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Resumen:

La familia Amaryllidaceae, de amplia distribucién a nivel mundial, se desarrolla en habitats
tropicales y subtropicales. En Ecuador existen 33 especies de plantas pertenecientes a esta
familia, de las cuales 12 son endémicas. El género Phaedranassa pertenece a esta familia,
el cual se encuentra distribuido en Ecuador, Colombia y Costa Rica. Phaedranassa cuencana
fue reportada por vez primera en 2015, en Sevilla de Oro (Azuay, Ecuador). Se conoce
comunmente como “cebolla de cerro”, “urco cebolla” o “amancay”, y se distingue por sus
hermosas flores. Phaedranassa dubia es una hierba terrestre bulbosa, con nombres comunes
de “papa del lobo” o “cebolla de gallinazo”. Esta planta es nativa de los Andes de Ecuador y
Colombia, en Ecuador se encuentra en las provincias andinas de Carchi, Imbabura, Napo y
Pichincha. Phaedranassa tunguraguae es una especie endémica de Ecuador, su habitat se
encuentra en los Andes ecuatorianos centrales-orientales pertenecientes a la provincia de

Tungurahua.

Los miembros de la familia Amaryllidaceae producen metabolitos secundarios promisorios
por su potencial farmacoldgico. Actualmente se reporta el aislamiento de 300 alcaloides,
clasificados en nueve grupos. En el género Phaedranassa se reporta la produccion de
galantamina, fenadramina, hemantamina, pseudolicorina entre otros. Estos alcaloides son

agentes terapéuticos para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer (EA).

El objetivo de este trabajo fue analizar, mediante una revisién de literatura, la bioactividad de
los metabolitos secundarios de Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana Yy
Phaedranassa tunguraguae, como posibles nuevas fuentes para el tratamiento ante la
enfermedad del Alzheimer, recolectando informacién reportada desde el 2015 al 2021, en
bases digitales: Scielo, ScienceDirect, PubMed y Redalyc. El desarrollo de esta revision
bibliografica sefiala la necesidad de investigar sobre nuevas fuentes de obtenciéon de
principios activos para el tratamiento ante las enfermedades neurodegenerativas, las cuales
afectan a poblaciones vulnerables. Adicionalmente, se identific6 a P. cuencana como la
especie de mayor productividad de galantamina, por lo que se recomienda seguir con los

estudios fisicoquimicos, farmacolégicos y toxicolégicos de esta especie.

Palabras claves: Alzheimer. Amaryllidaceae. Phaedranassa. Acetilcolina.

Acetilcolinesterasa. Butirilcolinesterasa. Neurodegenerativa. Galantamina.
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Abstract:

Amaryllidaceae family comprises a group of plant genders distributed worldwide, developing
in tropical and subtropical habitats., 33 species of plants from this family grow in Ecuador, of
which 12 are endemic. The genus Phaedranassa belongs to this family, being distributed in
Ecuador, Colombia and Costa Rica. Phaedranassa cuencana was reported for the first time
in 2015, in Sevilla de Oro (Azuay, Ecuador). Its common names are “cebolla de cerro”, “urco
cebolla” or “amancay”, highlighting its beautiful flowers. Phaedranassa dubia is a bulbous
terrestrial shrub, with common names of “papa del lobo” o “cebolla de gallinazo”. This specie
is native to the Ecuador and Colombia Andes, in Ecuador this plant is distributed in Carchi,
Imbabura, Napo and Pichincha provinces. Phaedranassa tunguraguae is an endemic species

of Ecuador, it is found in the central-eastern Ecuadorian Andes from Tungurahua province.

Members of the Amaryllidaceae family produces promising secondary metabolites. Currently,
the isolation of 300 alkaloids, classified in nine groups are reported. In the genus
Phaedranassa, bioactive alkaloids such as galantamine, phenadramine, hemantamine,
pseudolicorin have been identified. These molecules are therapeutic agents for Alzheimer

disease (AD) treatment.

The aim of this work was to analyze scientific literature referring to the bioactivity of secondary
metabolites from Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana y Phaedranassa
tunguraguae, as therapeutic agents against Alzheimer's disease. Information retrieved from
2015 to 2021 in the databases: Scielo, ScienceDirect, PubMed y Redalyc was analyzed. This
work contributed to raise awareness regarding new treatments for neurodegenerative
diseases, which affects vulnerable population. The literature review identified Phaedranassa
cuencana as a promising source of galantamine, the alkaloid used as main treatment for

Alzheimer disease.

Keywords: Alzheimer's. Amaryllidaceae. Phaedranassa. Acetylcholine.

Acetylcholinesterase. Butyrylcholinesterase. Neurodegenerative. Galantamine.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

EA: Enfermedad del Alzheimer.

FDA: Food and Drug Administration (Administracion de alimentos y medicamentos).
AChE: Acetilcolinesterasa.

BuChE: Butirilcolinesterasa.

3,4-DHBA: 3,4-dihidroxibenzaldehido.

TYR: Tiramina.

APP: Proteina precursora amiloide.

APO E4: Apolipoproteina E4.

ACh: Acetilcolina.

IACE: Inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

QD: Una vez al dia.

BID: Dos veces al dia.

CG-EM: Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas.
IC50: Concentracion inhibitoria media.

PBS: Buffer fosfato sodio.

M.S.N.M: Metros sobre el nivel del mar.
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INTRODUCCION

La familia Amaryllidaceae se caracteriza por su diversidad en la produccién de metabolitos
secundarios con promisorias actividades biologicas. Esta familia de plantas incluye alrededor
de 70 géneros y aproximadamente 1600 especies. Las plantas pertenecientes a esta familia
producen una alta cantidad de alcaloides, con interesantes propiedades farmacologicas
aplicadas en el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer (EA). Entre los alcaloides
bioactivos se destaca a la galantamina, farmaco usado como inhibidor de la

acetilcolinesterasa, enzima involucrada en el mecanismo de la EA.

En Ecuador se distribuye un nimero importante de estas especies, desde los 0 hasta los 4000
m.s.n.m, siendo mas abundantes en la region andina. De las 33 especies de Amaryllidaceae
reportadas en nuestro pais, 13 especies se consideran endémicas, de las cuales siete
pertenecen al género Phaedranassa, cuatro al género Eucrosia y el resto perteneciente a
Eucharis y Pamianthe. De las 13 especies endémicas de Amaryllidaceae ocho se encuentran
en peligro de extincion (Eucharis astrophiala, E. aurantiaca, E. mirabilis, P. brevifolia, P.
glauciflora, P. schizanta, P. tunguraguae, P. viridiflora) y cinco vulnerables (E. dodsonii, E.
stricklandii, Pamianthe parviflora, P. cinerea, P. cuencana). (Baldebn Samaniego, 2018; Inca
Benitez, 2017; Oleas, 2017).

El género Phaedranassa se encuentra ampliamente distribuido en América del Sur. De este
género se reportan metabolitos secundarios con actividades antimalaricas, antifungicas y
antitumorales e inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE). En
Ecuador se reportan siete especies endémicas del género Phaedranassa (P. brevifolia, P.
glauciflora, P. schizanta, P. tunguraguae, P. viridiflora. P. cinerea, P. cuencana). Se trata de
plantas que crecen en bosques montafiosos altos, caracterizadas por la produccion de una

alta cantidad de alcaloides (Baldedn Samaniego, 2018; Robles Jaramillo, 2019)

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo y progresivo que afecta
al sistema nervioso central. Existen multiples factores que causan la EA, incluyendo la
acumulacion de placas extracelulares beta-amiloideas, generacion de especies reactivas de
oxigeno debido a disfuncién mitocondrial y mutaciones genéticas. Estos factores causan una
sefalizacién aberrante y posteriormente muerte de neuronas. Como resultado la masa
cerebral disminuye, generando problemas cognitivos, psicoldgicos y de comportamiento
(Deshpande et al., 2019). En el afio 2010, el Instituto Nacional de Estadistica y Censo (INEC)

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
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establece que existen 100 mil ecuatorianos diagnosticados con Alzheimer y que después de
los 65 afios de edad, nuestra poblacion de adulto mayor es diagnosticada por demencia
(Andrea Choez , Betsy Rodriguez, Irma Parrales, 2020; Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos, 2010)

Hasta el momento no se ha encontrado una cura para esta enfermedad, por lo que se ha
determinado un grupo especifico de farmacos que sirven para detener su progreso y mejorar
la calidad de vida del paciente afectado. Uno de los principios activos mas utilizados en
primera linea para la EA es la galantamina, alcaloide producido por miembros de la familia

Amaryllidaceae.

En el género Phaedranassa se encuentran varias especies productoras de galantamina,
ademdas de otros metabolitos bioactivos tales como licorina, galantina, codeina. En Ecuador,
las especies Phaedranassa cuencana, Phaedranassa tunguraguae y Phaedranassa dubia se
encuentran distribuidas en varios nichos ecolégicos y son el objeto del presente estudio. Estas
especies producen un interesante perfil de metabolitos bioactivos, de gran utilidad para la
terapéutica de enfermedades neurocognitivas como la EA. Ademas, las especies
Phaedranassa cuencana, Phaedranassa tunguraguae y Phaedranassa dubia son
productoras de galantamina en mayor cantidad, si se compara con otras especies del género

Phaedranassa (Moreno et al., 2020).

El presente trabajo de investigacion bibliografica recopil6 informacién relevante de especies
de Phaedranassa ecuatorianas como potenciales agentes productores de metabolitos
farmacoterapéuticos ante la enfermedad del Alzheimer, con el fin de potenciar el uso y
cuidado de dichas especies. El desarrollo de este trabajo buscdé cumplir los siguientes

objetivos:

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
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OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
Objetivo general

Analizar los antecedentes bibliograficos referentes a la actividad biolégica de los metabolitos
secundarios de Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana, Phaedranassa tunguraguae,

como posibles nuevas fuentes de tratamiento ante la enfermedad del Alzheimer.
Objetivos especificos

e Recopilar informacion disponible sobre la caracterizacion de extractos y aislamiento
de compuestos bioactivos de Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana,
Phaedranassa tunguraguae, publicadas en tesis de pregrado y postgrado, y en

revistas y articulos cientificos de acceso libre.

e Analizar la informacion obtenida, mediante la revision bibliografica, para destacar los
avances en investigacion sobre la bioactividad de metabolitos secundarios de
Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana, Phaedranassa tunguraguae, con

potencial como nuevas alternativas en el tratamiento de Alzheimer.

e Sistematizar la informacion obtenida en la revision bibliografica mediante cuadros

informativos e infografias.

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
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1. MARCO TEORICO
1.1. Botanicay Etnoboténica de la familia Amaryllidaceae

Amaryllidaceae pertenece al grupo monofilético, la cual esta conformada por 73 géneros y
aproximadamente 1650 especies, las cuales se encuentran distribuidas principalmente en
zonas tropicales y holarticas, presentando una elevada diversidad en Africa del Sur, la zona
mediterrdnea de Europa y América del Sur, seguidas con menor diversidad en Asia y
Australia. En Ecuador esta conformada por 33 especies, de las cuales 13 son consideradas
endémicas pertenecientes a los géneros Phaedranassa, Eucrosia, Eucharis y Pamianthe. Se
encuentran distribuidas al norte de la cordillera de los Andes, aproximadamente entre 0 a
4000 m.s.n.m. en diversas zonas como pueden ser valles secos interandinos, bosques

andinos y bosques del litoral seco y humedo (Alzate et al., 2019; Oleas, 2017).

Se caracterizan por ser perennes, en ocasiones caducifolias principalmente en la antesis, son
bulbosas y raramente rizomatosas, geofitos, raices perennes o fugaces y fibrosas, crecen en
forma adventicia sobre la base del tallo o bulbo, sus hojas son anuales o persistentes, simples,
alternas, disticas o en roseta espiralada, laminas pecioladas o en ocasiones sésiles, elipticas,
lineares, lanceoladas, ovadas, semicirculares, en ocasiones presentan ligula en la base del

peciolo lineal y plano o también envolviendo el pseudotallo (Alzate et al., 2019; Oleas, 2017).

En cuanto a las flores, estas las podemos encontrar en un nimero entre 1 a 500, son
actinomorfas, generalmente son protandrica, bisexuales, su pedicelo no se encuentra
articulado, el perigonio tiene seis tépalos contenidos en dos verticilos, comunmente connados
en la base formando un tubo infundibuliforme o crateriforme. Sus frutos son comdnmente
capsulas loculicidas o inusualmente bayas. Las semillas son numerosas, se caracterizan por
ser carnosas, aplanadas, globosas, esféricas u ovaladas, de color rojo, anaranjadas, negras,

azules o marrones (Alzate et al., 2019; Oleas, 2017).

Amaryllidaceae es la principal familia de los géneros que ha sido empleada durante cientos
de afios como remedios naturales, debido a que sus diversas especies contienen alcaloides
con una amplia variedad de propiedades tanto biolégicas como farmacolégicas, como la
inhibicién reversible y competitiva de AChE y BuChE, actividad antitumoral, antiviral,

citostatica y antifangica (Cortes et al., 2020).

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
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Se han descrito aproximadamente 300 alcaloides desde 1877 afio en el cual se aislé por
primera vez la licorina, actualmente podemos encontrar reportes de la presencia de
norbelladina, homolicorina, hemantamina, crinina, tazetina, narciclasina, montanina y
galantamina. De todos estos alcaloides, en esta revision bibliografica se centrard en la
galantamina, la misma que ha sido empleada desde su aprobacion por la FDA en el 2001
para el tratamiento de la EA de leve a moderada debido a su potente actividad
neuroprotectora por medio de la estabilizacién de las especies reactivas y ademas regula los
niveles de neurotransmisores especialmente la acetilcolina y el glutamato (Cortes et al., 2020;
Dos Santos et al., 2018; Salas Olivet et al., 2020).

HO
HO\
NH
HO
OH O
Norbelladina Licorina Narciclasina
OH HiC—p
0
0 ro ! CH
HyC” N o/ N
N
“CHj
0o OH
Galantamina Tazetina Homolicorina

Figura 1. Estructura molecular de alcaloides de Amaryllidaceae.

1.2. Amaryllidaceae: Especies promisorias de metabolitos secundarios en

América del Sur.

La familia Amaryllidaceae incluye a plantas cuya principal caracteristica es la ornamentalidad,
pero también sus propiedades farmacolégicas debido a su promisoria productividad de
alcaloides. Los géneros que presentan un mayor estudio debido a sus propiedades

farmacoldgicas son: Crinum, Amaryllis, Galanthus, Narcissus, Lycoris y Phaedranassa
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Gltimamente, estos géneros son productores de alcaloides principalmente isoquinolinicos,
como la galantamina, el cual es el Unico alcaloide exclusivo de la familia, siendo empleado
como principio activo que inhiben la actividad de la acetilcolinesterasa, afrontando la clinica
del sistema nervioso central ante la enfermedad de Alzheimer ya que posee la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica, y asi actuar directamente en el Sistema Nervioso
Central (Chavarro et al., 2020; Montero Valencia, 2018).

d)

Figura 2. Géneros de Amaryllidaceae: a) Galanthus, b) Narcissus, ¢) Crinum, d) Amarillys,
e) Phaedranassa y f) Lycoris (Androceo & Planta, 2008; Arriols, 2019; Lizama Bizama,
2018).

Amaryllidaceae es una familia con una amplia distribucién, pues se desarrollan en un habitat
tropical y subtropical, en América del Sur se encuentran sobre todo el territorio de la regiéon
andina. Estas plantas ocupan habitats diferentes como lugares secos y estacionales, chacras,
selvas y también en rios, es por esto que también tienen una amplia distribucion de plantas
endémicas (Oleas, 2017; Robles Jaramillo, 2019).

1.2.1. Género Phaedranassa

El género Phaedranassa pertenece a la familia Amaryllidaceae, es un género pequefio que
fue establecido por Herbert en el afio de 1845. Su distribucion se da por los territorios de
Ecuador, Colombia y Costa Rica. En el Ecuador se han descrito siete especies endémicas
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propias de este género, estas especies estan agrupadas en poblaciones de bajo numero,
ademas se han descrito que en Colombia existen tres especies endémicas y en Costa Rica
existe una endémica, en Ecuador las Phaedranassas que han sido descritas en peligro de
extincion son cinco (P. brevifolia, P. glauciflora, P. schizanta, P. tunguraguae, P. viridiflora) y
dos especies son catalogadas como vulnerables (P. cinerea, P. cuencana), esto por su

limitada distribucién (Balde6n Samaniego, 2018; Erazo Delgado, 2019).

Las especies reconocidas del género Phaedranassa, son plantas gedfitas, por lo que en las
poblaciones donde estas crecen las reconocen como cebollas falsas, papa lobo o cebolletas
(Erazo Delgado, 2019; Tirira, 2016).

Entre las principales caracteristicas de este género se detallan sus bultos con coloracién
verde grisdcea que estan cubiertas por una membrana marron y ademas poseen raices
contractiles. En cuanto a las hojas, este género va a poseer una o dos de tipo pecioladas,
cabe recalcar que la mayoria de especies, se van a encontrar ausentes en la floracion. La
membrana puede ser lanceolada o eliptica, con un agudo &pice y su base atenuada. La
inflorescencia pseudo-umbrela, puede desarrollarse con 6 a 20 flores tubulares, estas flores
son actinomorfas y cada flor presenta seis pétalos, estambres y tres filamentos. Por demas,
el fruto contiene una capsula en donde posee una gran cantidad semillas que tienen una

forma plana (Baldedn Samaniego, 2018; Montero Valencia, 2018; Tirira, 2016).
1.2.1.1. Phaedranassacuencana

Phaedranassa cuencana, fue detallada por vez primera en el 2015, en Sevilla de Oro - Azuay,
se la conoce también como cebolla de cerro, urco cebolla o Amancay. La principal
funcionalidad de esta planta es por su alto potencial ornamental. P. cuencana se puede
localizar en la zona austral del Ecuador, especificamente en acantilados y vias terrestres

entre la provincia de Azuay y Cafiar (Jaramillo Diaz, 2019).

Phaedranassa cuencana, es una planta que posee un bulbo globoso de color blanco
comprendido entre 5 a 6 cm de diametro, el cuello presenta un ancho de 1 a 1.5 cmy de largo
entre 3.5y 6 cm, con un color caracteristico marrén oscuro. Las hojas de P. cuencana, se
caracterizan por ser entre 1 a 2 de tipo lanceoladas con una incrementacion eliptica. En
cuanto al tamafio de sus flores se caracteriza por tener un largo entre 4 a 6 cm y a veces
entre 5.8 y 7.3 cm (Jaramillo Diaz, 2019; Minga et al., 2015).
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Figura 3. Phaedranassa cuencana (Minga et al., 2015).
1.2.1.2. Phaedranassa dubia

Phaedranassa dubia es una hierba terrestre bulbosa mas conocida como papa del lobo o
cebolla de gallinazo es nativa de los Andes de Ecuador y Colombia, se la encuentra
principalmente en valles interandinos secos y zonas con pendientes pronunciadas y
hamedas. En Ecuador la podemos encontrar principalmente en las provincias andinas de
Carchi, Imbabura, Napo y Pichincha a una altura desde los 2000 hasta los 4000 m.s.n.m. P.
dubia se caracteriza por presentar bulbos de aproximadamente 6 x 4,5 cm, peciolo de 10 cm
de largo, 2 a 3 hojas las cuales raramente estan presentes en antesis, cuentan con 4 flores
de hasta 6 cm de largo, campanuladas y tubuladas diferenciandose del resto por ser de color
rosa intenso con margenes de color verde con amarillo, sus frutos son cépsulas con una
longitud de 15 x 27 mm, sus semillas son de color negro brillante (Inca Benitez, 2017; Ledn
et al., 2021; Moreno et al., 2020).
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Figura 4. Phaedranassa dubia (Leon et al., 2021).

1.2.1.3. Phaedranassatunguraguae

Phaedranassa tunguraguae, es una especie endémica del Ecuador, el habitat donde se
desarrolla esta planta es en las zonas tropicales y subtropicales, se encuentra limitada en una
area especifica de los Andes ecuatorianos centrales-orientales pertenecientes a la provincia
de Tungurahua como en la ciudad de Bafios a una altura entre los 1500 y 2100 metros,
también se la encuentra a lo largo de 20 Km del rio Pastaza, en la carretera que une Bafios
con Puyo, en zonas aledafias a las laderas del volcan Tungurahua. Se debe tomar en cuenta
gue esta planta al estar presente en lugares con elevada deforestacion se la encuentra en la
Lista Roja de las especies en peligro de extincién (Montero Valencia, 2018; Soto Paramo &

Yuquilema Yupangui, 2017).

P. tunguraguae, en los filamentos terminales estaminales tiene una coloracion blanca, los
pétalos presentan un color amarillo, conocido como la banda es la responsable de dividir en
la porcidn distal y proximal de la planta, esta especie se caracteriza por no presentar las hojas

en forma glauca (Montero Valencia, 2018; Soto Paramo & Yuquilema Yupangui, 2017).
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Figura 5. Phaedranassa tunguraguae (Jorgensen & Ledn-Yanes, 2020).

Tabla 1. Caracteristicas de Phaedranassa presentes en Ecuador (L6pez Hernandez & Borja

Yéanez, 2021).

Ubicacion

Habitat

Tipo de

conservacion

Referencia

Phaedranassa

cuencana

Azuay y Cafiar

Bosque piemontano

Vulnerable

Minga, C. Ulloa &

Oleas.

Phaedranassa
dubia
Cotopaxi,
Tungurahua,
Chimborazoy

Bolivar

Bosque interandino

En peligro

Carl Sigismund
Kunth

Phaedranassa

tunguraguae

Tungurahua

Bosque montafioso

oriental

En peligro

Ravenna

1.3. Potencial de los alcaloides de Amaryllidaceae sudamericanas en el

tratamiento de Alzheimer

Los alcaloides de la familia Amaryllidaceae son metabolitos secundarios de gran interés ya
gue tienen una gran cantidad de usos. Hasta ahora, en esta familia de plantas se han podido

aislar hasta 300 alcaloides que a su vez estan clasificados en 9 grupos diferentes como:
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galantamina, licorina, norbelladina, homolicorina, crinina, narciclasina, hemantamina, tazetina

y montanina (Inca Benitez, 2017; Vinueza, 2015).
1.3.1. Biosintesis de alcaloides

En la biosintesis de los alcaloides se diferenciaran cuatro etapas. En la primera etapa se lleva
a cabo la preparacion enzimatica mediante una descarboxilacion que va a modificar
minimamente, de tirosina a tiramina y la fenilalanina se convierte en 3,4-dihidroxibenzaldehido
(3,4-DHBA). Los aminoécidos tirosina y fenilalanina, son los precursores del anillo C y A
respectivamente (Singh & Desgagné-Penix, 2015; Trujillo Chacon, 2019).

En la segunda etapa existe la fusion entre el 3,4-DHBA y la tiramina, mediante una base de
Schiff, obteniendo como producto norbelladina, es una reaccion de importancia ya que
permite que los metabolitos primarios ingresen hacia la via de los metabolitos secundarios.
En la tercera etapa existe una metilacion de la posicion 4 orto del anillo A de la norbelladina
(Singh & Desgagné-Penix, 2015; Trujillo Chacén, 2019).

Finalmente, en la cuarta etapa va a tener lugar una cadena de reacciones que va a iniciar una
ciclacion ejercida por la unién oxidativa de la O-metilnorbelladina que mediante tres rutas

metabolicas van a formar diferentes estructuras, entre ellas:

e Orto-para: El acoplamiento fenol oxidativo O-P, es el resultado de la formacion del
esqueleto del grupo de la licorina.

e Para-para: Esta estructura viene de los alcaloides de tipo hemantamina y crinina, que
ademas acontecen transformaciones para poder generar esqueletos de tipo
montanina, tazetina y narciclasina.

e Para-orto: Estos se derivan con el nucleo caracteristico dibenzofurano a los alcaloides

de tipo galantamina (Singh & Desgagné-Penix, 2015; Trujillo Chacén, 2019).
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Figura 6. Ruta biosintética de alcaloides.
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1.4. Fisiopatologiay tratamientos para la Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por ser un proceso neurodegenerativo
progresivo, considerada la causa mas frecuente de demencia, presenta una elevada
morbilidad y mortalidad sobre todo en pacientes de edad adulta, dando como resultado la
pérdida progresiva e irreversible de las funciones cognitivas especialmente la memoria

(Barragan Martinez et al., 2019; Navarro Merino et al., 2015).

La EA no depende Unicamente de la edad avanzada (a los 65 afios de edad la incidencia es
de 1,5/1000 personas cada afo y a partir de los 90 afios de edad la incidencia aumenta
considerablemente a 52,6/1000 personas al afio, es decir la prevalencia se duplica cada 5
afos) de los pacientes que la padecen si bien es el mas significativo se ha demostrado que
la edad por si sola no es suficiente para desarrollar la enfermedad, debe existir la asociacion
de mas factores que la predisponen, los cuales pueden ser genéticos o dependientes del
individuo y ambientales o dependientes de su entorno, se ha determinado que menos del 1%
de los casos de Alzheimer son producidos por factores genéticos, un 80% aproximadamente
debido a factores ambientales y el resto a causas no determinadas (Barragan Martinez et al.,
2019; Terrado Quevedo et al., 2018).

La fisiopatologia de la enfermedad del Alzheimer, es muy compleja y adn con el pasar de los
afios no llega a ser tan clara. Lo que si, en la mayoria de los casos reportados, rednen
caracteristicas neuropatolégicas como es la acumulacion cerebral de la proteina B-amiloide
y también de la proteina tau. Sin embargo, existen también hipétesis alternas que pueden
estar dentro de la fisiopatologia de la EA por mencionar algunas tenemos al estrés oxidativo,
mecanismos inflamatorios y mecanismos vasculares (Alvarez Castillo et al., 2020; Barragan
Martinez et al., 2019).

e Las placas seniles, llegan a ser sedimentos del péptido $-amiloide, esta proteina se
produce por una irregular divisién proteolitica de la proteina precursora de amiloide
(APP). La APP, se divide por medio de la secretasas a y B, la formacién de los
fragmentos B-amiloide 40 y B-amiloide 42, ya que la secretasa 3 degrada a la APP, en
lugar de la a secretasa. Los fragmentos se agregan al pasar al LCR, formando fibras
insolubles para después pasar a la formacion de placas seniles. Se ha registrado que
pacientes que poseen la isoforma APOE4, sostendrian un disminuido aclaramiento

cerebral de B-amiloide (Barragan Martinez et al., 2019; Lainez Carballo, 2018).
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La B-amiloide puede expandirse a partes del cerebro que estan involucradas en la
memoria y en el aprendizaje. Las placas seniles se dan en el espacio extracelular, la
aglomeracion de B-amiloide se forma en los estadios iniciales de la enfermedad del
Alzheimer (Barrio Hermida, 2019).

e La proteina tau, es perteneciente a la familia de las proteinas asociadas a
microtubulos, es codificada en un gen del cromosoma 17, ademas posee 6 isoformas,
en la EA suele existir un mayor predominio de la isoforma 4 o 6. Una de las teorias
del desarrollo de la EA es la asociacion y la hiperfosforilacién de los microtibulos de
la proteina tau, en base a esto se forman los ovillos neurofibrilares, lo que da lugar a

la degeneracién neurofibrilar (Alvarez Castillo et al., 2020).

Existe un incremento de la forma fosforilada en la EA, por un desequilibrio entre la fosforilacion
y desfosforilaciéon, esta hiperfosforilacion hace que se produzcan dificultades en el
plegamiento y en la estabilidad de los microtibulos. La proteina tau se vuelve insoluble, lo
gue produce una carencia de afinidad por los microtibulos, de la misma manera que con los
oligbmeros B-amiloide, las acumulaciones llegan a ser citotdxicos, lo que causa dafios

colaterales en la cognicion (Alvarez Castillo et al., 2020; Barrio Hermida, 2019).

De las hip6tesis mencionadas que tratan de describir la fisiopatologia de la EA, se llega a una
correlacion que se va a producir un déficit progresivo el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y
por ende la pérdida de las funciones cognitivas, por lo que sobre esta hipotesis colinérgica se
ha puesto en marcha investigaciones de principios activos que logren detener el déficit
progresivo de la ACh, con lo cual se ha llegado a obtener una terapéutica para los cuidados

paliativos de la EA (Alzheimer’'s Association, 2022).

Los farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la EA son 5 principios activos,
entre ellos encontramos a: Donepezilo, Galantamina, Memantina, Rivastigmina y

Aduncanumab (Alzheimer’s Association, 2022).

Es importante mencionar que Aduncanumab, es un farmaco que recién se aprobé para el
tratamiento de la EA, por lo que mucha bibliografia se enfoca solo en dos grupos
farmacologicos como son los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (IACE) y los

inhibidores de glutamato (Gémez et al., 2020).
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e |ACE: Conocidos también como anticolinesterasicos, estos farmacos ejercen su
accion en la acetilcolinesterasa de manera inespecifica ya que algunos de ellos
también cumplen su funcién sobre la butirilcolinesterasa, provocando un aumento en
la concentracién de acetilcolina en la sinapsis. Este grupo farmacolégico es utilizado
para la terapéutica sintomatica, dado que atendan la falla colinérgica (Tuneu et al.,
2015).

e Inhibidores de glutamato: En el cerebro el glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio, uno de los principales receptores postsinapticos que son estimulados por
el glutamato son los del tipo N_metil_D_aspartato (NMDA), que actian en el desarrollo
de la memoria. Los inhibidores de glutamato, cuidan a las células nerviosas por medio
de una organizacién del glutamato, que se vincula directamente con la conexion

neuronal (Gémez et al., 2020).

El objetivo del tratamiento es prevenir la degradaciéon de acetilcolina por medio de la enzima
acetilcolinesterasa con lo cual se lograra un aumento en los niveles del neurotransmisor en
la sinapsis colinérgica mejorando la comunicacién entre neuronas, de esta manera se logra
disminuir los sintomas de la deficiencia cognitiva como son la pérdida de memoria, el
pensamiento, lenguaje y razonamiento. Sin embargo, no se logra disminuir la progresion ni el

resultado de la enfermedad (Cavallaro, 2015).

Las caracteristicas especificas de cada farmaco se describen en la tabla 2:
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Tabla 2. Tabla resumen de las caracteristicas de los inhibidores de acetilcolinesterasa e inhibidores de glutamato (Cavallaro, 2015; Gomez et

al., 2020; Tuneu et al., 2015).

Grupo

farmacolégico

Mecanismo de

accion

Metabolismo

Selectividad
IACE

Vida media

Frecuencia

Reacciones

Adversas

Tipo EA

Donepezilo

Inhibidor de la

acetilcolinesterasa

Rivastigmina

Inhibidor de la

acetilcolinesterasa

Galantamina

Inhibidor de la

acetilcolinesterasa

Inhibe de forma selectiva, reversible y no competitiva la acetilcolinesterasa,

enzima responsable de la destruccién de la acetilcolina.

Hepatico

AChE > BuChE

70 horas
QD

Nauseas, diarrea,

vomito, anorexia.

Todas las etapas

Renal y periférico

AChE > BuChE

2 a 10 horas

BID

Nauseas, diarrea,

vomito, anorexia.

Todas las etapas

Hepatico y renal

AChE > BuChE

7 a 8 horas
QD

Nauseas, diarrea,

vomito, anorexia.

Leve a moderada

Memantina

Inhibidor NMDA

Es un antagonista no competitivo,
ademas depende del voltaje y la
moderada afinidad de los receptores
NMDA del 4cido glutdmico, reduciendo la
excesiva entrada de calcio al interior

neuronal.

Renal

60 a 100 horas

QD
Taquicardia, opsicosis.

Moderada a grave
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1.5. Metabolitos secundarios de Phaedranassa (Amaryllidaceae) como

farmacos potenciales para el tratamiento de Alzheimer

Hasta la actualidad la EA no posee tratamiento farmacoldgico para su curacién, mucho menos
para estabilizar de forma permanente su progresion, sin embargo, su terapéutica esti
direccionada a retardar su aparicion y evolucion, ademas, disminuir ciertos sintomas que se
pueden presentar, de esta manera se logra una mejoria en el estilo de vida como el nivel de

cognicion, las actividades de la vida cotidiana y el rendimiento (Serrano, 2017).

El objetivo principal para mejorar la clinica del paciente en todo el proceso de la patologia de
la EA, es establecer un diagnostico temprano. El tratamiento farmacoldgico debera ser
iniciado con un diagnéstico afirmativo y, sobre todo, cuando se identifique que el cuidador del
paciente controle la forma de dosificacién. Posterior, se deberd realizar un seguimiento
farmacoterapéutico en el que se monitoree si existe 0 no una respuesta hacia el mismo,
también hacer un control de la progresion de la enfermedad, esto sera parte fundamental para

seguir con la terapéutica indicada (Locanto, 2015).

Se ha determinado que el sistema colinérgico juega un rol importante en la afeccion de la
cognicion, es por ello que el objetivo terapéutico es inhibir a la acetilcolinesterasa la misma
gue esta encargada de catalizar la degradacién de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas
provocando la inactivacién de la acetilcolina dando como resultado una disminucion en la

transmision del impulso nervioso (Berkov et al., 2020; Robles Jaramillo, 2019; Serrano, 2017).

El mecanismo de accion de la galantamina se basa en lograr un aumento del neurotransmisor
acetilcolina en las hendiduras sinapticas por medio de la inhibicibn de la enzima
acetilcolinesterasa de forma selectiva, reversible y competitiva, ademas actda por medio de
la modulacion alostérica de los receptores nicotinicos presinapticos como también de los
postsinapticos, de esta manera aumenta la actividad de la acetilcolina sobre este tipo de
receptores, ademas, genera un aumento de la densidad de unién de la nicotina hacia los
receptores nicotinicos de la corteza al hipocampo, asi se logra una proteccién de las neuronas
hacia la acumulacién del péptido B-amiloide y hacia la toxicidad del glutamato (Berkov et al.,
2020; Robles Jaramillo, 2019; Serrano, 2017).

La galantamina es considerado el alcaloide isoquinolinicos mas importante debido a su
potente actividad farmacoldgica, fue aprobado por la FDA como el medicamento de eleccion

para el tratamiento de la EA, logrando una mejoria en la cognicién, ya que ademas de poseer
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las propiedades antes mencionadas, posee propiedades neuroprotectoras, antioxidantes y

antiapoptoticas.

Figura 7. Estructura molecular de galantamina.

Una vez que se logra la inhibicién de la AChE, se logra aumentar los niveles de ACh y
contrarrestar su déficit cerebral, mejorando sus efectos tanto nicotinicos como muscarinicos,
produciendo la mejoria de la cognicibn, empieza la estimulacion de los receptores
muscarinicos, se produce un descenso en la produccién de B-amiloide con lo cual se logra
disminuir la toxicidad. Ademas, debido a que posee actividad sobre los receptores nicotinicos
confiere una elevada neuroproteccion. Por ello la galantamina en pacientes con EA de leve a
moderada ha demostrado ser efectiva y sobre todo bien tolerada ya que retrasa el deterioro

cognitivo y funcional de los pacientes (Trujillo Chacén, 2019; Velazquez Garcia, 2017).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Disefio y tipo de estudio

Esta investigacion consisti6 en una revision bibliografica sobre la relevancia del género
Phaedranassa como fuente promisoria de metabolitos bioactivos, como nuevas fuentes para
el tratamiento ante la Enfermedad de Alzheimer. Se aplicé un disefio de tipo descriptivo, que
permitié el andlisis de informacion cientifica actualizada para cumplir los objetivos planteados

en el presente estudio.
2.2.  Recoleccion de datos

Se llevo a cabo la busqueda de bibliografia segun la necesidad de cumplir con el objetivo de
recopilar informacion acerca de la bioactividad de los metabolitos secundarios de
Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana y Phaedranassa tunguraguae, como
tratamiento ante la Enfermedad del Alzheimer. La informacién fue recopilada mediante
literatura de tesis de grado, posgrado, articulos y revisiones cientificas de literaturas que se
encontraron en bases digitales: Scielo, ScienceDirect, PubMed y Redalyc. Las palabras
claves aplicadas en la busqueda de informacion fueron: Alzheimer, Amaryllidaceae,
Phaedranassa, acetilcolina, acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, neurodegenerativa,

galantamina. Ademas, se utilizaron operadores boléanos l6gicos como AND, OR y NOT.

2.3. Criterios de Inclusion y Exclusién

El material bibliografico recolectado fue seleccionado de acuerdo a los siguientes criterios de

inclusion y exclusion:
e Criterios de inclusién:

o Tesis de pregrado, postgrado, articulos, documentos y estudios relacionados
con la caracterizacion, aislamiento de extractos de los compuestos bioactivos,
y actividad biolégica de Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana,
Phaedranassa tunguraguae, que estén publicados dentro de los afios 2015 al
2021 y que ademas estén publicados en el idioma; espafiol, inglés, portugués

y francés.
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e Criterios de exclusion:

o Enestainvestigacidon se excluyeron toda documentacion incompleta o que sea
resumen y no tengan una relacién con el tema de interés, que no sean
relacionados con género Phaedranassa (Amaryllidaceae) como fuente
promisoria de metabolitos bioactivos ante la enfermedad de Alzheimer.

o Documentacion que esté fuera del rango establecido del 2015 al 2021 y que

no sea de fuentes cientificas.
2.4, Evaluacién de lainformacion del material bibliografico

El material bibliografico que cumplié los criterios de inclusion descritos en 2.3. fue analizado
de manera detallada, con el fin de extraer la informacion relevante y alineada con los objetivos
del presente estudio. La informacion fue registrada en tablas comparativas enfocadas en la
extraccibn de la parte alcaloidea y la actividad biolégica de Phaedranassa dubia,

Phaedranassa cuencana y Phaedranassa tunguraguae.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Resultados

3.1.1. Material bibliografico empleado paralarevision de literatura sobre el género
Phaedranassa como fuente de alcaloides bioactivos ante la Enfermedad de

Alzheimer

La revision de literatura cientifica permiti6 analizar 11 articulos que cumplieron con los
criterios de inclusion sobre las especies de Phaedranassa y su bioactividad ante la EA. P.
dubia es la especie més estudiada, ya que esta especie se encuentra también en Colombia.
P. tunguraguae como también P. cuencana son especies con menor cantidad de literatura
cientifica disponible, evidenciando la necesidad de incrementar la investigaciéon en estas

especies promisorias.

Para el andlisis especifico de la actividad biol6gica como también de la extraccion de la parte
alcaloidea de Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana y Phaedranassa tunguraguae,
se realiza una comparacion de cuatro revisiones de literatura cientifica, mediante dos

métodos in vitro e in silico.

Del analisis de informacion se desprende la necesidad de estudiar a profundidad la
distribucion, etnobotanica y actividad biolégica del género Phaedranassa en Ecuador, pues

existe la posibilidad de encontrar especies no reportadas hasta el momento (Oleas, 2017).

3.1.2. Métodos de extraccion de alcaloides de especies de Phaedranassa.

De la informacién analizada en el presente estudio, se reporta un método estandar de
obtencion de un extracto alcaloideo a partir de los bulbos de las especies estudiadas. La
maceracion del material vegetal en metanol, acompafiada de regulacion de pH permite
obtener un extracto enriquecido, el cual es adecuado tanto para la identificacion del perfil de
alcaloides y la bioactividad de las especies en estudio (Inca Benitez, 2017; Vergara Zurita,

2020). El procedimiento para la extraccion de alcaloides se presenta en la Figura 8.
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Extraccion de alcaloides

l

Bulbo: 20 g seco y triturado J

|

Maceracién: 800 ml de metatol durante 72
horas, realizar ultrasonido durante 1 a 2 horas

:

‘ Extracto liquido ‘

l

‘ Evaporacion de solvente: rotavapor J
‘ Extracto seco J

l

Acidificar: 150 ml de &cido sulfarico al 2 % w

l

‘ Extracto acido J

]

Y

Desengrasar: 4 veces con eter etilico

Fase organica

‘ Fase acuosa acida J<—p>

.

Basificar: hasta un pH de 10 con hidroxido de
amonio al 25 %

.

‘ Fase acuosa hasica

'

Extraccién: con acetato de etilo por 4 veces J

|
! '

‘ Fase organica J ‘ Fase acuosa basica ‘

Afadir sulfato de sodio anhidro y goma arabiga:
filtrar
Y
‘ Evaporar el solvente: rotavapor F» ALCALOIDES

Figura 8. Método de extraccion de alcaloides (Inca Benitez, 2017).
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3.1.3. Evaluacién de la actividad inhibitoria de las enzimas acetil y

butirilcolinesterasa

Para evaluar la actividad inhibitoria de las enzimas AChE y BUChE que son las que intervienen
en la EA, hemos revisado dos métodos. Moreno et al., 2020, en su estudio reporta el andlisis
de la actividad inhibitoria mediante la estrategia in silico, por el método de acoplamiento
molecular. Este método analiza la interaccion existente entre el alcaloide y el sitio activo de
la enzima, es decir se prueba la interaccion molecular existente entre enzima y sustrato. Al
tratarse de un estudio que aplica herramientas de modelado molecular y quimica
computacional, el alcance es predictivo y permite guiar investigaciones experimentales

posteriores.

Inca, 2017; Montero, 2018 & Jaramillo 2019, emplearon para el analisis de la actividad
inhibitoria de AChE y BUChE un método in vitro que fue reportado por Ellman et al., en 1961.
Esta técnica ha sido ligeramente modificada y adaptada a las nuevas tecnologias de
espectrofotometria, pero es necesario referirse al trabajo original que establece la
metodologia de base. Este es un método colorimétrico que es considerablemente sensible,
siendo el método de eleccion ya que es especifico para la determinacion enzimatica de
acetilcolinesterasa, ademas permite determinar la actividad inhibitoria de AChE y BuChE
empleando una pequefia cantidad de enzima (Carrasco Ruiz, 2017; Jaramillo Diaz, 2019;
Moreno et al., 2020).
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Inhibicién enziméatica
(Ellman et al.)

v

Microplacas eppendorf: 50 pl de extracto
alcaloidal o estandar de galantamina disueltos
en PBS y 50 ul de AChE o BUChE

;

Blanco de muestra: 50 yl de muestra y 150 pl
de PBS

'

Control: 50 ul de PBS y 50 pl de enzima

'

Blanco control: 100 pl de PBS

l

[ Incubacion: 30 min a 21 °C }

:

Afiadir 100 pl de sustrato disuelto en solucion
salina, en la muestra, control y blanco control

.

Leer absorbancias a 405 nm J

Figura 9. Método de inhibicién enzimatica de AChE y BuChE, segun Ellman

Los resultados de este ensayo se expresan como porcentaje de inhibicién, de acuerdo a la

siguiente expresion:

M-B

%I =100 -~—

M
Cx100

Donde:

M: Lectura de absorbancia de muestra
C: Lectura de absorbancia de control
BM: Lectura de absorbancia de blanco de muestra

BC: Lectura de absorbancia de blanco control

- Concentracién de inhibicion media (IC50): La actividad inhibitoria de las enzimas
AChE y BUChE es también expresada como ICso. Este pardmetro expresa la
concentracion a la cual se inhibe el 50 % de la actividad enzimética. Para este célculo
se evalla un grupo de soluciones de concentracion conocida de un alcaloide de
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referencia, generalmente, galantamina. Estas soluciones son sometidas a la reaccion

de Ellman, generando porcentajes de inhibicion enzimatica. La relacién de

concentracién de galantamina vs. porcentaje de inhibicion genera un modelo lineal

descrito por la ecuacion de la recta. El porcentaje de inhibicion de extractos

alcaloidales se calcula por medio de la extrapolacion aplicando el modelo lineal

obtenido (Inca Benitez, 2017; Jaramillo Diaz, 2019).

3.1.4. Phaedranassa cuencana: perfil alcaloideo y actividad bioldgica.

La informacion referente al perfil de alcaloides, produccion de galantamina y evaluacion de

actividad biolégica de P. cuencana, se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Perfil alcaloideo y actividad frente a acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa de

Phaedranassa cuencana.

Referencia (Jaramillo Diaz, 2019) (Moreno et al., 2020)

Principales Licorina: 56,68 % e Licorina: 59,48 %
o alcaloides Codeina: 17,17 % e 1-O-acetil-licorina: 1,35 %
% Sanguinina: 7,25 % e Sanguinina: 9,54 %
s 1-O-acetil-licorina: < 1% ¢ 11,12-
:—z 11,12-dehidroanhidrolicorina: dehidroanhidrolicorina: 1,25 %
E <0,1%

% Galantamina 18.90 25.41

Método de
_8 determinacion
‘r_§ de actividad Ellman et al., 1961 Acoplamiento molecular (in sillico)
g inhibitoria de
5 AChE y BUChE
% IC50 AChE 1,12 + 0,05. R2: 0,99 0,88 £ 0,11 pg/ml
< IC50 BUChE 21,53 + 1,64 R2: 0,99 18,89 £ 0,21 pg/ml
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3.1.5. Phaedranassa tunguraguae: perfil alcaloideo y actividad bioldgica.

El perfil de produccién de alcaloides para la especie P. tunguraguae, asi como la produccion

de galantamina y actividades inhibitorias de AChE y BUChE, se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Perfil alcaloideo y actividad biolégica frente a acetilcolinesterasa y

butirilcolinesterasa de Phaedranassa tunguraguae.

Referencia (Montero Valencia, 2018) (Moreno et al., 2020)
Principales e Licorina: 49,67 % e Licorina: 46,40 %
8 alcaloides « Codeina: 20,61 % « Codeina: 9,60 %
2 e Galantina: 2,42 % e Cantabricina: 3,23 %
E e 8-O-dimetilmaritidina: 1,26 %
E
% Galantamina 0.36 1.89

s Método de
5’ de.tejrmin.aci.()r? d? Ellman et al., 1961 Acoplamiento molecular (in silico)
._g actividad inhibitoria
B de AChE y BUChE
E IC50 AChE 11,12 + 1,87 ug/ml. R2: 0,99 3,74 + 0,49 pg/ml.
E IC50 BuChE 64,49 + 1,39 pg/ml. R2: 0,99 20,89 £ 2,42 pg/ml.

3.1.6. Phaedranassa dubia: perfil alcaloideo y actividad bioldgica.

Los alcaloides principales, porcentaje de galantamina e inhibicién de las enzimas AChE y

BuChE del extracto de P. dubia se recopilan en la Tabla 5.

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
41



UCUENCA

Tabla 5. Perfil alcaloideo y actividad frente a acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa de

Phaedranassa dubia.

Referencia (Inca Benitez, 2017) (Moreno et al., 2020)
Principales e Licorina: 54.10 % e Licorina: 75.67 %
8 alcaloides « Codeina: 6.07 % « Anhidrolicorina: 3.40 %
% e Assoanina: 13.77% e 11,12- dehidroanhidrolicorina:
3)
© o 11,12- 3.31%
*§ dehidroanhidrolicorina:
E 3.31%
% Galantamina 4.54 6.92

o Método de
8 de.t(?rminf';lci.c')r.l d? Ellman et al. Acoplamiento molecular (in silico)
393 actividad inhibitoria
T de AChE y BUChE
E IC50 AChE 25.48 + 0.39 pg/ml. R2: 0,99 2.60 % 0,10 pg/ml.
3 IC50 BuChE 114.96 £ 4.94 pg/ml. R2: 0,99 14.26 = 2,71 pg/ml.

Como resultado de la revisidn de literatura, se presenta la informacién sistematizada en tres
cuadros informativos y una infografia. En estos recursos graficos se muestra la ubicacion,
estatus de conservacion, el principal perfil alcaloideo y también se muestra la actividad

biol6gica de inhibicién de enzimatica del género con las tres especies estudiadas.
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COTOPAXI
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Figura 10. Infografia sobre Phaedranassa dubia.
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Figura 11. Infografia sobre Phaedranassa tunguraguae.
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Phaedranassa
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Figura 12. Infografia sobre Phaedranassa cuencana.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE PHAEDRANASSAS

PORGENTAJE DE GALANTAMINA

P. cuencana

18.9
P. dubia

I 4.54

P. tunguraguae

I 0.36

ACTIVIDAD INHIBITORIA DE AChE

pg/ml

P. cuencana MP. dubia ® P. tunguraguae

ACTIVIDAD INHIBITORIA DE BuGhE

*5

pg/mi

B P.cuencana BP. dubia B P.tunguraguae

Figura 13. Infografia sobre actividad biolégica de Phaedranassa.
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3.2. Discusion

En el presente estudio se ha extraido informacion relevante sobre el género Phaedranassa
en especies latinoamericanas. El enfoque se centra en la revision de alcaloides bioactivos, y
su potencial como moléculas guia para el desarrollo de farmacos aplicables en el tratamiento

de la Enfermedad de Alzheimer.

Galantamina es el farmaco de eleccion en el tratamiento de esta dolencia. En la bibliografia
referente a las plantas analizadas, se observa diferente nivel de produccién de este alcaloide
bioactivo. Phaedranassa tunguraguae produce galantamina en rangos que oscilan entre 0,36
y 2,33 % (Montero, 2018, Moreno et al., 2020). A pesar de la baja produccion de galantamina
se determin6 que esta especie presentaba un potente efecto inhibidor de la

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa. (Montero Valencia, 2018).

Phaedranassa cuencana es una especie reportada en el afio 2015 por Minga y colaboradores,
en El Descanso y Sevilla de Oro (Azuay). En cuanto a la cantidad de alcaloides, que posee,
Jaramillo 2019, en su investigacion, establece que, mediante la extraccién de alcaloides, se
pudo diferenciar a siete grupos, lo que concuerda con la mayoria de los compuestos
alcaloideos descritos por Moreno y colaboradores (2020). Muchos de estos alcaloides han
demostrado ser inhibidores enziméticos, analgésicos, eméticos y hasta estimulantes
respiratorios. En esta especie se reporta una elevada concentracion del alcaloide galantamina
(18,90 %). (Jaramillo Diaz, 2019; Minga et al., 2015; Moreno et al., 2020).

Phaedranassa dubia es una especie distribuida en Tungurahua, Latacunga, Cotopaxi y
Pichincha. En cuanto a la diversidad de alcaloides biosintetizados por esta especie, nueve
alcaloides fueron reportados por Inca, 2017, de los cuales los mas representativos fueron
licorina (54,10 %) seguido por assoanina (13,77 %), galantamina (4,54 %) y anhidrolicorina

(3,71 %). Este reporte es consistente con la investigacion realizada por Moreno et al., 2020.

Las especies incluidas en este estudio presentaron actividad inhibitoria frente a AChE y
BuChE en diferentes intensidades. Phaedranassa cuencana presenta la mayor actividad
frente a AChE. Este hallazgo se debe a que P. cuencana presenta una mayor concentracion
de galantamina en comparacién con las demas. Las especies del género Phaedranassa,
ordenadas por su nivel de produccioén de galantamina de mayor a menor son: P. cuencana
(18,90 %), P. dubia (4,54 %) y P. tunguraguae (0,36 %).
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La actividad inhibitoria de la enzima AChE esta relacionada con la productividad de
galantamina y el posible sinergismo con el resto de alcaloides producidos. P. cuencana
presenta la menor ICso (1,12 pg/ml), siendo la especie mas prolifera en galantamina. P.
tunguraguae genera una inhibicion promisoria, (11,12 pg/ml) usualmente asociada a la
presencia de alcaloides tipo galantamina como galantina, singuanina, etc. P. dubia genera
una actividad enzimética modesta, (25,48 pg/ml), asociada a su produccion de galantamina.
La actividad inhibitoria de BUChE también es variada entre las especies en estudio, las cuales,
ordenadas desde la mayor a menor capacidad inhibitoria de BuChE son: P, cuencana (21,53
pg/ml), P. dubia (114,96 pg/ml) y P. tunguraguae (64,49 pg/ml). La mayor actividad de P.
cuencana en comparacion a las demas especies se debe a su alta concentracion y diversidad
de perfil de alcaloides. Adicionalmente a galantamina se reporta licorina, sanguinina, O-acetil-
licorina los mismo que potencian su efecto inhibitorio contra AChE y BUChE (Inca Benitez,
2017; Jaramillo Diaz, 2019; Montero Valencia, 2018; Moreno et al., 2020) .

Del presente estudio se desprende que los Andes Sudamericanos son el nicho de especies
promisorias del género Phaedranassa. Estas especies se ven amenazadas por el cambio de
uso de suelo, la extraccidn de sus flores con fines ornamentales y actividades antropicas
extractivas como la mineria. El inconmensurable valor de los miembros de este género hace
necesario orientar dos lineas de investigacién urgentes: la primera direccionada a la
geolocalizacion de poblaciones de Phaedranassa y restauraciones ambientales para
conservar su habitat. La segunda linea de investigacion se enfoca a la produccién de
alcaloides bioactivos ante las enzimas diana en el desarrollo de nuevas alternativas de
tratamiento de Alzheimer. Para evitar la extraccion intensiva y posible extinciéon de las
especies en habitats naturales, las estrategias de produccion de material vegetal “in vitro” y
la expresion genética de rutas metabdlicas de alcaloides son alternativas validas para
continuar con el estudio del potencial de este género por su elevada y variada produccién de

alcaloides bioactivos.

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
47



UCUENCA

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. Conclusiones

Al finalizar esta revisién bibliografica podemos concluir que el género Phaedranassa
(Amaryllidaceae), reviste gran importancia por la variedad de metabolitos (alcaloides)
biosintetizados por ciertas de sus especies, especialmente P. cuencana, P, dubia y P.

tunguraguae.

Al registrar la informacién sobre la obtencién de extractos y caracterizaciébn de compuestos
bioactivos de Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana, Phaedranassa tunguraguae, se
encuentra que el método estdndar de obtencién de extracto enriquecido en alcaloides utiliza
una maceracion con metanol y posteriormente los alcaloides son caracterizados mediante

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

Al analizar la informacién obtenida, de las tres especies de Phaedranassa, se concuerda que
Phaedranassa cuencana es la especie con mayor potencial de galantamina, sefialandola
como promisoria en el desarrollo de nuevas alternativas en el tratamiento de Alzheimer.
Ademds, es necesario mencionar que se buscan nuevas alternativas de obtencién de
galantamina de manera natural, ya que la produccion sintética es muy compleja y también

representa un alto valor econémico.

La informacion sobre el género Phaedranassa, tiene una gran limitante ya que este género
solo ha sido estudiado en el Ecuador, por lo que existe poca informacion publicada. Se
estableci6 como modelo estandar la extraccion de la parte alcaloidea y también el método

modificado de Ellman para evaluar la actividad inhibitoria de AChE y BuChE.

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia
48



UCUENCA

4.2. Recomendaciones

En base a esta revision de literatura se recomienda realizar estudios experimentales de la
fraccion alcaloidea y de la actividad biol6gica de especies de Phaedranassa, identificadas en
un plan de bioprospeccion para este género en Ecuador. Con esta estrategia se lograra
identificar a un mayor nimero de especies que al momento no han sido reportadas, y que se

encuentran en Sierra Sur Ecuatoriana.

Adicionalmente, se recomienda explorar estrategias para incrementar la productividad de
metabolitos secundarios en las especies productoras de galantamina, como la ingenieria
metabdlica, generacion de biomasa mediante biorreactores, entre otras. Asi se obtendra este
importante metabolito bioactivo evitando incrementar el estatus de riesgo de las especies

sefaladas.
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ANEXOS
Anexo 1. Tablaresumen de los articulos seleccionados
Método de _ Método de
] _ ] . o Metabolitos % o
Articulos Especie Método de extraccion Identificacion _ _ actividad
_ secundarios Galantamina o
de alcaloides inhibitoria
- Codeina
(Inca Maceracion con metanol _
i Phaedranassa Assoanina Ellman et al. con
Benitez, . y luego el uso de CG-EM _ _ o 4.54 -
dubia o 2-hidroxihomolicorina modificaciones
2017) solventes organicos _
Galantamina
Galantamina
_ Maceracién con metanol Sanguinina
(Carrasco Crinum x o Ellman et al. con
_ _ y luego el uso de CG-EM Anhidrolicorina 0.68 o
Ruiz, 2017) amabile o _ modificaciones
solventes organicos Caranina
Augustina
y Licorina
(Montero Maceracion con metanol )
) Phaedranassa Codeina Ellman et al. con
Valencia, y luego el uso de CG-EM _ 0.36 o
tunguraguae o Galantamina modificaciones
2018) solventes organicos

Cantabricina
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Codeina
(Baldedn Maceracién con metanol Galantamina
_ Phaedranassa _ Ellman et al. con
Samaniego, . y luego el uso de CG-EM Hemantamina 0.1 -
glauciflora o o modificaciones
2018) solventes orgéanicos Licorina
Sternbergina
Licorina
Phaedranassa _
. Galantamina 4.53
lehmannii _
Hemantamina
Licorina
_ Homolicorina
Rhodophiala y _
) Maceracioén con metanol Galantamina 0.27
B pratensis B _
(Trujillo con evaporacion a Hemantamina
) » _ _ Ellman et al. con
Chacon, presion reducida y luego CG-EM Tazetina -
S modificaciones
2019) el uso de solventes Licorina
Phycella organicos Homolicorina 0.05
australis Galantamina '
Montanina
o Licorina
Rhodolirium _
) Galantamina 0.09
speciosum S
Narciclasina
_ y Licorina
(Jaramillo Phaedranassa Maceracion con metanol _ Ellman et al. con
) CG-EM Galantamina 18.90 o
Diaz, 2019) cuencana y luego el uso de o modificaciones
Sanguinina
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solventes orgénicos (éter
etilico y acetato de etilo)

Maceracién con metanol

Hemantamina

(Erazo _
Phaedranassa y luego el uso de Tazetina Ellman et al. con
Delgado, o o CG-EM _ 18.84 -
2019) viridiflora solventes organicos Galantamina modificaciones
(dimetilsulféxido) Licorina
y Galantamina
(Robles Maceracion con metanol )
) Phaedranassa Codeina Ellman et al. con
Jaramillo, o y luego el uso de CG-EM o 0.1 o
brevifolia _ Crinina modificaciones
2019) solventes organicos ] o
11-hidroxivittatina
y Tazetina
_ Maceracion con metanol o
(Vergara Hymenocallis Licorina Ellman et al. con
_ y luego el uso de CG-EM _ - o
Zurita, 2020) sp. o Hemantamina modificaciones
solventes organicos _ _
Licoramina
Galantamina
Phaedranassa _
) Montanina 15.99
cinera o
Licorina
Maceracién con metanol Licorina _
(Moreno et _ Acoplamiento
Phaedranassa vy luego el uso de CG-EM Galantamina
al., 2020) o o 48.60 molecular
cuencana solventes organicos Sanguinina
Anhidrolicorina
Phaedranassa Licorina
_ _ 7.16
dubia Galantamina

Marcelo Esteban Inga Criollo / Lenin Ismael Maldonado Mejia

57



UCUENCA

Deshidroanhidrolicorina

Licorina
Phaedranassa 1-O-acetilcaranina 230
glauciflora Galantamina '
Mesembrina
Dihidrolicroina
Phaedranassa Hemantamina 533
tunguraguae Galantamina '
Homolicorina
Licorina
Anhidrolicorina
Phaedranassa .
) Hemantamina 23.31
dubia _
i Galantamina
(Ledn et al., . , , o Ellman et al. con
Maceracion con metanol CG-EM 2-hidroxihomolicorina o
2021) — modificaciones
Licorina
Phaedranassa Crinina
o _ 3.36
brevifolia Galantamina

Pancratinina
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