiliz6 acido ditionitrobenzoico (DTNB, D-8130) todos adquiridos a la

empresa Sigma-Aldrich.

2.11. Anadlisis de Datos

Las absorbancias obtenidas fueron procesadas en el software Microsoft Excel para obtener el

porcentaje de inhibicion, aplicando la formula:
%I =100 M_5M X 100
o c BC

Donde;:

M lectura muestra
C: lectura control
BM: lectura blanco muestra

BC: lectura blanco control.

2.11.1. Curva de inhibicion para la determinacion del 1Cso
Se graficd la curva de inhibicion ubicando en el eje de abscisas (X) la concentracion del extracto
de alcaloides y en el eje de ordenadas (Y) los porcentajes de inhibicién. A continuacién, se

agregd una linea de tendencia logaritmica y con la ecuacion de la misma se calculd la
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concentracion inhibitoria 50 (ICso), que representa la concentracion a la cual se inhibe el 50% de
la actividad enzimatica.

Los valores de ICso obtenidos son las medias + SD de tres determinaciones individuales, cada
una de las cuales se realizé por triplicado.
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CAPITULO 1l

3. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencién del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia

Para la obtencién del extracto de alcaloides se emplearon 20 g de material vegetal, cuyo

porcentaje de rendimiento de extraccion se muestra a continuacion:

Tabla 1-3: Porcentaje de rendimiento de alcaloides de Phaedranassa dubia.

Parte de  Peso muestra Volumen de Extracto ricoen % Rendimiento
la planta seca solvente Alcaloides de alcaloides
(Maceracion)
Bulbo 20 g 800 mL 40 mg 0,2%

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

A partir del extracto bruto obtenido por maceracion en metanol del bulbo de Phaedranassa
dubia seco vy triturado, se emple6 un protocolo de extraccion de alcaloides basado en cambios

de pH y uso de solventes organicos consiguiendo un rendimiento del 0,2%.

3.2. Identificacién de alcaloides por Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de
masas.

El andlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del extracto de

alcaloides de Phaedranassa dubia present6 los resultados reflejados en la tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Alcaloides identificados por CG-MS en bulbos de Phaedranassa dubia.

Alcaloide Rt RI % Total
Galantamina 23,418 24329 4,54
m/z 285 24,603 2509,7 <0,1
Codeina 24,135 24794 6,07
a-dihidrocaranina 24,898 2528,8 0,47
Anhidrocaranina 25,133 25441 3,71
Caranina 25,413 2562,2 <0,1
2,4-didehidro-2-dehidroxilicorina 25,608 25749 0,59
11,12-dehidroanhidrolicorina 26,655 2645,7 1,23
Licorina 29,060 28124 54,10
Assoanina 30,207 28919 13,77
2-hidroxihomolicorine 30,644 29222 0,62
m/z 280 31,586 2987,6 <0.1
m/z 264 31,699 29954 0,33

Interpretacion: Rt (Tiempo de retencién), RI (indice de retencién), %Total (Porcentaje de abundancia respecto a la mezcla total),
m/z (relacién masa/carga).
Fuente: Universitat de Barcelona

Realizado por: Luciana Tallini, 2017

El extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia presenta un total de 9 alcaloides identificados,
siendo licorina su componente mayoritario encontrdndose en un 54,10 %. Dentro de los
alcaloides de abundancia significativa mayor al 3% se encuentran; assoanina (13,77 %),
galantamina (4,54 %) y anhidrolicorina (3,71 %). A su vez, se encontraron compuestos de tipo
alcaloideo con un porcentaje menor al 2% como 11,12-dehidroanhidrolicorina (1,23 %), 2-
hidroxihomolicorina (0,62 %), 2,4-didehidro-2-dehidroxilicorina (0,59 %), a-dihidrocaranina
(0,47 %) y caranina (<0,01 %). Ademas, se encontraron 3 alcaloides aun no identificados (m/z
280, m/z 264, m/z 285).

En general, se puede observar que el extracto de alcaloides estudiado presenta 4 componentes

significativos como son licorina, assoanina, galantamina y anhidrolicorina.
La licorina, encontrada en esta especie en un porcentaje mayor al 50 %, es considerada el

alcaloide méas comun dentro de las especies de la familia Amaryllidaceae y muestra una amplia

gama de propiedades bioldgicas (McNulty et al., 2009, p.914). Dentro de las propiedades bioldgicas
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de este alcaloide resalta su actividad antiprotozoaria frente a Paramecium caudatum y antivirica

sobre el virus Polio I, Coxsackie y Herpes simplex (Bergofion, 1994, p.162).

La licorina es considerada un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa de importancia en
enfermedades neurodegenerativas (Lépez etal. 2002), propiedad que parece asociarse con la
presencia de dos grupos hidroxilo en algunos de los alcaloides de este tipo estructural (Bastida et
al., 2011, p.67). Ademas, es conocida como un quimioterapéutico potencial, demostrandose su
capacidad antiproliferativa de una serie de lineas celulares de cancer (Likhitwitayawuid et al., 1993,

p.1332); ¥ se considera un potente antiinflamatorio (McNulty et al., 2009, p.914).

El segundo alcaloide mas abundante en esta especie, es la assoanina un derivado de las
pirrolofenantridinas descubierto en 1956 por Wildman et al., que posee propiedades
anticancerigenas (Caballero, 2012, p.128-129), y actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa que
podria explicarse por un anillo aroméatico C presente en su estructura, lo que le da cierta

planaridad a su molécula (Bastida et al., 2011, p.67).

Por otro lado, el extracto de Phaedranassa dubia contiene 4,54 % de galantamina que es un
alcaloide con usos farmacéuticos definidos, comercializado por primera vez en 2001 como un
inhibidor de acetilcolinesterasa relativamente selectivo de accion prolongada, con menos
actividad inhibidora de butirilcolinesterasa y algunos efectos secundarios gastrointestinales

descritos (Konrath et al., 2013, p.1703).

La Unica estrategia farmacoterapéutica que ha demostrado una eficacia significativa para
mejorar la sintomatologia de los pacientes que sufren la enfermedad de Alzheimer es la
encaminada a evitar la degradacion de acetilcolina. Dentro del grupo de farmacos que cumplen
esta funcion se encuentra la galantamina, que evita la degradacion del neurotransmisor;
favoreciendo la elevacion de los niveles de acetilcolina en la hendidura sinéptica, mejorando asi
la cognicion del paciente (Gandia et al, 2006, p.474). Ademas, mejora la transmision colinérgica
mediante la modulacién alostérica de los receptores nicotinicos y se ha utilizado para tratar los

sintomas de otras formas de demencia.

Actualmente, la galantamina es aislada de los bulbos de narcisos de la familia Amaryllidaceae
por la industria farmacéutica, lo que ha generado un interés exponencial en el aislamiento y
caracterizacion de los alcaloides de los bulbos de varias especies de esta familia de plantas

(Konrath et al., 2013, p.1704).
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En cuanto a la anhidrolicorina presente en el extracto de alcaloides de esta especie, es un
derivado de la licorina que contiene varias propiedades bioldgicas dentro de las cuales resalta su
capacidad para inhibir la biosintesis del acido ascérbico, la inhibicién del crecimiento y la
division celular en plantas superiores, algas y levaduras. Ademas, posee una notable actividad
antibacteriana. Pero la caracteristica mas importante de este alcaloide es su actividad
antitumoral significativa, misma que esta siendo estudiada por diversos investigadores (Guo etal.,

2016, p.3).

3.3. Acondicionamiento del método modificado de Ellman et al.

La determinacion de actividad inhibitoria de colinesterasas de Phaedranassa dubia se realizd
bajo la metodologia establecida por Ellman et al. (1961) y algunas modificaciones de Ortiz et al.
(2016), protocolo actualmente empleado en el en el Instituto de Biotecnologia, Facultad de

Ingenieria, de la Universidad de San Juan (Argentina).

Para iniciar los ensayos, fue necesario adaptar el método a las condiciones fisicas, ambientales y

de equipamiento del Laboratorio de Biologia Molecular de la UNACH.

3.3.1. Etapa 1. Determinacion de condiciones de almacenamiento, tiempos a emplearse,

area de trabajo y equipos.

El primer paso dentro del acondicionamiento del método consistié en proveer a los reactivos
utilizados las condiciones de almacenamiento ideales para que su actividad no se vea afectada

antes y durante el ensayo; a su vez se definio el area de trabajo, equipos y tiempos a emplearse.

3.3.1.1. Condiciones de almacenamiento de soluciones, sustratos, enzimas, estandar y muestras.

De acuerdo a los requerimientos de los reactivos empleados, caracteristicas del &rea de trabajo y

equipos se determind las siguientes condiciones de almacenamiento.
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Soluciones

o Buffer fosfato salino (PBS): solucidn conservada en frascos de vidrio ambar a 4°C.

e Solucidn salina: solucion conservada en frascos de vidrio &mbar a 4°C.

Estandar

e Galantamina: sélido quimicamente puro almacenado a -20°C.

¢ Diluciones de galantamina: Soluciones conservadas a 4°C.

Enzimas

o Acetilcolinesterasa y Butirilcolinesterasa: conservadas en eppendorf de 0,5 mL a menos
20°C.

Sustratos

e Yoduro de Acetiltiocolina (ATC) y Yoduro de Butiriltiocolina (BTC): conservados en
eppendorf de 0,5 mL a menos 20°C

e Acido 5,5 - ditio - bis- (2 - nitrobenzoico) (DTNB): sustancia conservada en oscuridad en
tubos eppendorf de 1,5 mL a 20 °C

Muestras

e Extracto de alcaloides: solucién conservada en congelacion a -20°C.

e Diluciones del extracto de alcaloides: soluciones conservadas a 4°C.
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3.3.1.2. Condiciones del area de trabajo, equipos y tiempos a emplearse.

Las condiciones del ensayo en cuanto a tiempos, caracteristicas ambientales y equipos fueron

las siguientes:

o Area de trabajo: Cabina de flujo laminar vertical BIOBASE.

e Temperatura: La temperatura de trabajo fue de 21°C, controlada constantemente.

e Presion: La presion atmosférica del area de trabajo fue de 728.17 hPa.

e Equipo: Se empled un Espectrofotdmetro ELISA BioTeK ELx800 de 96 pocillos, sometido

a calibracion diaria bajo las especificaciones necesarias para la lectura de la microplaca.

e Tiempo de incubacidn: Una vez que se afiadié la enzima en la microplaca el tiempo de

incubacion fue de 30 minutos a 21°C.

e Tiempo de agitacién: una vez finalizada la adicién del sustrato el tiempo de agitacion de la
microplaca cubierta de la luz fue de 2 minutos manteniendo la temperatura del area de
trabajo.

e Tiempo para la lectura: previo la lectura de la microplaca a 405 nm, la reaccion enzima

sustrato debe darse en un tiempo exacto de 5 minutos incluida la etapa de agitacién.

3.3.2. Etapa 2. Estandarizacion de Galantamina

Al ser empleada galantamina como compuesto de referencia es ideal estabilizar su valor de 1Cso

frente acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa bajo las condiciones antes expuestas.

3.3.2.1. Actividad inhibitoria de galantamina sobre AChE.

En base a parametros metodoldgicos, se modificaron progresivamente las variantes de ejecucion
pipeteo, tiempos de descongelamiento y preparacion de reactivos, uso de cabina de flujo laminar
y homogenizado de las muestras ademas se evalué la vida dtil de la enzima; obteniendo un

resultado final de ICso de 1,02 + 0,06 puM. Al obtener resultados dentro de los pardmetros
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establecidos por la metodologia (Ortiz et al., 2016) en tres ensayos consecutivos, se puede denotar
que existe una baja variacion entre los resultados y por lo tanto se alcanz6 el objetivo de

estabilizar el compuesto de referencia frente acetilcolinesterasa.

3.3.2.2. Actividad inhibitoria de galantamina sobre BuChE.

Las variantes de ejecucion aplicadas corresponden a las ya definidas en el apartado anterior,
Unicamente se modificd el volumen de dilucion de la enzima hasta obtener una actividad
enzimética adecuada, dando como resultado un valor ICso de 14,92 + 0,55 puM. Al obtener
resultados dentro de los parametros establecidos por la metodologia (Ortiz et al., 2016) en tres
ensayos consecutivos, se puede denotar que existe una baja variacion entre los resultados y por
lo tanto se alcanz6 el objetivo de estabilizar el compuesto de referencia frente

butirilcolinesterasa.

3.3.3. Etapa 3. Andlisis de la actividad inhibitoria de AChE y BuChE del extracto de
alcaloides de Phaedranassa dubia.

En esta etapa se definieron las concentraciones del extracto de alcaloides a emplearse en los
ensayos en base a los porcentajes de inhibicidn presentados, de manera que cuando se disefie la
curva, se agregue una linea de tendencia que se acople adecuadamente a los datos y asi obtener
una ecuacioén que nos permita calcular correctamente el 1Cso del extracto de alcaloides de

Phaedranassa dubia,

3.3.3.1. Actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de P. dubia sobre AChE.

Prueba 1.

El estudio de extractos de plantas debe iniciarse con la evaluacion del comportamiento de la
especie frente a la enzima empleando las concentraciones 1, 10, 50, 100 pg/mL (Ortiz et al., 2016).
Se obtienen los porcentajes de inhibicién de cada valor y a partir de estos datos se analiza el
comportamiento del extracto de alcaloides de P. dubia. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion:
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Tabla 3-3. Porcentajes de inhibicion de AChE de las diluciones del

extracto de alcaloides de P. dubia. Prueba 1.

Concentracion extracto de Porcentaje de Inhibicion de
alcaloides (png/mL) AChE?
1 21,465 + 0,643
10 41,567 + 0,781
50 70,613 + 3,457
100 76,661 + 0,148

@ Los valores son promedio de tres repeticiones.

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

La tabla 3-3 muestra los porcentajes de inhibicion de las 4 concentraciones utilizadas en esta
prueba, 1 pg/mL del extracto de alcaloides de P. dubia muestra una actividad inhibitoria de

21,46 % y la maxima concentracion 100 pg/mL inhibe la acetilcolinesterasa en un 76,66 %.

Para el célculo de ICso deben existir al menos dos valores de porcentaje de inhibicion por
encima del 50 % y dos por debajo, asi se garantizara el acoplamiento adecuado de los datos a la
regresion y por ende los resultados obtenidos. Los datos obtenidos representan una guia para la

eleccion de las 6 concentraciones a utilizarse en los ensayos finales.

Prueba 2.

En base a los porcentajes de inhibicion mostrados en la tabla 3-3 se escogieron las
concentraciones de 1, 5, 10, 20, 50, 100 pg/mL, a partir de las cuales se obtuvieron los

resultados mostrados a continuacién:

Tabla 4-3. Porcentajes de inhibicion de AChE de las diluciones

del extracto de alcaloides de P. dubia. Prueba 2.

Concentracion extracto de  Porcentaje de Inhibicién de

alcaloides (ug/mL) AChE?
1 2,419 + 0,504
5 22,016 + 0,279
10 36,452 + 0,140
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20 51,613 + 0,419
50 70,161 + 0,370
100 77,903 + 0,140

a Los valores son resultado de tres repeticiones

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

La méaxima concentracion del extracto de alcaloides de P. dubia es capaz de inhibir la
acetilcolinesterasa en un 77,90 %. Tres de los 6 porcentajes de inhibicion (1, 5, 10 pg/mL) se
ubican por debajo del 50 % vy los tres restantes por encima (20, 50, 100 pg/mL), por cuanto se

estd cumpliendo con la condicion establecida para el calculo adecuado de ICso.

3.3.3.2. Actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de P. dubia sobre BuChE.

Prueba 1.

El estudio de actividad inhibitoria de butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de
Phadranassa dubia se inicié con la evaluacion del comportamiento del extracto de alcaloides
frente a la enzima empleando las concentraciones de 1, 10, 50, 100 pug/mL como lo recomienda

la metodologia (Ortiz et al., 2016). Obteniendo los resultados mostrados a continuacion.

Tabla 5-3. Porcentajes de inhibicién de BUChE de las diluciones

del extracto de alcaloides de P. dubia. Prueba 1.

Concentracion extracto de  Porcentaje de Inhibicién de

alcaloides (ug/mL) BuChE?
1 0
10 2509 + 1,161
S0 28.346 + 1,552
100 47,491 + 0,426

@ Los valores son resultado de tres repeticiones

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

Como se muestra en la tabla 5-3 el extracto de alcaloides inhibe la butirilcolinesterasa en menos

del 50 %. La concentracion de 1 pg/mL no presentd actividad inhibitoria y la maxima
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concentracion 100 pg/mL inhibe tan solo un 47,49 % de la enzima. Por lo tanto, se requiere un

aumento de las concentraciones para obtener valores entre el 1 — 100 % de inhibicion.

Prueba 2

Se realiz6 una segunda prueba incrementando las concentraciones del extracto de alcaloides a

20, 50, 150 y 200 pg/mL. Obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 6-3. Porcentajes de inhibicién de BUChE de las diluciones

del extracto de alcaloides de P. dubia. Prueba 2.

Concentracion extracto de Porcentaje de Inhibicion de
alcaloides (ug/mL) BuChE®
20 12,931 +1,493
50 28,831 + 1,161
150 47,701 £ 0,995
200 63,602 + 0,598

aLos valores son resultado de tres repeticiones

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

El incremento de las concentraciones utilizadas en esta prueba permitié que la inhibicion de
butirilcolinesterasa se dé entre un valor minimo de 12,93 % y un méaximo de 63,60 %, lo que
nos permite tener una guia para la eleccion de las 6 concentraciones a emplearse en los ensayos

finales.

Prueba 3.

En base a los porcentajes de inhibicion que se muestran en la tabla 6-3 se eligieron para la
realizacion de este ensayo las concentraciones de 10, 20, 50, 100, 150 y 200 pg/mL. Obteniendo

los siguientes resultados:
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Tabla 7-3. Porcentajes de inhibicion de BUChE de las diluciones

del extracto de alcaloides de P. dubia. Prueba 3.

Concentracion extracto de Porcentaje de Inhibicion de

alcaloides (ug/mL) BuChE?
10 1,326 + 1,156
20 11,936 + 0,531
50 26,525 + 2,358
100 41,645 + 0,702
150 50,928 + 0,956
200 56,233 + 0,459

@ os valores son resultado de tres repeticiones

Realizado por: Alexandra Inca. 2017

Como se puede observar en la tabla, 5 de las 6 concentraciones (10, 20, 50, 100, 150 pg/mL)
presentan porcentajes de inhibicién por encima del 50 % y tan solo el valor de 200 pg/mL

supera este porcentaje inhibiendo en un 56,23 % la butirilcolinesterasa.

Si bien se deberia incrementar la concentracidn del extracto de alcaloides para obtener un rango
de inhibicidn entre 1-100 %, se considera que valores por encima de 200 pg/mL son inactivos
frente a la enzima (Ortiz et al., 2016) por lo tanto en el ensayo final se trabajé con las

concentraciones empleadas en esta prueba.

3.4.Determinacion de la actividad inhibitoria de AChE y BuChE del extracto de alcaloides

de Phaedranassa dubia.

Una vez acondicionado el método modificado de Ellman et al., se realizd el ensayo de
inhibicion de colinesterasas en tres microplacas individuales cada una por triplicado y usando

galantamina como compuesto de referencia.

Los resultados son expresados en valores de ICso que representa la concentracion a la cual se

inhibe el 50% de la actividad enzimatica.

Para la obtencién de este valor fue necesario calcular el porcentaje de inhibicion de cada una de

las concentraciones del extracto de alcaloides de P. dubia, con estos datos se elabor6 una curva
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de inhibicion a partir de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta usada para calcular el ICso,
(ANEXO F, ANEXO G), se obtuvieron los resultados que se indican en la tabla 8-3.

Tabla 8-3. Actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de

alcaloides de P. dubia expresada como ICso.

AChE? BuChE?
ICso (Ug/mL) ICs0 (Ug/mL)
Phaedranassa dubia 25,48 + 0,39 114,96 + 4,94
Galantamina® 0,303 £0,01 4,415 £ 0,24

2Los valores son resultado de tres repeticiones, ® Compuesto de referencia.
Realizado por: Alexandra Inca.2017

El extracto de alcaloides del bulbo de Phaedranassa dubia present6 una actividad inhibitoria
sobre acetilcolinesterasa expresada como ICso de 25,48 = 0,39 pg/mL, no existen datos
bibliograficos sobre el género Phaedranassa con los que se pueda comparar los resultados

obtenidos.

Sin embargo, se han descrito varios estudios sobre este tipo de actividad de otras especies de la
familia Amaryllidaceae como es el caso de Cortes et al., quienes analizaron las especies
localizadas en Colombia Crinum bulbispermum (ICs; 107,90 + 9,98 ug/mL), Hippeastrum
barbatum (ICsp 28,13 + 1,68 pg/mL) y Zephyranthes carinata (ICso 17,96 + 1,22 pg/mL) (Cortes
etal., 2015, p.43). A su vez Ortiz et al. determing la actividad inhibitoria de AChE de las especies
de Amaryllidaceae argentinas Phycella herbertiana (ICso 1,02 £ 0,12 pg/mL), Habranthus
jamesonii (ICsp 2,00 + 0,11 pg/mL) y Zephyranthes filifolia (ICso 1,0 £ 0,08 pg/mL) (Ortiz et al.,
2012). Respecto a los ejemplos mostrados el extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia (ICso

25,48 £ 0,39 ug/mL) presenta una actividad inhibitoria significativa.

Por otro lado, la actividad inhibitoria sobre butirilcolinesterasa presentd un valor de ICso de
114,96 + 4,94 pg/mL, a pesar de que ha sido comprobado que la BUChE tiene la capacidad de
sustituir temporalmente la AChE inhibida y asi hidrolizar la acetilcolina acumulada (Gabriel et al,.
2017, p.3), la investigacion de extractos y alcaloides puros aun esta tomando fuerza, y en la
literatura existe informacién limitada sobre esta actividad (wWalsh et al., 2011, p.1231) y ningln dato

referente a la especie P. dubia.
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Dentro de los limitados estudios de actividad inhibitoria de BUChE realizados tenemos el caso
de Cahlikova et al. que estudiaron las especies Nerine filamentosa (ICso 13,0 + 0,7 pg/mL),
Narcisus poeticus (ICso 23,0 + 1,0 pg/mL) y Sternbergia lutea (ICso 3,7 £ 0,1 pug/mL) (Cahlikova
et al, 2012, p.573). Estos estudios muestran la existencia de especies de la familia Amaryllidaceae
con una afinidad hacia BuChE ampliamente mayor a la especie estudiada en el presente trabajo

de investigacion.

La actividad inhibitoria presentada por el extracto de alcaloides del bulbo de Phaedranassa
dubia se asocia a la existencia de galantamina y alcaloides del tipo licorina (Elgorashi et al., 2004,
p.261) en esta especie, como se evidencid en la Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas.

Es conocido que los alcaloides de la familia Amaryllidaceae inhiben la BUChE en menor
medida que la AChE (Ortiz et al. 2016), lo que explica la diferencia de valores de ICso producida

por P. dubia para ambas colinesterasas, siendo mayor la inhibicion de AChE.

La galantamina usada como compuesto de referencia presentd un valor de ICs, para
acetilcolinesterasa de 0,30 + 0,01 pg/mL, valor similar a lo reportado en bibliografia (Ortiz et al.,
2012, p.17). Mientras que para butirilcolinesterasa el 1Cso obtenido fue 4,41 + 0,24 pg/mL valor
cercano al reportado por Cahlikova et al. (2012). Al comparar estos resultados con el extracto de
alcaloides de P. dubia es notable la mayor actividad inhibitoria del compuesto de referencia,
corroborando asi la afinidad quimica de este alcaloide en forma pura hacia las colinesterasas
(Cortes et al., 2015, p.13).

Phaedranassa dubia en su bulbo contiene licorina en un 54,10%, los compuestos de este tipo
son inhibidores menos activos que el alcaloide galantamina (Lépez et al., 2002) lo que justifica la

mayor actividad inhibitoria del compuesto de referencia.

Si relacionamos el ICsp de galantamina frente AChE (0,30 + 0,01 pg/mL) con el de este
alcaloide frente BUuChE (4,41 £ 0,24 pg/mL) notamos que el primero muestra mayor actividad
inhibitoria, esto se debe a que la afinidad de galantamina sobre AChE es 50 veces superior a la

que tiene sobre BUChE (Salazar et al., 2012, p.269).
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CONCLUSIONES

e Se obtuvo un rendimiento de alcaloides del 0,2 % a partir del bulbo seco y triturado de
Phaedranassa dubia, aplicando un protocolo de cambios de pH y uso de solventes

organicos como método de extraccion.

e Se identificaron mediante Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas un
total de 9 alcaloides en el bulbo de Phaedranassa dubia, encontrandose en mayor
porcentaje licorina (54,10 %) seguida por assoanina (13,77 %), galantamina (4,54 %) y
anhidrolicorina (3,71 %).

e Se acondicion6 el método modificado de Ellman et al. para la determinacion de actividad
inhibitoria de colinesterasas de acuerdo a las caracteristicas fisicas, ambientales y de
equipamiento del Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de
Chimborazo; observando que factores como temperatura, proceso de preparacion de
reactivos, tiempos a emplear durante el ensayo, area de trabajo y equipos influyen en la
variabilidad de los resultados.

e Se evalud la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de
alcaloides del bulbo de Phaedranassa dubia expresada como ICso presentando los valores
de 25,48 + 0,39 pg/mL y 114,96 + 4,94 ug/mL, respectivamente. Siendo notable una mayor
afinidad del extracto hacia AChE.

e El extracto de alcaloides de P. dubia denot6 menor actividad inhibitoria hacia ambas
colinesterasas con respecto al compuesto de referencia galantamina cuyos valores de 1Csp
fueron de 0,30 = 0,01 pg/mL y 4,41 + 0,24 pg/mL para acetilcolinesterasa y

butirilcolinesterasa, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

e Para futuros trabajos realizar estudios fitoquimicos y farmacoldgicos mas profundos de

Phaedranassa dubia de Ecuador, ya que las investigaciones sobre esta especie son escasas.

o Desarrollar estudios mediante Resonancia Magnética Nuclear que permitan elucidar los

alcaloides con relacién masa-carga (m/z) 280, 264 y 285.
e Se recomienda realizar un estudio de Docking molecular para predecir las interacciones de

unién y patrones de orientacién de los alcaloides presentes en Phaedranassa dubia con el

sitio activo de las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa.
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ANEXOS

ANEXO A. Bulbo de Phaedranassa dubia seco y triturado.

FOTOGRAFIA 1A. Bulbo de P. dubia

seco y triturado.

ANEXO B. Obtencién del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia. Maceracion del
material vegetal en metanol (FOTOGRAFIA 1B), evaporacion del solvente en rotavapor
(FOTOGRAFIA 2B), acidificacion del extracto bruto seco (FOTOGRAFIA 3B), desengrasado

el extracto bruto 4cido (FOTOGRAFIA 4B), extraccion con acetato de etilo (FOTOGRAFIA
5B).

FOTOGRAFIA 1B. Maceracién

del material vegetal en metanol.



FOTOGRAFIA 2B. Evaporacion del solvente en

rotavapor.

FOTOGRAFIA 3B. Acidificacion del extracto bruto

SeCo.

FOTOGRAFIA 4B. Desengrasado
del extracto bruto acido.



M
FOTOGRAFIA 5B. Extraccion de alcaloides
con acetato de etilo.

ANEXO C. Extracto de Alcaloides del bulbo de Phaedranassa dubia.

FOTOGRAFIA 1C. Extracto de alcaloides.

ANEXO D. Soluciones de galantamina (FOTOGRAFIA 1D) y muestras de alcaloides
(FOTOGRAFIA 2D) empleados en el ensayo de actividad inhibitoria.

FOTOGRAFIA 1D. Soluciones de galantamina
empleadas.



FOTOGRAFIA 2D. Muestras de alcaloides empleadas

en el ensayo.

ANEXO E. Cabina de Flujo Laminar (FOTOGRAFIA 1E), y espectrofotémetro ELISA
empleados en el ensayo (FOTOGRAFIA 2E).

FOTOGRAFIA 1E. Cabina de Flujo

laminar
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FOTOGRAFIA 2E. Espectrofotometro
ELISA.



ANEXO F. Curva de inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) para obtencion de ICso
del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia realizada por triplicado en
microplacas individuales. (GRAFICO 1F, GRAFICO 2F, GRAFICO 3F).

Curva de Inhibicién de AChE del extracto de
alcaloides de P. dubia
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GRAFICO 1F. Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa del extracto de alcaloides.
Primera repeticion.

Curva de Inhibicién de AChE del extracto de
alcaloides de P. dubia
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GRAFICO 2F. Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa del extracto de alcaloides.
Segunda repeticion.



Curva de Inhibicion de AChE del extracto de
alcaloides de P. dubia
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GRAFICO 3F. Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa del extracto de alcaloides.
Tercera repeticion.

ANEXO G. Curva de inhibicion de butirilcolinesterasa (BuChE) para obtencion de
ICso del extracto de alcaloides de Phaedranassa dubia realizada por triplicado en
microplacas individuales. (GRAFICO 1H, GRAFICO 2H, GRAFICO 3H)

Curva de Inhibicién de BuChE del extracto de alcaloides
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GRAFICO 1H. Ensayo de inhibicion de butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides.
Primera repeticion.



Curva de Inhibicién de BUChE del extracto de
alcaloides de P. dubia
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GRAFICO 2H. Ensayo de inhibicion de butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides.
Segunda repeticion
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GRAFICO 3H. Ensayo de inhibicion de butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides.
Tercera repeticion.



