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RESUMEN

El objetivo del estudio fue acondicionar el método de Ellman et al., descrito por Lopez en 2002 para
la determinacién de actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BuChE) y cuantificar dicha actividad en un extracto de alcaloides de bulbos de Phaedranassa
cinerea, usando la galantamina como referencia; ademas de identificar los alcaloides presentes en P.
cinerea mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La familia vegetal
Amaryllidaceae produce alcaloides de tipo isoquinolinico, farmacolégicamente activos, siendo
galantamina el mas interesante por su uso en el tratamiento de enfermedad de Alzheimer como
inhibidor de AChE y BuChE. EI material vegetal fue recolectado en el sector del puente Salsipuedes
canton Pallatanga, perteneciente a la provincia de Chimborazo, en marzo del 2017. La extraccion de
alcaloides se efectu6 mediante un protocolo basado en el cambio de pH, fundamentado en la
naturaleza quimica de estos compuestos. Los alcaloides identificados en el extracto de P. cinerea
fueron: Galantamina, N-formilnorgalantamina, Pancratinina C y N-demetilgalantamina; en orden de
abundancia. Mediante el método puesto a punto, se determind que el IC50 del extracto, inhibiendo
AChE fue de 37.600+0.097, frente al de galantamina que fue de 0.869+0.172; mientras que el IC50
del extracto inhibiendo BuChE fue de 108.505+8.978, frente al de galantamina que fue de
17.232+2.884. Se concluye, por lo tanto, que la galantamina pura tiene una actividad superior en la
inhibicion de colinesterasas, frente al extracto obtenido. Se recomienda efectuar estudios

complementarios de esta especie, sin descuidar su conservacion.

Palabras clave: <BIOQUiMICA>, <FITOQUiMICA>, <ALCALOIDES>,
<AMARYLLIDACEAE> <Phaedranassa cinerea>, <ACTIVIDAD INHIBITORIA>,
<ACETILCOLINESTERASA>, <BUTIRILCOLINESTERASA>, <EXTRACTOS DE
PLANTAS>, <GALANTAMINA>, <CROMATOGRAFIA DE GASES> <ESPECTROMETRIA
DE MASAS>.
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SUMARY

The objective of the study was to fine-tune the method of Ellman et al., Described by Lopez
in 2002 for the determination of acetylcholinesterase inhibitory activity (AChE) and
butyrylcholinesterase (BUChE) and to quantify such activity in an extract of bulb alkaloids
of Phaedranassa cinerea, using galantamine as reference; besides identifying the alkaloids
present in P. cinerea by means of gas chromatography coupled to mass spectrometry. The
plant family Amaryllidaceae produces isoquinolinic type alkaloids, pharmacologically
active, galantamine being the most interesting for its use in the treatment of Alzheimer's
disease as an inhibitor of AChE and BuChE. The vegetal material was collected in the sector
of the Salsipuedes bridge Pallatanga, belonging to the province of Chimborazo, in March
2017. The extraction of alkaloids was carried out by means of a protocol based on the pH
change thanks to the chemical nature of these compounds. The alkaloids identified in the
P.cinerea stratum were: Galantamine, N-formylnorgalantamine, Pancratinin, C and N-
demethylgalantamine; in order of abundance. By means of the fine-tuned method, it was
determined that the IC50 of the stratum, inhibiting AChE, was 37,600 + 0.097, compared to
that of galantamine, which was 0.869 + 0.172; while the 1C50 of the extract inhibiting AChE
and BuChE was of 108.505 * 8.978, against that of galantamine that was of 17.232 + 2.884.
It is concluded, therefore, that pure galantamine has a superior activity in the inhibition of
polynethrene, compared to the obtained extract. It is recommended to carry out

complementary studies without neglecting their conservation.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <PHYTOCHEMISTRY>, <ALCALOIDS>,
<AMARYLLIDACEAE>, <Phaedranassa cinerea>, <INACTIVITY INHIBITORY>,
<ACETYLCHOLINESTERASE>, < BUTIRYLCHOLINESTERASE >, <PLANTS’
EXTRACTS>, <GALANTAMINE>, <GAS CROMATOGRAPHY> <MASS
SPECTROMETRY>.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia que tiene incidencia global, segin datos de la
OMS, es la causa del 60 a 70% de los casos de demencia en el planeta, que afectan alrededor de 50

millones de personas y cada afio se suman 7,5 millones mas (OMS, 2016).

La demencia es una patologia que impide al desarrollo normal de las actividades cotidianas de quien
la padece, afectando a su memoria, capacidad intelectual y subsecuentemente a su comportamiento;
no es una consecuencia normal del envejecimiento en las personas, aunque los pacientes suelen ser
adultos mayores. Al ser un sindrome de naturaleza progresiva y degenerativa, causa problemas graves

en la vida de los pacientes y su entorno. (OMS, 2016).

En Ecuador, hasta el 2014, se estimaba que habian de 80 a 100 mil personas que padecian EA, segin
datos de la Asamblea Nacional (Asamblea Nacional de la Republica del Ecuador, 2014) obtenidos mediante un
censo efectuado en nuestro pais, en el "Anuario de Estadisticas Vitales, Nacimientos y Defunciones
2014" (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2014). En el 2011, 3894 personas murieron por demencia
y Enfermedad de Alzheimer, representando un 6,25% de la tasa total de mortalidad (Planificacion, 2013).

Estos datos indican que esta patologia afecta un grupo considerable de la poblacion en nuestro pais,
y se requieren medidas para tratar con esta problematica. La enfermedad de Alzheimer no tiene cura
hasta la actualidad, por lo cual los tratamientos se enfocan a controlar los sintomas de la demencia

que provoca en los pacientes (OMS, 2016).

No se conoce la etiologia exacta de la enfermedad de Alzheimer, existen muy pocas investigaciones
cuyo objetivo haya sido identificar los factores de riesgo modificables de esta patologia, y lo que se
ha encontrado hasta ahora es que hay dos grandes factores comunes, necesarios en la mayoria de los
casos, para que se produzca la enfermedad de Alzheimer. Estos factores estdn principalmente
relacionados con la calidad de vida que tuvieron los pacientes antes de desarrollar demencia y sus

sintomas (OMS, 2016).

Por ello, la prevencion se prepara en torno a las evidencias disponibles, como la lucha contra los
factores de riesgo de enfermedad vascular (diabetes, hipertension, obesidad e hipercolesterolemia en

edades medianas y tempranas), depresion en edades medianas y tardias, y algunos factores
1



relacionados con el modo y calidad de vida, como el consumo de tabaco, la inactividad fisica, o
actividad fisica insuficiente y las dietas poco saludables (oms, 2016). La prevencion ha venido
desarrollandose en el pais mediante varias estrategias, discutidas en la asamblea de la OMS (OPS_OMS,

2014).

En Ecuador, las estadisticas de enfermedades cardiovasculares, diabetes y obesidad son
considerablemente elevadas, lo cual se asocia a estilo de vida inadecuado en edades tempranas y
medianas, influenciado por alimentacién incorrecta y estilos de vida que no incluyen habitos
deportivos adecuados (Country statistics and global health estimates by World Health Organization and UN partners,
2015).

Esto sitGa al pais en riesgo de presentar tasas mas altas de enfermedad de Alzheimer y afecciones
similares. En el censo de 2009 se evidencio6 que el 16,3% de hombres y 25,7% de mujeres presentan

deterioro de sus funciones cognitivas (Encuesta Salud, Bienestar y Envejecimiento, 2009).

Es relevante decir, que el grupo poblacional méas afectado por EA son los adultos mayores a 65 afios,
mientras mas incrementa la esperanza de vida en un pais, mayor porcentaje de trastornos neurolégicos

se presentan (Bertolote, 2013).

En el Ecuador la esperanza de vida es de 74 a 79 afios segiin la OMS e incrementa conforme la
atencion primaria en salud se difunde (Romero-Sandoval et al., 2012), esto es excelente para la poblacion,
pero incrementa la incidencia de casos de enfermedad de Alzheimer al incrementar el nimero de

adultos mayores.

En el 2014, el gasto total en salud fue del 9.2% del PIB en Ecuador (Romero-Sandoval et al., 2012), un
rubro importante, del cual se desprenden los gastos causados por los cuidados necesarios para los
pacientes que padecen esta patologia; los rubros se subdividen en costos médicos directos; costos
sociales directos, como pago a cuidadores profesionales, cuidados en casa y residencias especiales; y

costos de cuidados informales o no pagados.

A nivel mundial, los costos relacionados con Enfermedad de Alzheimer han ido en aumento de
US$604 billones en el 2010 a US$818 billones en el 2015, lo cual refleja un incremento de 35,4% en
cinco afos, que es bastante relevante para una economia en desarrollo como la nuestra (Asociacion

Internacional de Alzheimer, 2015).



La situacion problemética de este proyecto, va orientada a la bldsqueda de una alternativa de
tratamiento para pacientes con enfermedad de Alzheimer en nuestro pais, al ser la farmacoterapia
empleada en el tratamiento de Alzheimer bastante costosa y no pudiéndose considerar eficiente (Aznar,

2015).

En la actualidad, el tratamiento de EA se ha enfocado a controlar los sintomas de demencia y existen
solamente dos tipos de farmacos recomendados para este fin, uno de ellos son los inhibidores de
acetilcolinesterasa, que es una enzima encargada de metabolizar a la ACh, como la galantamina (Ho

et al., 2015).

Las plantas poseen mecanismos de adaptacion diversos, como la produccién de metabolitos
secundarios que en ocasiones benefician a la humanidad al ejercer algun efecto farmacoldgico en el
organismo; este es el caso de la galantamina, que es un es un alcaloide terciario, de tipo isoquinolinico

(Ho et al., 2015) producido por varias especies de la familia Amaryllidaceae (Lopez et al., 2002).

La galantamina es el segundo principio activo mas usado en el tratamiento de enfermedad de
Alzheimer, al ser un inhibidor de acetilcolinesterasa. Este alcaloide posee un costo relativamente alto
debido a su obtencion (Azevedo et al., 2011) y esta presente en Phaedranassa cinerea, lo cual seria un
recurso bastante promisorio para nuestro pais; sin contar con que es una especie vulnerable segln la
Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN (1UCN, 2016) y su reproduccion mediante las
técnicas adecuadas, podria evitar la extincion de esta especia vegetal, considerando su utilidad

farmacoldgica.

Por estos motivos surgi6 la necesidad de evaluar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de la planta endémica Phaedranassa cinerea, que es
una especie vegetal perteneciente a la familia Amaryllidaceae, subfamilia Amaryllidoideae (Oleas,

2011).

Varias especies de Amaryllidaceae han sido estudiadas, alrededor del mundo, y presentan alcaloides
con actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, especialmente galantamina,
aunque existen otros compuestos implicados; esta actividad se emplea en el tratamiento de los

sintomas de demencia, causados por la enfermedad de Alzheimer (Ng et al., 2015).
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Este trabajo contribuye al objetivo nacional 3 para el Buen Vivir "Mejorar la calidad de vida de la
poblacién”, debido a que se enfoca a brindar una posible alternativa de tratamiento para un grupo
relevante de la poblacion ecuatoriana, que padece o podrd padecer enfermedad de Alzheimer

(Desarrollo, 2013).

Dentro de los lineamientos del Plan Nacional del Buen Vivir, ademas, se destaca como una meta
especifica, la busqueda de alternativas de tratamiento y cuidado para la demencia y enfermedad de
Alzheimer, en el lapso entre 2013 y 2017 (Planificacion, 2013).

En base a lo expuesto, los objetivos de esta investigacion son: Realizar la extraccion de alcaloides en
bulbos de la especie Phaedranassa cinérea mediante un protocolo basado en cambios de pH,
identificar los alcaloides presentes en el extracto obtenido, mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas; determinar las condiciones experimentales adecuadas del método de
Ellman et al., para inhibicion de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa y con ello determinar la
actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de

Phaedranassa cinerea, empleando galantamina como referencia.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Fundamentacién Teorica y Conceptual

1.1.1 Droga

Sustancia de origen natural o sintético que poseen sustancias gquimicas con actividad biolédgica

(Verpoorte, 2000).

1.1.2 Droga vegetal

Parte de una planta, como hojas, flores, tallo, bulbo; que contiene sustancias quimicas con actividad
bioldgica (Verpoorte, 2000).

1.1.3 Principio activo

Sustancia quimicamente pura que posee actividad terapéutica (Osorio, 2009).

1.1.4 Extracto vegetal

Los extractos vegetales son mezclas complejas de diferentes compuestos quimicos o metabolitos que
pueden poseer actividad farmacoldgica, se obtienen de una planta mediante un proceso de extraccion,

que puede ser quimico, fisico o bioldgico (Roersch, 2004, p. 234).

Los extractos se nombran y definen segiin el método de extraccion y solvente empleado, en la mayoria
de los casos se requieren procesos complementarios para lograr una extraccion 6ptima, como

concentracion y purificacion (Osorio, 2009).

Se pueden extraer compuestos especificos de una droga vegetal, con el empleo de condiciones,
procesos y protocolos especificos para ello, como solventes adecuados; todo esta en dependencia de
los compuestos de interés que se pretenda obtener (Osorio, 2009).
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Pueden presentarse liquidos, como las tinturas, semisélidos con textura blanda o densa; o sélidos,
denominados extractos secos. Segin datos de la OMS, aproximadamente el 25% de las farmacos que
son comercializados tienen origen vegetal y el 25% de estos farmacos contienen principios activos
gue han sido producto de hemisintesis o sintesis en base a compuestos encontrados en plantas (Pardo,
2002).

1.1.5 Extraccion

Proceso mediante el cual se separan mezclas de sustancias organicas complejas de una fuente natural,
mediante el empleo de un solvente o una mezcla de solventes. Esto dependera de la naturaleza de las
sustancias a separar, de los protocolos a seguir y objetivos a tomar en consideracion (Roersch, 2004, p.
235).

1.1.6 Metabolitos secundarios

Son moléculas organicas que, a diferencia de los metabolitos primarios, parecen no tener una funcion
directa en procesos vitales para la especie vegetal, como respiracion celular, nutricién, fotosintesis,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, lipidos o carbohidratos. Difieren de los metabolitos
primarios, ademas, en que no todos los grupos de plantas poseen metabolitos secundarios, es decir

presentan una restringida distribucién dentro del reino vegetal (Avalos i Garcia, 2009).

Los metabolitos secundarios poseen varios tipos de actividad biol6gica en las especies vegetales,
como repelentes o atrayentes de animales para dispersion de semillas, repelentes naturales, entre otras

(Avalos i Garcia, 2009).

La diferenciacién estructural entre metabolitos primarios y secundarios es difusa al tener en
consideracion que comparten varios intermediarios en sus procesos de sintesis. Las rutas principales
de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo del carbono (Avalos i Garcia, 2009).

En la actualidad existen unos 20000 metabolitos secundarios caracterizados en dos grandes grupos:

Metabolitos secundarios nitrogenados: Alcaloides, aminas, aminoacidos no proteicos, glucésidos

ciandgenicos y glucosinolatos.



Metabolitos secundarios no nitrogenados: Policéticos, terpenoides y fenilpropanoides (Llerena, 2011).

1.1.6.1 Alcaloides

Son aminas derivadas de fuentes naturales, antes conocidas como alcalis vegetales. Las aminas son

compuestos organicos que contienen nitrégeno en su estructura, son bases débiles (Avalos i Garcia, 2009).

El estudio de los alcaloides ayudé en gran medida al desarrollo de la Quimica Orgéanica en sus inicios,
en el siglo XIX, y en la actualidad sigue siendo una fascinante area de investigacion por su
aplicabilidad (Mcmurry, 2008, p. 64).

Las estructuras alcaloidales son bastante variables, existen alcaloides estructuralmente simples, como
la metilamina -CH3NH2- que es la responsable del olor caracteristico del pescado, y otros realmente

complejos (Judd et al., 2007).

Muchos alcaloides poseen propiedades bioldgicas marcadas y varios de ellos, junto con sus derivados,

se emplean como agentes farmacoldgicos en la actualidad (Mcmurry, 2008, p. 64).

Los ejemplos mas claros de esto podrian ser, la morfina, que es un potente analgésico y proceden del
opio de la amapola Papaver somniferum; la efedrina, descongestivo y broncodilatador, procedente de
la Ephedra sinica; la reserpina, antihipertensivo y tranquilizante, que procede de raices secas y
pulverizadas de Rauwolfia serpentina; y la cocaina, estimulante del sistema nervioso central y
anestésico, que procede de una especie endémica de las areas de selva subtropical de América del sur,

Erythroxylon coca (Mcmurry, 2008, p. 64).

1.1.7 Familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae se clasifica dentro del grupo principal de las Angiospermas, que es el mas
extenso del reino Plantae. Las angiospermas se caracterizan porque tienen flores y producen frutos
con semillas. Esta familia se sitla dentro del grupo Monocotiledonea, en el orden Asparagales.

(Garden, 2010).



Son hierbas perennes, bulbosas, de bulbo tunicado, con hojas simples, alternas, disticas, raramente
espiraladas, o largamente oblongas o laminas lineares, de base envainadora, y en ocasiones

pseudopecioladas. Sin estipulas (Judd et al., 2007).

Sus raices son adventicias, contractiles y perennes o fibrosas y de corta vida (Judd et al., 2007).

Poseen inflorescencias umbeliformes, terminadas en 2 6 méas bracteas membranéceas y amplias, al

final de un largo escapo (Judd et al., 2007).

Sus flores no suelen poseer olor, son bisexuales, zigomorfas o actinomorfas; rojas, amarillas, blancas

o verdes tienen 6 tépalos ordenados en 2 verticilos, con ovario infero y 6 estambres (Judd et al., 2007).

Sus frutos son céapsulas loculicidas y las semillas se ubican en cada léculo, con testa fina, negra o
marrén, y por lo general son secas, aunque algunas se presentan carnosas, aplanadas y aladas (Judd et
al., 2007).

Las especies de esta familia se hallan distribuidas en gran medida alrededor del mundo,
especialmente en zonas tropicales y subtropicales del norte y sur de Africa, América del sur y Europa

del mediterraneo (Wang et al., 2010).

Presentan una importancia cultural y econdémica bastante relevante en ciertas zonas, en donde se

emplean como condimentos, plantas ornamentales y los usos medicinales (Chase et al., 2009).

La familia Amaryllidaceae, se divide en 3 subfamilias; Amaryllioideae, Agapanthoideae y Allioideae

(Chase et al., 2009).

1.1.7.1 Alcaloides de la familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae presenta alcaloides exclusivos, que han presentado actividades

terapéuticas interesantes. Las principales caracteristicas de este grupo de alcaloides son:

Contienen un atomo de nitrdgeno solamente, que puede ser secundario, terciario y hasta cuaternario.

Generalmente presentan de 16 a 20 &tomos de carbono en dependencia de los sustituyentes del anillo.



Son bases débiles moderadamente, su pKa esta entre 6 y 9.
Finalmente, su estructura base es "Cg-C1-N-C»-Cs", la fraccion "Ce-C," se deriva de la L-fenilalanina
y la fraccion "N-C,-C¢" deriva de la L-tirosina (Osorio, 2008).

Los alcaloides de la familia Amaryllidaceae se han ido clasificando gracias a la obtencion de
conocimiento de sus rutas biosintéticas; todos provienen de los aminoacidos L-fenilalanina y L-

tirosina, pero varian en los acoplamientos fendlicos oxidativos (Ng et al., 2015).

La clasificacion mas empleada se basa en los esqueletos policiclicos que son: tazetina, licorina,
crinina, hemantamina, homolicorina, narciclasina, norbelladina, montanina y galantamina (Osorio et

al., 2010).

Una particularidad de estos esqueleto policiclicos es que no siguen las reglas IUPAC para su
numeracion de carbonos, si no que se acogen a una propuesta que prioriza la ruta biosintética de los

alcaloides, la de Ghosal y colaboradores (Osorio et al., 2010).

Esta propuesta determina que:

El anillo aromético A siempre serd numerado de la misma manera, sin importar el tipo de esqueleto.
La posicion bencilica en alfa es siempre 6 con respecto al heteroatomo.

En el anillo pirrolidinico, la posicién vecinal al Nitrégeno, que no se halla comprometida con los
ciclos C 0 B, es 12.

En los alcaloides de tipo homolicorina, la numeracion del anillo C se da en sentido antihorario, a
causa de su ruta biosintética especifica; en los demas se da al contrario.

La notacion [’] en los alcaloides con esqueleto de tipo norbelladina, se refiere al anillo que proviene,

por su ruta biosintética, del aminoacido L-fenilalanina (Ghosal, Singh i Srivastava, 1986).



MNorbelladina
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Crinina Hemantamina Marciclasina
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=
&

Tazetina Montanina Galantamina

Figura 1-1: Tipos de esqueletos de alcaloides de la familia Amaryllidaceae.
Fuente: (Osorio, 2008).

Esqueleto tipo galantamina

Su estructura base un esqueleto dibenzofurano, y proceden de un acoplamiento fenélico oxidativo
para-orto’. Son los alcaloides mas interesantes desde el punto de vista farmacoldgico (Osorio et al.,
2010).

Los alcaloides con esqueleto tipo galantamina presentan una insaturacién entre los carbonos 4a - 4, y
sustituciones oxigenadas en sus posiciones 3 y 9. El anillo C de la licoramina y sus derivados se
muestra completamente saturado. La habrantina, por su parte, presenta una sustitucion oxigenada en

su posicion 11 (Osorio, 2008).
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Epinorlicoramina Habrantina

Figura 2-1: Alcaloides con esqueletos de tipo galantamina.
Fuente: (Osorio, 2008).

1.1.7.2 Subfamilia Amaryllioideae

Las especies de esta subfamilia poseen grandes flores perennes, presentan bulbo generalmente,
algunas poseen rizomas; sus hojas carnosas se hallan dispuestas verticalmente en dos columnas

(Stevens, 2010).

Se han empleado ampliamente por su valor ornamental y se distinguen de las otros subfamilias de
Amaryllidaceae, Agapanthoideae y Allioideae, por su estilo hueco, ovario inferior y su quimica

alcaloidal Unica (Stevens, 2010).

Alrededor de 70 géneros se hallan incluidos dentro de esta subfamilia, algunos de ellos son: Acis,
Amaryllis, Crinum, Galanthus, Habranthus, Hymenocallis, Lapiedra, Narcissus, Phaedranassa,

entre otras (Stevens, 2010).

1.1.7.3 Género Phaedranassa

El género Phaedranassa es neotropical y se restringe, generalmente, a la cordillera de los Andes, desde
Ecuador hasta el sur de Colombia. Las poblaciones se hallan en zonas aridas y secas de la cordillera
interandina. En Ecuador se han encontrado siete especies (Phaedranassa brevifolia, P. glauciflora,
P. dubia, P. lehmanni, P. tunguraguae, P. schizantha, P. cinérea y P. viridiflora) de las nueve

especies descritas dentro de este género, seis de ellas son endémicas del pais (Oleas, 2011).
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Su distribucion geografica dentro del Ecuador esta concentrada en la Sierra Centro-Norte, en dénde
se halla al el 85% de las especies, entre los 800 y 3500 m de altitud los dos lados de la cordillera

(Oleas, Meerow i Francisco-Ortega, 2009).

Cada especie suele limitarse a un rango altitudinal especifico, a excepcion de Phaedranassa
viridiflora y P. dubia, cuyas distribuciones no se sobreponen. Esta distribucion sugiere los Andes
ecuatorianos ubicados en la Sierra Centro-Norte pudieron ser el centro de diversificacion del género

Phaedranassa (Oleas, Meerow i Francisco-Ortega, 2009).

Altitude
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Figura 3-1: Mapa de distribucion de Phaedranassa spp. en Ecuador.
Fuente: (Oleas, 2011)
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Las especies pertenecientes al género Phaedranassa son gedfitas, poseen bulbos recubiertos por una
tinica marrén y de raices contractiles. Sus hojas presentan una prominente vena central en toda su
longitud, varian en el tamafio y el color, en dependencia de las especies. Sus inflorescencias se
presentan en forma de umbrela y tienen de 6 a 20 flores tubulares. Presentan una I&mina lanceolada
o eliptica, con agudo &pice y base estrecha hasta el peciolo. Sus flores se denominan actinomorfas,
cada una posee seis pétalos, que son verdes desde el apice, en la base y al rosa, rojo, amarillo o naranja
al final. Presentan también 6 estambres libres y anclados a los pétalos por la base. Presentan anteras
amarillas o verdes y tres filamentos estaminales. El ovario es inferior y contiene multiples évulos.
Sus frutos son capsulas que llevan en su interior numerosas semillas marrones oscuro o negras,

generalmente aladas y de forma plana (Oleas, Meerow i Francisco-Ortega, 2009).

1.1.7.4 Phaedranassa cinerea Ravenna

Figura 4-1: Phaedranassa cinerea. Flores.
Fuente: (Society, 2016)

Es una especie herbacea terrestre endémica de Ecuador. Pertenece al reino Plantae, filo Tracheophyta,

clase Liliopsida, orden Liliales, y familia Amaryllidaceae (JSTOR, 2000).

Se conocen siete subpoblaciones localizadas principalmente en zonas secas y rocosas de los Andes,
en las provincias de Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo. No se conocen datos especificos sobre esta
especie dentro de la red de reservas ecolégicas del pais, pero podria existir presencia de esta especie

en las zonas bajas de la Reserva Ecoldgica Los Ilinizas (Oleas i Pitman, 2015).
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La subpoblacién ubicada en Chimborazo se halla en la carretera Gral. Elizalde, Bucay-Pallatanga; a

32 km de Pallatanga, y a 650 m sobre el nivel del mar (Garden, 2017).

Estas subpoblaciones se pueden encontrar en las carreteras en las zonas secas y rocosas. Presentan
flores de color rosa profundo con bandas verdes en las puntas de los tépalos, los colores se muestran
separados por una estrecha banda de amarillo. Los filamentos de antera son blancos. La parte inferior
de las hojas de esta especie es plateada, aunque algunas plantas parecen tener menor coloracion

plateada que otras cultivadas de la misma vaina (Society, 2016).

MISSOURI
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uevedo-Latacus 4
Phaedranassacinerea Ravenna Al @ Latacungs.
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Det. ALAN MEEROW 1986
Fiora of Ecuador

Figura 5-1: Phaedranassa cinerea Ravenna. Planta seca.

Fuente: (Society, 2016).
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La Unica amenaza conocida para esta especie es la destruccion del habitat. Sin embargo se halla en la
categoria Vulnerable Blab(iii) dentro de la Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN (IUCN,
2016).

Un taxdn es "Vulnerable" cuando la mejor evidencia disponible indica que cumple con cualquiera de
los criterios A (reduccion) a E (anlisis cuantitativo) para Vulnerables, por lo que se considera que se

enfrenta a un alto riesgo de extincion en estado salvaje (IUCN, 2017).

"B" es el intervalo geogréafico en forma de B1 (extension de ocurrencia) O B2 (area de ocupacion) O
ambos:

"1" quiere decir que la extension de la ocurrencia estimada es menos de 100 km2, y las estimaciones
que indican por lo menos dos de a:

"a" es "Severamente fragmentado™ o conocido por existir en un solo lugar.

"b" quiere decir "Descenso continuo"”, observado, inferido o proyectado, en cualquiera de los
siguientes:

(i) el grado de ocurrencia

(i) area de ocupacion

(iii) area, extensién y / o calidad del habitat (IJUCN, 2017).

1.1.8 Alzheimer

Es una condicién neurodegenerativa cronica, progresiva y severa, asociada con deterioro de la

cognicion y de la memoria que finalmente conduce a la muerte del paciente (Dey et al., 2016).

Se caracteriza fisiopatol6gicamente por una pérdida de neuronas colinérgicas en el cerebro y se
asocia con niveles disminuidos de acetilcolina (ACh), esto relacionado con la hiperfosforilacion de
la proteina asociada a los microtiibulos tau, la deposicion de péptidos B (AP) amiloides en el

parénquima cerebral, y pérdida de neuronas colinérgicas (Lane, Potkin i Enz, 2006).

1.1.8.1 Beta-amiloide

Beta-amiloide (AP) es un péptido de 39 a 43 aminoacidos sintetizado por la protedlisis intramembrana
del fragmento terminal B-carboxilo (BCTF) por y-secretasa, de la proteina precursora f-amiloide
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(APP) (Morishima-Kawashima, 2014). La deposicion de péptidos AP genera reacciones inflamatorias,
activando a los astrocitos y microglia, y generando especies reactivas de oxigeno (ROS) y

citoquiminas (Extance, 2010).

Las acumulaciones de células inmunes activadas dentro del cerebro, sugieren que la neuroinflamacién

asi causada es un factor denominado patogénesis de la EA (Del Pino et al., 2016).

La B-amiloidosis en la enfermedad de Alzheimer esta regida por citoquinas proinflamatorias, y
quimiocinas, como el interferén-a, la interleuquina-1p, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la

interleucina -8, la interleucina-6 (IL-6) y la proteina quimiotactica monocitica-1 (Extance, 2010).

1.1.8.2 Tratamiento de Enfermedad de Alzheimer

En la actualidad, el tratamiento para la enfermedad de Alzheimer reduce los sintomas de demencia,

pero no revierte ni detiene el trastorno neurodegenerativo que 10s causa (Atanasova et al., 2015).

Sélo existen dos clases de farmacos con aprobaciéon para tratar la EA: los inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChEI) y los inhibidores de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA)

(Atanasova et al., 2015).

Los AChEI disponibles en el mercado son: el donepezil, rivastigmina y galantamina; los inhibidores
de NMDA estan representados por el farmaco memantina (Atanasova et al., 2015). Aunque se han
desarrollado estrategias terapéuticas probadas en modelos animales que han tenido éxito, la mayoria

no funciona en humanos (Franco i Cedazo-Minguez, 2014).

1.1.8.3 Inhibicion de Acetilcolinesterasa

Se debe aclarar que la muerte celular de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, causante de
la neurodegeneracion de la EA, es independiente de la inhibicion de la AChE y la alteracion del nivel

de acetilcolina en el sistema nervioso central (Del Pino et al., 2016).

Sin embargo, la disminucién de niveles de ACh es la causante de los sintomas de demencia en esos
pacientes, por lo tanto con la inhibicién de AChE se logra controlar dichos sintomas, que es el enfoque

actual del tratamiento de EA (Del Pino et al., 2016).
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1.1.8.4 Inhibidores de Acetilcolinesterasa

Donepezil

El donepezilo es un potente inhibidor de la AChE y ha demostrado ser muy eficaz para el tratamiento
paliativo de enfermedad de Alzheimer, mantiene los niveles normales de colina en el cerebro AD

(Mishraet al., 2017).

Se desarroll6 como una mezcla racémica de los dos enantiomeros facilmente combinados en solucion
acuosa, a través de un intermedio de cetoenol. El donepezilo no sufre de hepatotoxicidad limitante de
la dosis, tiene una biodisponibilidad relativa del 100% después de la administracion oral, y su vida
media es considerablemente larga (70-80 h) en comparacion con otros inhibidores de la AChE (0,3 a
12 h). Estudios farmacocinéticos han demostrado que S-donepezilo tiene niveles plasmaticos mas
altos que el R-donepezilo (Greunen et al., 2016).

Rivastigmina

La rivastigmina es un inhibidor bien conocido de la acetilcolinesterasa de doble accion y de la
butirilcolinesterasa, es eficaz en el tratamiento de los sintomas conductuales y psiquiatricos, de la
demencia, incluyendo alucinaciones, asi como sintomas cognitivos. Presenta una estructura de

fenilcarbamato (Degirmenci i Kegeci, 2016).

Los efectos adversos mas frecuentes de la rivastigmina, en relacion con la estimulacion colinérgica
en el sistema nervioso central y en los tejidos periféricos son los sintomas gastrointestinales,
cardiorrespiratorios, extrapiramidales, genitourinarios, musculoesqueléticos, trastornos del suefio e
irritaciones cutaneas (con la forma transdérmica en particular). Se le han atribuido ademas,
alucinaciones visuales en mujeres de alrededor de 80 afios con enfermedad de Alzheimer (Degirmenci

i Kegeci, 2016).

Galantamina

El hidrobromuro de galantamina es un alcaloide terciario, que tiene un mecanismo de accion dual
propuesto: la inhibicion competitiva y alostérica (por modulacion de los receptores nicotinicos) de

acetilcolinesterasa (AChE) (Suh et al., 2004).
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Muchos investigadores se han interesados en evaluar los beneficios potenciales que proporcionaria el
mecanismo dual de accién de la galantamina. Ensayos clinicos han demostrado que la galantamina
es eficaz durante al menos 4 afios de tratamiento, y es bien tolerado en la mayoria de los pacientes

hasta los 5 afios de tratamiento (Suh et al., 2004).

La galantamina fue inicialmente aislada de bulbos y flores de Galanthus caucasicus, Galanthus
woronowii (Amaryllidaceae) y géneros relacionados. Paskov la desarrollé por primera vez como
farmaco industrial bajo el nombre comercial Nivalin, para Sopharma, en Bulgaria (Atanasova et al.,

2015).

Ha sido empleada en el tratamiento de la miastenia gravis, trastornos residuales de paralisis de la
poliomielitis, miopatia, trastornos sensoriales y motores del SNC. Gracias a su lipofilia, es capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica con facilidad y afecta la funcién colinérgica central (Atanasova et

al., 2015).

Desde los afios 80 se investiga a la galantamina para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimery
en el 2000 se aprob6 su uso en Estados Unidos, Europa y Asia. Ademas de su capacidad para inhibir
la AChE, la galantamina es un modulador alostérico de receptores de acetilcolina nicotinicos
(nAChR); la estimulacion de nAChRs puede aumentar los niveles intracelulares de Ca?* y facilitar la
liberacion de noradrenalina, este efecto también mejora la funcién cognitiva del cerebro (Atanasova et

al., 2015).

Recientemente, Takata y colaboradores demostraron que la galantamina aumento significativamente
la fagocitosis microglial amiloide-b (Ab) en microglia de ratas y facilité el aclaramiento de la beta
amieloide en los cerebros de modelos experimentales, roedores, con enfermedad de Alzheimer. Esta
accion multi-objetivo de la galantamina hace que sea un farmaco de gran valor para el tratamiento de
enfermedad de Alzheimer y se trabaja en la sintesis de nuevos derivados de la galantamina (Atanasova

etal., 2015).
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1.1.9 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

La cromatografia de gases (CG o GLC) es una técnica analitica comdnmente utilizada en muchos
laboratorios de investigacion e industriales para la identificacion y cuantificacién de compuestos en

una mezcla, asi para el control de calidad (Bauerlein, 2013).

La CG permite la deteccion de cantidades muy pequefias de sustancias quimicas. Mediante este
método se pueden analizar una amplia variedad de muestras, siempre y cuando los compuestos sean

razonablemente volatiles y térmicamente estables (Cortes et al., 2014).

La espectrometria de masas es una técnica analitica empleada para cuantificar sustancias quimicas
identificadas, y en mayor medida, identificar compuestos desconocidos dentro de una muestra y
dilucidar la estructura y propiedades quimicas de diferentes moléculas (Biosoft, 2015).

El proceso completo de este método analitico implica la conversion de las moléculas de muestra en
iones gaseosos, con o sin fragmentacién, que después son caracterizados por sus relaciones

masa/carga (m/z) y por sus abundancias relativas (Lisec et al., 2006).

Basicamente, esta técnica estudia el efecto de la energia ionizante sobre las moléculas. Depende de
las reacciones quimicas en la fase gaseosa en la que se consumen las moléculas de la muestra durante

la formacidn de especies idnicas y neutras (Cortes et al., 2014).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) facilita la identificacion y
cuantificacion robusta de, incluso, cientos de metabolitos en un Unico extracto vegetal, brindando una

cobertura bastante completa de las vias centrales del metabolismo (Bauerlein, 2013).

Las principales ventajas de esta metodologia son que ha sido empleada durante largo tiempo para el
perfilado de metabolitos y, ademas para establecer protocolos para la configuracién y mantenimiento

de equipos, y la evaluacion e interpretacion del cromatograma obtenido (Lisec et al., 2006).

GC-MS tiene una amplia cobertura en analisis de varias clases de compuestos, incluidos los acidos,
alcoholes de azlcar, azucares, productos intermedios fosforilados y compuestos lipofilicos (Lisec et al.,

2006).
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1.1.10 Determinacion de actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

1.1.10.1 Método modificado de Ellman y colaboradores

Este método se efectlia mediante un ensayo colorimétrico, en el cual se mide el incremento en el color
amarillo producido por tiocolina cuando esta reacciona con el ion ditiobisnitrobenzoto; la tiocolina
es un producto de la accién de acetilcolinesterasa o butirilcolinesterasa sobre la acetilcolina (Ellman et
al., 1961).

Para poder evaluar los cambios de coloracion obtenidos por el método descrito, se deben realizar
mediciones en un espectrofotémetro Elisa, con lo cual ademéas de la cualificacién, presencia o
ausencia de actividad inhibitoria, se puede realizar una cuantificacion de la actividad observada en

base a la intensidad del cambio de color producido (Lopez et al., 2002).
La actividad enzimatica se calcula como un porcentaje comparado con un ensayo usando un tampén
sin ningdn inhibidor. Los datos de inhibicion de AChE deben ser analizados con un software

adecuado, como el paquete Prism (Graph Pad Inc., San Diego, EE.UU.).

Los valores de inhibicidon como 1Cs deben ser medias de tres determinaciones individuales realizadas

cada una por triplicado (Lopez et al., 2002).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Tipo y disefio de Estudio

La investigacion realizada es de tipo exploratoria con un disefio experimental basado en el andlisis de
la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del extracto vegetal, obtenido

mediante un protocolo de extraccién de alcaloides, de bulbos de la especie Phaedranassa cinerea.

2.1.1 Unidad de andlisis

La unidad de analisis con la que se trabajo son los extractos de alcaloides de bulbos de Phaedranassa

cinerea.

2.1.2 Poblacién de Estudio

Bulbos de Phaedranassa cinerea.

2.1.3 Tamano de Muestra

La recoleccion del material vegetal se realizd mediante un muestreo aleatorio simple, obteniendo

aproximadamente 200 g de la especie vegetal Phaedranassa cinerea.

2.2 Lugar de recoleccion del material vegetal

La especie Phaedranassa cinerea, se recolect6 en Ecuador, provincia Chimborazo, canton Pallatanga,
parroquia Pallatanga.

Altitud: 1301 msnm

2.2.1 Seleccion de muestra

La seleccion de la muestra se lo realizo en base a los siguientes criterios:
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Criterios de inclusion;

Los mejores individuos de la especie vegetal, que presenten vigorosidad y buen estado. Presentaron
hojas, tallos, flores y/o frutos tiernos y frescos con superficies integras. Plantas jovenes con un tamafio
adecuado y accesibles desde la carretera.

Criterios de exclusion:

Aquellas plantas que presentaron dafios por accion de animales o condiciones externas. Ejemplares
que presentaron deterioro por agua o viento. Plantas que se encontraban en proceso de

descomposicion.

2.3 Lugar de investigacién

La presente investigacion experimental se llevd a cabo en el Laboratorio de productos naturales de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), ubicado en la
provincia Chimborazo, canton Riobamba, con el Grupo de Investigacion de Productos Naturales y
Farmacia (GIPRONAF), dentro de la linea de investigacion de Ensayos de inhibiciéon de

colinesterasas de Amaryllidaceae.

Se trabajo, ademas, en el Laboratorio de Biologia Molecular y Microbiologia de la Universidad
Nacional de Chimborazo (UNACH).

2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Material vegetal

Aproximadamente 30 gramos de bulbos acondicionados, secos y reducidos a un tamafio de muestra
adecuado, de Phaedranassa cinerea.
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2.4.2 Materiales

Tabla 1-2: Lista de materiales empleados en los diferentes procesos.

MATERIAL CANTIDAD
PREPARACION DE REACTIVOS

2
Balones de aforo 100 Ml
Pipeta graduada 5 Ml 1
Pipetas graduadas 1 Ml 2
Pipetas volumétrica 10 mL 1
Probeta 100 Ml 1
Balones de aforo de 1 L 2
Espatula 1
Microespéatula 1
Frascos plasticos tipo viales 5 Ml 3
Frascos &mbar de vidrio 500 Ml 6
Frasco &mbar de vidrio 1000 Ml 1

EXTRACCION DE ALCALOIDES

Frasco &mbar de vidrio 1000 Ml 1
Probeta 50 Ml 1
Papel filtro 1
Embudo 1
Tripode 1
Vaso de precipitacion 100 Ml 1
Baldn para rotavapor 1
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Probeta 10 Ml 1
Embudo de separacion 500 Ml 1
Vaso de precipitacién 500 Ml 1
Vaso de precipitacién 250 Ml 1
Frasco de vidrio tipo vial 10 Ml 1
Desecador 1
DETERMINACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA AChE Y BuChE
Tubos Eppendorf para microcentrifuga 1,5 Ml 150
Tubos Eppendorf para microcentrifuga 0,5 Ml 150
Tubos plasticos graduados con tapon de rosca 35 Ml 2
Puntas amarillas para micropipeta 300
Puntas azules para micropipeta 300
Puntas blancas para micropipeta 200
Microplacas de 96 pocillos 3
Dispensador de liquido para pipeta multicanal 1
Bloques de hielo reutilizables 6
Caja térmica de Poliestireno expandido 4 L 1
Caja térmica de Poliestireno expandido 19 L 1
Gradillas para tubos 2
Cajas porta-tubos 3
Toallas de papel tipo tissue (caja) 1
Toallas de papel toalla (rollo) 1
Papel aluminio (rollo) 1
Piseta 1

Realizado por: Cristina Salazar. 2017
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2.4.3 Equipos

Tabla 2-2: Lista de equipos empleados en los diferentes procesos.

EQUIPO

PROCEDIMIENTO

Estufa de secado RedLine by
Binder

Secado de droga vegetal

Reduccion de volumen de extracto de alcaloides

Molino Arthur H. Thomas C.O

Reduccion de tamafio de droga seca

Balanza analitica HDM

Pesajes en varios procedimientos

Agitador magnético

Preparacién de reactivos

Refrigerador

Conservacién de reactivos y muestras

Congelador (-20°C)

Conservacién de reactivos y muestras madre

Congelador (-14°C)

Conservacion de reactivos

Sonicador Obtencidn de extracto crudo
Rotavapor Concentracion de extractos
pH-metro Extraccion de alcaloides

Espectrofotometro ELISA

Determinacion de actividad inhibitoria de colinesterasas

Cabina de flujo laminar

Preparacion de ensayos de determinacion actividad
inhibitoria de colinesterasas

Agitador de tubos

Determinacion de actividad inhibitoria de colinesterasas

Agitador para microplacas

Determinacion de actividad inhibitoria de colinesterasas

Cronometro

Determinacion de actividad inhibitoria de colinesterasas

Cromatdgrafo de gases acoplado
a espectrémetro de masas

Identificacién de alcaloides

Realizado por: Cristina Salazar. 2017
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2.4.4 Reactivos

Tabla 3-2: Lista de reactivos empleados en los diferentes ensayos.

REACTIVO ENSAYO

Metanol CH4O Obtencidn de extracto crudo

Acido sulfurico H,SO4 (2% V/V)

Eter etilico (Cz2Hs).0

Hidréxido de amonio NH4OH (25% V/V) Extraccion de alcaloides

Acetato de etilo C4HsO:

Sulfato de sodio anhidro Na,SO4

Goma arabiga

Fosfato dipotasico K;HPO,4

Bifosfato de Sodio NaH2PO4

Cloruro de Sodio NacCl

Fosfato de dis6dio Na,HPO4

Acido clorhidrico HCI (0.5 N)

Acetilcolinesterasa AChE

Butirilcolinesterasa BUChE Determinacion de actividad inhibitoria de
colinesterasas

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

Acetiltiocolina ATC

Butiriltiocolina yodada BTC

Galantamina

Agua destilada Preparacion de reactivos y lavado de materiales

Agua grado farmacéutico

Realizado por: Cristina Salazar. 2017
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2.5 Recoleccion y acondicionamiento de la droga vegetal

2.5.1 Recoleccion

Se realizd en la ubicacion descrita en 2.6, tomando en consideracion los criterios de seleccién

descritos en 2.5.

Se recolectaron 3 individuos completos de la especie Phaedranassa cinerea, con un peso total
aproximado de 300 gramos. EI material vegetal se almaceno en bolsas plésticas y se transportd al
Laboratorio de productos naturales de la facultad de Ciencias de la ESPOCH.

2.5.2 Limpieza

Los bulbos fueron separados del resto de las plantas y se lavaron con agua clorada y destilada,

retirando los residuos de polvo, material organico y microbios adheridos a la superficie.

Se fraccion6 los bulbos separandolos capa por capa y realizando cortes de aproximadamente 2 cm?,

2.5.3 Secado

Se colocaron los cortes de bulbo de Phaedranassa cinerea sobre papel aluminio, y se sometieron a

secado en estufa de aire caliente Memmert, a 60°C durante 48 h.

La estufa contaba con un ventilador para un secado adecuado de la droga vegetal, evitando la

acumulacién de humedad dentro del equipo.

2.5.4 Reduccion de tamafio de droga vegetal seca (Molienda)

El material vegetal seco fue triturado en un molino de cuchillas H. Thomas, alcanzando un tamafio
de particula de 2 a 3 mm. EI material molido fue posteriormente recogido en una bolsa de papel que
se coloco inmediatamente dentro de una bolsa plastica hermética. La bolsa de papel conserva de mejor
manera la droga vegetal seca, al estar en contacto directo con ella, y la bolsa plastica hermética impide

que se filtre humedad, de esta manera se almacena adecuadamente.
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2.6 Técnicas y Métodos

2.6.1 Extraccion de alcaloides

Para la obtencion del extracto de alcaloides de P. cinerea, se empled el protocolo descrito por Acosta

(Acosta et al. 2014).

Droga vegetal seca

(Bulbos de Phaedranassa cinerea)

Maceracion con metanol por 72 h.v

Extracto crudo

Acidificacion con H2SO4 (2% v/v)

Extracto crudo acido

Limpieza con éter etilico (5 veces)

A 4 4
Fase organica: Materias Fase acuosa acida

neutras como mucilagos,

ceras, clorofilas. Basificacion con NH40H (10% v/v, pH~9)

Fase acuosa basica

Extraccion con acetato de etilo (5 veces)

v
Fase organica: Alcaloides Fase acuosa alcalina

Evaporacion a presion reducida

Extracto purificado:

Mezcla de alcaloides.

Figura 1-2: Esquema para la obtencién del extracto de alcaloides de Phaedranassa cinerea (Acosta

etal. 2014).

Realizado por: Cristina Salazar. 2017
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2.6.1.1 Obtencioén de extracto bruto

Se pesaron 16 gramos de la droga vegetal seca y se maceraron en 400 mL de metanol durante 72

horas; el macerado se someti6 a sonicacién en dos ocasiones por lapsos de una hora cada vez.

El macerado fue filtrado, y el residuo vegetal se maceré por segunda vez en 400 mL de metanol
durante 24 horas, se someti6 a sonicacion durante una hora y el extracto bruto liquido obtenido se

mezclé con el anterior.

A continuacién, el extracto metandlico fue concentrado a presion reducida a 50°C, temperatura de

ebullicion del solvente, obteniendo el extracto bruto seco (Acosta et al. 2014).

2.6.1.2 Obtencidn de extracto de alcaloides

Al extracto bruto seco se afiadieron 150 mL de H.SO4 (2% V/V), se sometid a sonicacion durante 30

min y se filtro, obteniendo un extracto crudo &cido.

Seguidamente, se limpié el extracto crudo acido con éter etilico 5 veces, en un embudo de separacién

con agitacion vigorosa, tomando alicuotas de 50 mL de éter para cada 50 mL de extracto.

Este proceso se realiza para retirar sustancias que no son de interés para esta investigacion, como
ceras, clorofilas, mucilagos, entre otras. Se tomo la fase acuosa acida, la misma que fue basificada
con NH4OH (25% V/V) hasta pH 10, obteniendo la fase acuosa basica.

Se realiz6 una posterior extraccién con acetato de etilo a la fase acuosa basica por cuatro ocasiones y
se recogid la fase organica; se adicioné a esta fase aproximadamente 10 g de sulfato de sodio anhidro

y 10 g de goma arabiga.
Finalmente se filtré y concentrd a presion reducida a 60°C. El extracto se recogio en un frasco de

vidrio tipo vial y se concentr6 en una estufa de aire caliente hasta obtener el extracto de alcaloides

s6lido (Acosta et al. 2014).
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2.6.2 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas del extracto de alcaloides de

Phaedranassa cinerea

A partir del extracto de alcaloides de Phaedranassa cinerea se realiz6 una Cromatografia de Gases

acoplada a Espectrometria de Masas.

Este ensayo fue realizado en un Cromatografo de Gases de Adilent, modelo 6890; acoplado a un
Espectrometro de Masas de impacto electrénico, modelo 5975, operando a 230°C en la fuente idnica
y 70eV.

La fase estacionaria fue fenilmetilsilicona al 5% en una columna SAPIENS-X5-MS, 30m x 0,25mm
x 0,25um.

La inyeccion fue 2.0 mg/mL (metanol) a 280 °C, en modo "Splitness", el flujo de Helio 0,8 mL/min
y el alcaloide referencial fue 0,5 pg de codeina.

El programa de temperatura empleado fue:

Un aumento inicial de temperatura de 55 a 100°C (60°C por min), seguido por 2 minutos a 100°C,
continuando con un aumento de temperatura de 100 a 180°C (15°C por min), un minuto a 180°C vy,

finalmente, un aumento desde 180 a 300°C (5°C por min).

El analisis de datos se efectud en un software AMDIS 2.71 (NIST), en el cual se efectu6 el calculo

de indices de retencién (RI) y se verificd la pureza de sefiales (Acosta et al. 2014).

2.6.3 Determinacion de actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa

2.6.3.1 Preparacion de reactivos

En todos los casos se debe colocar la fecha y codificacion luego de prepararlas. En el caso de PBS,

soluciodn salina y enzimas, tienen un largo periodo de duracion (aproximadamente 6 meses), pero es

importante controlar la presencia de contaminaciones.
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Reactivos:

e PBS (Buffer pH 7,5)

e Solucion salina (pH 7,5)

e Soluciones de AChE y BUChE (almacenar en congelador entre -20 y -40°C)
e Solucion DTNB (duracion 3 meses)

e Soluciones de ATC y BTC (duracién 3 meses)

e Soluciones seriadas de galantamina (1 semana de duracién)

Solucion NaOH 0,5 N

PM: 40.00 g/mol; Pureza: 98%

i 40 g/L

0,5N X=20g/L

98 g (puros)------=-==-====------- 100 g (impuros)

20 g (puros)-----=-====-=-=----- X=20,41 g (impuros)

Pesar 20.41 g de NaOH, disolverlos y llevar a 1000mL.

1000 ML -----==mmmmmmmmmmm e 20.41

100 mL X=2.04 g NaOH

Pesar 2.04 g de hidroxido de sodio, disolverlos y enrasar en matraz de 100 mL.

Soluciéon H,SO4 0,5 N

PM: 34,46 g/mol; Pureza: 37%; d=1,19 g/cm?®

{1 | E— 34,46 g/L
05N X=17.23 g/L
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37 g (puros)-------=-=-==-=-=----- 100 g (impuros)
17.23 g (puros) X=46.57 g (impuros)

d=m/V

V=m/d
V=46.57¢/1.19 g/mL
V=239.13 mL

Medir 39,13 mL de H.SO., agregar sobre agua y llevar a 1000 mL

Solucion HCI 0.5 N

A partir de HCI 12.17 N.
Ci*Vi=Cf*Vf

1217 N*Vi=0.5N *100 ml
Vi=05N*100mL/12.17 N
Vi=4.1 mL HCI

Medir 4.1 mL de HCI, disolverlos y enrasar en matraz de 100 mL.

Solucion salina (Na;HPQ.)

Segun protocolo:

25 mL (agua) 142 mg NaHPO4
1000 mL----- X=5,680¢

Preparar la solucion y ajustar el pH con HCI (0.5 N) hasta 7.5. Almacenar en un frasco de vidrio

ambar de 1 L y rotular con la fecha y "Solucién salina".

Buffer fosfato salino (PBS):

Para preparar 1 L de solucién stock
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K2HPO,8 mM------------- 1.39¢

NaH:PO, 2.3 mM--------- 0.272 g
NaCl 0.15 M--------------- 8.77¢
H20 ------m-mmemmem e 1L

Preparar la solucién y ajustar el pH con NaOH (0.5 N) hasta 7.5. Conservar en congelacién (-20 °C).
Almacenar en alicuotas de 250 mL en frascos de vidrio ambar, rotular con la fecha y "PBS" en cada
frasco.

DTNB:

Segun protocolo:

2 mg------- 25 mL solucion salina
Pesar 20 mg-------------- 10000 uL (En matraz)
2 MQ------------- X=1000 uL

Debe existir una relacion de 2 mg de DTNB en 25 mL de solucion salina.

Se pesan 20 mg de DTNB y se enrazan a 10 mL con solucidn salina.
20 mg /10 mL =2 mg/ mL

Se fraccionan en 10 tubos Eppendorf, quedando 1 mL en cada uno. (C/u con 2 mg/mL)

1mL*2mg/mL=2mg

2mg/25mL

Para 50 tubos Eppendorf de DTNB
1000 pL -=---====s=nmemmnmnens 2 mg (1 tubo Eppendorf)

50000 pL --------------mmmmm- =100 mg DTNB (50 tubos Eppendorf)
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Luego de preparar la solucion stock, dividir la misma en 50" tubos Eppendorf (cada uno con 2mg/mL),
rotular con fecha, y en cada tubo la concentracion y "DTNB". Almacenar en congelacion (-20°C). La

solucion es estable por 3 meses.

ATC:

Segun protocolo:

1.7 mg ------------ 25 mL solucion salina
Pesar 17 mg------------ 2000 uL (En tubo Eppendorf)
1.7 mg ---------- X=200 uL

Debe existir una relacion de 1.7 mg de ATC en 25 mL de solucién salina

Se pesan 17 mg de ATC y se afiaden 2 mL en un tubo Eppendorf.

17mg/2mL =85mg/ mL

Se fraccionan en 10 tubos Eppendorf, quedando 200 pL en cada uno. A partir de la solucién stock,

(c/u con 1.7 mg/200 uL), rotular con fecha y almacenar en congelador (-30°C). La solucion es

estable por 3 meses.

0.2mL *8.5mg/mL =1.7mg

1.7mg/25mL

Para preparar 20 tubos Eppendorf

1.7mg 200 pL (1 tubo Eppendorf)

34 mg 4000 pL (20 tubos Eppendorf)
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A partir de la solucion stock, dividirla en 20 tubos Eppendorf (cada uno con 1.7 mg/200 uL), rotular
con fecha, y en cada tubo la concentracién y "ATC". Almacenar en congelacion (-20°C). La solucién
es estable por 3 meses.

BTC:

Segun protocolo:

0.24 mM
PM: 317.23 g/mol

(IR 1111Y —— 317.23 mg/L
0.24 MM------- X= 76.14 mg/L

1000 ML --------- 76.14 mg
1 mL------====—-—- X=0.07614 mg

Pesar: 19 mg-------- 2000 uL (Solucion salina)
1.9 mg-------- X=200 uL

Para preparar 20 tubos Eppendorf

1.9 mg 200 puL (1 tubo Eppendorf)

38 mg 4000 pL (20 tubos Eppendorf)

A partir de la solucién stock, dividirla en 20 tubos Eppendorf (cada uno con 1.9 mg/200 uL), rotular
con fecha, y en cada tubo la concentracion y "BTC". Almacenar en congelacion (-20°C). La solucién

es estable por 3 meses.

2.6.3.2 Preparacion de sustrato

Al momento del ensayo:
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En un matraz aforado de 25 mL agregar DTNB méas ATC o BTC, segun corresponda y enrazar con

solucion salina. Cubrir con papel aluminio y reservar en caja térmica (4 °C).

2.6.3.3 Preparacion de enzimas

AChE:

Segun protocolo: 0.25 U/mL.

Disolver toda la enzima (1 mg sélido = 518 U) en 1500 uL de PBS. Distribuir la solucion en 83 tubos
Eppendorf (18 uL en cada uno; 6.24 U). Rotular con fecha, y en cada tubo la concentraciény "AChE".

Conservar en congelacion (-20 °C).

Al momento del ensayo, llevar el contenido de 1 tubo Eppendorf a 32 mL con PBS (tubo plastico
graduado con tapdn de rosca). Por lo tanto, 6.24 U/25 mL = 0.25U/mL.

Para enzima que presenta 14.6 mg sélido y 137 U/mg

S K< —— =3.78 mg AChE

Corroborar la actividad enzimatica (valor de A: 0.5-0.7) en cada ensayo.

BuChE:

Segun protocolo: 0.25 U/mL.

Enzima comercial: 60 mg s6lido; 10 U/mg de proteina; 70 % proteina.

Si 100 %------ 60 mg (impuro)
70 %------- X= 42 mg de proteina
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El frasco realmente presenta 42 mg de enzima pura, lo que corresponde a 420 U
Disuelvo 8.9 mg en 10 ml de PBS enrazando a un matraz.
60 mg de sélido --- 420 U
8.93 mg de solido --- X=62.5 U (en 10 ml)
6.25Uen1ml-> 6.25U/ml
Estos 10 mL de solucidn stock los divido en 20 tubos Eppendorf con 0.5 mL cada uno, con una
concentracion de 6.25 U/mL.
0.5mL *6.25 U/ml =3.125 U
3.125 U/ 25 mL =0.125 U/mL
Pesar 8.9 g de enzima, disolverla en PBS y llevar a volumen (en matraz del0 mL). Distribuir la
solucion en 20 tubos Eppendorf (500 uL c/u; 6.25 U). Rotular con fecha, y en cada tubo concentracion

y "BUChE". Conservar en congelacién (-20 °C).

Al momento del ensayo, disolver el contenido de 1 tubo Eppendorf en 32 mL de PBS (tubo plastico
graduado con tapdn de rosca). Por lo tanto, 6.25 U/25 mL = 0.25U/mL.

Corroborar la actividad enzimatica (valor de A: 0.5-0.7) en cada ensayo.

2.6.3.4 Disoluciones de galantamina

Para galantamina de 10 mg (comprimido Buxton): disolver el comprimido en tubo falcon, sonicar y
centrifugar 10 min, filtrar para eliminar los excipientes. Trasvasar a matraz de 10 mL y enrazar con
PBS.

10 mg de principio activo gal/10 ml PBS = 1 mg/ml
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PM gal=287.35 g/mol

Si  287.35 mg/ml-------------- 1M
1 mg/ml ____________ X=3.48*103M (SOlucién madre)

Concentraciones de galantamina (AChE y BUChE): 1*10 *M, 1*10 *M, 1*10°*M, 0.5*10 °M, 1*10
M, 0.5*10 M y1*10 'M

Tabla 4-2: Preparacion de disoluciones de galantamina.

Solucion N. | Concentracion | Vol. Solucion X (uL) | Vol. PBS (uL) | Vol. Final (uL)
1 1*10 *M 575 (Sol. Madre) 713 + 712 2000
2 1*10 *M 200 (1*10 3 M) 900 * 2 2000
3 1*10°M 200 (1*10 “* M) 900 * 2 2000
4 0.5*10°M 100 (1*10 “* M) 950*2 2000
5 1*10 M 200 (1*10 S M) 900*2 2000
7 0.5%10 °*M 200 (0.5*10 ° M) 900*2 2000
8 1*10 M 200 (1*10 6 M) 900*2 2000

Aclaracion: Para AChE (soluciones 2-8) y BUChE (soluciones 1-7).

Almacenar en caja térmica (-4°C). La solucidn es estable por 1 semana.

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Antes de comenzar con los ensayos, se debera tener preparado: (en todos los casos colocar fecha 'y

numeracion luego de prepararlas)

PBS (buffer pH 7,5).
Solucion salina (pH 7,5).

} Controlar presencia de precipitado y/o hongos.

Soluciones de AChE (almacenadas en congelacion): controlar su actividad con

el valor de absorbancia a la hora de la lectura (entre 0,3y 0,7).
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Soluciones de ATC: Se conservan 3 meses aproximadamente.
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f.  Soluciones seriadas de Galantamina: Se conservan 1 semana como maximo.

2.6.3.5 Disoluciones de extracto de alcaloides de Phaedranassa cinerea

Se trabajo con 5 concentraciones de extracto de alcaloides del bulbo de la especie estudiada (1, 5, 10,
20, 50, 100 ug/mL). Para preparar la solucion madre se pesaron 10 mg de extracto de alcaloides y se
disolvieron con 100 pL de metanol méas 900 mL de PBS.

Disolucién 1 (100 ug/mL)

10 mg/mL * V1=0.1 mg/mL * 1 mL
V1=10 uL (de solucién madre) + 990 L de PBS.

Disolucion 2 (50 ug/mL)

0.1 mg/mL * V1=0.05 mg/mL * 1 mL
V1=500 pL (de Disolucién 1) + 500 uL de PBS.

Disolucion 3 (20 ug/mL)

0.05 mg/mL * V1= 0.02 mg/mL * 1 mL
V1=400 pL (de Disolucién 2) + 600 pL de PBS.

Disolucién 4 (10 ug/mL)

0.02 mg/mL * V1= 0.01 mg/mL * 1 mL
V1=500 pL (de Disolucion 3) + 500 pL de PBS.

Disolucion 5 (5 ug/mL)

0.01 mg/mL * VV1=0.005 mg/mL * 1 mL
V1=500 pL (de Disolucién 4) + 500 pL de PBS.

39



Disolucién

6 (1 ug/mL)

0.005 mg/mL * V1= 0.001 mg/mL * 1 mL
V1=200 pL (de Disolucion 5) + 800 uL de PBS.

2.6.3.6 Disefio de placa

Es la guia para el llenado de la microplaca. La galantamina y las disoluciones del extracto de

alcaloides se deben ubicar en el disefio de menor a mayor concentracion.

Tabla 5-2: Secuencia de adicidn de reactivos en microplaca.

ORDEN REACTIVO CONTROL | BLANCO | MUESTRA | BLANCO
CONTROL MUESTRA

1° Extracto/Galantamina | -------- | -—--—--- 50uL 50uL

20 PBS 50pL 00 | 150uL

3° Enzima 50uL | - 50 | -

Lapso de 30 minutos desde que se termina de poner la enzima.
40 Sustrato 100uL 100uL o0pL | -
5 minutos desde que se empieza a poner el sustrato hasta el inicio de la lectura.

La enzima, el sustrato y la microplaca deben estar cubiertos con papel aluminio.

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Inmediatamente después que se ha terminado de pipetear el sustrato se debe someter a la microplaca

a agitacion, de tal manera que ingrese a lectura en el espectrofotometro ELISA exactamente a los

cinco minutos.

2.6.3.7 Calculo de resultados
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Porcentaje de inhibicion

Se calcula mediante la férmula:

M M
%I = 100—m>(100

En donde:
M Lectura de absorbancia de muestra
C Lectura de absorbancia de control

BM Lectura de absorbancia de blanco muestra
BC Lectura de absorbancia de blanco control

Concentracion inhibitoria media (1Cso)

Se debe realizar una grafica de la curva de inhibicién utilizando los promedios de % de inhibicién
calculados y la concentracion (en ug) de los extractos empleados; obteniendo una linea de tendencia,
en este caso logaritmica, y la ecuacién de la misma, con cuya pendiente e interseccion se procede al
calculo de IC50.

Utilizando la ecuacion lineal (y = mx + n) en este grafico para 'y = 50 el valor x punto se convierte en
valor IC50.

En el caso que la linea de tendencia no se adapte correctamente, se puede efectuar el calculo por

interpolacion directa en el grafico (impreso en papel milimetrado).
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Extracto de alcaloides

A partir de 16,0013 g de bulbos secos de Phaedranassa cinerea, se obtuvieron 17,0 mg de extracto

de alcaloides, teniendo un rendimiento del 0,11%.

3.2 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

Los datos obtenidos mediante CG-EM, para bulbos de Phaedranassa cinerea, son el resultado del
andlisis de 1.06 g de bulbo seco, del cual se obtuvieron 488.25 mg de extracto crudo y 5.45 mg de
extracto de alcaloides. El ensayo se efectto bajo las condiciones descritas en la metodologia y con

una inyeccion de 2.0 mg/mL con metanol.

Tabla 1-3: Alcaloides presentes en bulbo de Phaedranassa cinerea, obtenidos mediante CG-EM.

Alcaloide Tiempo de Indice de % de Abundancia
Retencion (Rt) Retencion (RI) Total
Galantamina 23.402 2431.9 10.24
N-formilnorgalantamina 29.378 2834.4 1.27
Pancratinina C 26.312 2621.9 0.99
N-demetilgalantamina 24.089 2476.4 <0.1
m/z 275%a; [M = 275]*b 25.638 2576.8 <0.1
m/z 264 27.585 2710.2 <0.1
m/z 262+a; [M = 263]*b 27.853 2728.7 <0.1
m/z 316+ [M = 345]+ 28.854 2798.1 <0.1

~a Pico base; *» Posible pico de iones moleculares; m/z=Relacién (masa / carga).
Realizado por: Cristina Salazar. 2017
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%0 de Abundancia de alcaloides de P. cinerea

0.0

0 0

0

= Galantamina m N-formilnorgalantamina = Pancratinina C
N-demetilgalantamina ~ mm/z 275*a; [M = 275]*b mm/z 264
Em/z 262*a; [M = 263]*b mm/z 316*a; [M = 345]*b

Figura 1-3: Porcentaje de Abundancia de alcaloides de P. cinerea, obtenido mediante CG-EM.

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Tanto en la tabla 1-3, como en la figura 1-3, se puede apreciar que mediante CG-EM, se evidencid la

presencia de cuatro alcaloides en los bulbos de P. cinerea, y cuatro compuestos no identificados que

serian presumiblemente alcaloides. De estos, el que se halla en mayor porcentaje es la galantamina,

seguida por la N-formilnorgalantamina, Pancratinina C, N-demetilgalantamina y los compuestos no

identificados.

La galantamina, encontrada en un 10.24% de abundancia en el extracto de alcaloides de

Phaedranassa cinerea, se halla presente en varias otras especies de la familia Amaryllidaceae

(Backhaus et al., 1992), en porcentajes que van desde 99 a trazas; por lo cual es coherente hallarla en esta

cuantificacion; es un alcaloide bastante interesante desde el punto de vista farmacolégico, por su uso

en tratamiento de enfermedad de Alzheimer, como inhibidor de colinesterasas, esta informacion

ampliada se ha expuesto con anterioridad (Sell et al., 1999).
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N-formilnorgalantamina, encontrada en un 1.27% de abundancia, es estructuralmente similar a la
galantaminay su presencia se ha registrado en especies de la familia Amaryllidaceae como Crinum x
powelli (Nifio et al., 2005); al igual que N-demetilgalantamina, hallada ademéas en Hippeastrum

argentinum y Narcissus broussonetii (Andrade, 2014).

En cuanto a Pancratinina C, hallada en un 0.99% de abundancia, ha sido encontrada también en
Hippeastrum argentinum al igual que alcaloides relacionados (Ortiz et al., 2015), con lo cual se puede
decir que los alcaloides encontrados en esta especie se relacionan con los registrados en otras especies
de Amaryllidaceae.

Las moléculas no identificadas deberian ser estudiadas por métodos complementarios para evaluar si
se trata de alcaloides, como se presume, y si esas moléculas podrian tener interés quimico o

terapéutico.

3.3 Acondicionamiento del método modificado de Ellman et al.

3.3.1 Etapa 1. Determinacion de condiciones de almacenamiento, area de trabajo, equipos y tiempo

La variacion de condiciones experimentales se realizd de acuerdo a la metodologia desarrollada por
Ellman et al, con algunas modificaciones descritas por Lopez (Lopez et al., 2002), para el Laboratorio de

Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Chimborazo.

3.3.1.1 Almacenamiento de reactivos

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

equipos se determinaron las siguientes condiciones de almacenamiento:

Soluciones

Buffer fosfato salino (PBS): solucion conservada en frascos de vidrio &mbar a 4°C.

Solucion salina: solucién conservada en frascos de vidrio &mbar a 4°C.
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Estandar

Galantamina: sélido quimicamente puro almacenado a -20°C, a excepcion de periodos de pesaje no
mayor a 5 minutos.

Diluciones de galantamina: Soluciones conservadas a 4°C.

Enzimas

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

Sustratos

Yoduro de acetiltiocolina (ATC) y Yoduro de butiriltiocolina (BTC): conservados en tubos
Eppendorf de 0,5 mL a menos 20°C

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

Muestras

Extracto de alcaloides: solucion conservada en congelacion a -20°C, a excepcion de periodos de
pesaje no mayor a 5 minutos.

Diluciones del extracto de alcaloides: soluciones conservadas a 4°C.

3.3.1.2 Condiciones experimentales

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

siguientes:

Area de trabajo: Cabina de flujo laminar vertical BIOBASE.
Temperatura: la temperatura de trabajo fue de 21°C, se realizaron monitoreos constantes.

Presion: la presion atmosférica del area de trabajo fue de 728.17 hPa.
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Equipo: se empled un Espectrofotometro ELISA BioTeK ELx800 de 96 pocillos, sometido a
calibracion diaria bajo las especificaciones necesarias para la lectura de la microplaca.

Tiempo de incubacion: una vez afiadida la enzima en la microplaca el tiempo de incubacion fue de
30 minutos a 21°C.

Tiempo de agitacion: una vez finalizada la adicion del sustrato el tiempo de agitacion de la
microplaca cubierta de la luz fue de 2 minutos manteniendo la temperatura del area de trabajo.
Tiempo para la lectura: previo la lectura de la microplaca a 405 nm, la reaccién enzima sustrato

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

3.3.2 Etapa 2. Estandarizacion de Galantamina

Al ser empleada galantamina como el compuesto de referencia es ideal estabilizar su valor de 1Cs
frente acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa bajo las condiciones expuestas, mediante maltiples

ensayos, con los que se busca obtener valores similares a la bibliografia usada como guia.

3.3.2.1 Acetilcolinesterasa

Las variantes de ejecucion aplicadas corresponden a las ya definidas en el apartado anterior,
Unicamente se modificé el volumen de dilucion de la enzima hasta obtener una actividad enzimatica
adecuada, dando como resultado un valor IC50 de 14,92 + 0,55 uM. 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.

3.3.2.2 Butirilcolinesterasa

Las variantes de ejecucion aplicadas corresponden a las ya definidas en el apartado anterior,
Unicamente se modificé el volumen de dilucién de la enzima hasta obtener una actividad enzimatica
adecuada, dando como resultado un valor IC50 de 14,92 + 0,55 pM. 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 alcanzo el objetivo

de estabilizar el compuesto de referencia frente butirilcolinesterasa.
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3.3.3 Etapa 3. Analisis de muestras de alcaloides de Phaedranassa cinerea

En esta etapa se buscé definir las concentraciones iddneas de extractos de alcaloides a emplear en los

ensayos con el fin de obtener el valor de 1C50.

3.3.3.1 Acetilcolinesterasa

Prueba uno

En el protocolo de Ellman et al. descrito por Lépez (Lopez et al., 2002), se establece que para este tipo
de extractos, se debe empezar efectuando un monitoreo, empleando cuatro concentraciones (1, 10, 50
y 100 pg/mL).

Tabla 2-3: Resultados de la primera prueba de extracto de alcaloides
de P. cinerea frente a AChE.

Concentracion de Promedio % Desviaciéon
galantamina (uM) inhibicién? Estandar
1 22.14650767 1.032738982
10 35.434412 1.453042769
50 59.369676 0.442602421
100 67.80238501 0.921350411

aLos valores son promedio de tres repeticiones.

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Gracias a este primer monitoreo se pudo tener un resultado aproximado del % de inhibicion de P.
cinerea, hallado entre las concentraciones de 10 y 50 puM; en base a esos datos se tomaron las
concentraciones mas adecuadas para obtener resultados objetivos y que se ajusten a la curva de

calibracion empleada para la determinacion de 1C50 (Lopez et al., 2002).

Prueba dos

Con los resultados del monitoreo, se escogieron seis concentraciones, teniendo en consideracion que
deben existir al menos dos valores sobre el 50% de inhibicion, y dos valores por debajo de ese

porcentaje; de manera que al disefiar la curva de calibracién podamos agregar una linea de tendencia
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gue se acople adecuadamente y obtener asi una ecuacion que nos permita calcular correctamente el
IC50.

Las concentraciones escogidas fueron:

1,5, 10, 20, 50, 100 M.

Tabla 3-3: Resultados de la segunda prueba de extracto de alcaloides
de P. cinerea frente a AChE.

Concentracién de Promedio % Desviacién
galantamina (UM) inhibicion? Estandar
0 0
5 10.787172 0.504971081
10 22.157434 1.336027899
20 36.05442177 1.314650074
50 56.46258503 0.168323694
100 70.65111759 0.606899708

3os valores son promedio de tres repeticiones.
Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Los resultados presentados de la prueba dos, muestran que se cumpli6 con el objetivo de obtener dos
concentraciones superiores a 50% de promedio de inhibicion, y dos inferiores a ese valor, por lo cual

se dice que la prueba efectuada es valida con el método empleado (Lopez et al., 2002).

3.3.3.2 Butirilcolinesterasa

Prueba uno

En el protocolo de Ellman et al descrito por LOpez (Lopez et al., 2002), se establece que para este tipo
de extractos, se debe empezar efectuando un monitoreo, empleando cuatro concentraciones, al igual
que para Acetilcolinesterasa.

Las concentraciones escogidas fueron:

1,10,50y 100 pM.
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Tabla 4-3: Resultados de la primera prueba de extracto de alcaloides

de P. cinerea frente a BUChE.

Concentracion de Promedio % Desviacion
galantamina (uM) inhibicién? Estandar
1 0 0
10 0.044771 1.330579457
50 40.494209 3.071625868
100 53.804494 1.197615079

a_os valores son promedio de tres repeticiones.

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Gracias a este primer monitoreo se pudo tener un resultado aproximado del % de inhibicién de BuChE
de P. cinerea, hallado entre las concentraciones de 50 y 100 uM; al tener un solo dato superior al
50% de porcentaje de inhibicién, se decidi6 efectuar otro monitoreo con el fin de tener una mayor

certeza sobre las concentraciones a elegir para la determinacién final (Lopez et al., 2002).

Prueba dos

Con el fin de obtener valores que se adapten adecuadamente a la curva de calibracion se decidio
cambiar las concentraciones del monitoreo a 20, 50, 100 y 150 pg/ mL.

Tabla 5-3: Resultados de la segunda prueba de extracto de alcaloides
de P. cinerea frente a BuChE.

Concentracién de Promedio % Desviacién
galantamina (UM) inhibicién? Estandar
20 15.90038314 1.446328436
50 34.291188 0.663620999
100 54.118774 2.715985992
150 59.96168582 0.723164218

a_os valores son promedio de tres repeticiones

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Los resultados presentados del segundo monitoreo, presentan datos mas equilibrados, al tener dos

concentraciones superiores a 50% de promedio de inhibicién, y dos inferiores a ese valor; por lo cual,
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en base a esos datos se tomaron las concentraciones mas adecuadas para obtener resultados objetivos

y que se ajusten a la curva de calibracion empleada para la determinacion de IC50 (Lopez et al., 2002).

Prueba tres

En base a los monitoreos realizados, se escogieron las siguientes concentraciones: 10, 20,
50, 100, 150 y 200.

Tabla 6-3: Resultados de la tercera prueba de extracto de alcaloides
de P. cinerea frente a BUChE.

Concentracién de Promedio % Desviacién
galantamina (UM) inhibicion? Estandar
10 5.073649755 1.671078384
20 16.53027823 0.649529782
50 31.09656301 12.83266594
100 55.15548282 0.375006194
150 65.54828151 1.022094599
200 69.47626841 0.141739019

3_os valores son promedio de tres repeticiones.

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

Los resultados presentados de la prueba tres, muestran que se cumplié con el objetivo de obtener dos
concentraciones superiores a 50% de promedio de inhibicion, y dos inferiores a ese valor, por lo cual

se dice que la prueba efectuada es valida con el método empleado (Lopez et al., 2002).

3.4 Determinacion de IC50 del Extracto de alcaloides de Phaedranassa cinerea

3.4.1 Acetilcolinesterasa

La determinacion de actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa, medida mediante el IC50 del extracto
de alcaloides de la especie vegetal mencionada, se efectué empleando el método de Ellman et al.
descrito por LOpez (Lopez et al., 2002), ¥ puesto a punto bajo las condiciones experimentales del
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Chimborazo, en el apartado 3.3 del

presente trabajo.
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Los resultados obtenidos se obtuvieron de tres ensayos, cada uno efectuado por triplicado, de la

manera descrita en la metodologia.

Tabla 7-3: Resultados de la determinacion de actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de P.

cinerea y galantamina frente a AChE.

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
% de Inhibicion
1 pg/mL 0 0 0
5 pg/mL 12.116+1.435 13.226+0.279 12.572+1.199
10 pg/mL 24.141+0.683 25.323+1.143 23.417+2.285
20 pg/mL 39.331+1.962 38.710+0.559 34.549+3.657
50 pg/mL 56.691+0.872 54.637+0.513 54.990+0.831
100 pg/mL 68.807+0.271 70.000+0.342 72.361+1.255
IC50
pg/mL 37.710 37.565 37.526
R2
- 0.9988 0.9984 0.9897
PROMEDIO DE IC50 = 37.600+0.097
GALANTAMINA
pg/mL 0.918 1.012 0.678
PROMEDIO DE IC50 GALANTAMINA =0.869+0.172

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

La concentracién inhibitoria 50% (IC50) del extracto de alcaloides de Phaedranassa cinerea es

37.600, con una desviacion estandar de 0.097. Este valor tiene coherencia, al presentar la planta un

10.24% de abundancia del alcaloide galantamina. Otras especie del género Phaedranassa que

presentan este alcaloide en su composicion quimica son: Phaedranassa megistrophylla (Lopez et al.,

2002), Phaeranassa schizantha y Phaedranassa dubia (Osorio et al., 2010),dentro de la familia

Amaryllidaceae, varios géneros han reportado este alcaloide, dentro de ellos destaca el género

Narcissus y el género Galanthus (Lopez et al., 2002). En las especies mencionadas, el IC50 va de 0,42 a

mayor a 50 UM (Lopez et al., 2002), encontrandose el valor de P. cinerea dentro de ese rango. La

desviacion estandar obtenida entre ensayos, 0.097 es casi 6ptima, y los R? de los ensayos, llegan a

0.99 en todos los casos, lo cual es un indicativo directo de la precision del método en los ensayos.
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3.4.2 Butirilcolinesterasa

La determinacion de actividad inhibitoria de butirilcolinesterasa, medida mediante el 1C50 del
extracto de alcaloides de la especie vegetal mencionada, se efectué empleando el método de Ellman
et al. descrito por Ortiz (Ortiz et al., 2015), y puesto a punto bajo las condiciones experimentales del
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Chimborazo, en el apartado 3.3 del

presente trabajo.

Los resultados obtenidos se obtuvieron de tres ensayos, cada uno efectuado por triplicado, de la

manera descrita en la metodologia.

Tabla 8-3: Resultados de la determinacion de actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de P.
cinerea y galantamina frente a BuChE.

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
% de Inhibicion
10 pg/mL 0 0.796 3.406+1.061
20 pg/mL 16.856+14.825 12.467+0.531 14.517+0.855
50 pg/mL 26.987+0.303 33.864+1.254 29.359+0.921
100 pg/mL 50.044+0.151 49.425+0.405 45.904+0.782
150 pg/mL 60.524+0.800 58.532+0.153 55.556+0.743
200 pg/mL 64.192+0.303 65.517+0.531 61.963+0.281
IC50
Hg/mL 104.433 102.285 118.797
RZ
- 0.9819 0.9999 0.9919
PROMEDIO DE IC50 = 108.505+8.978
GALANTAMINA
Hg/mL 20.1666 17.1277 14.4015
PROMEDIO DE IC50 GALANTAMINA = 17.232+2.884

Realizado por: Cristina Salazar. 2017

La concentracién inhibitoria 50% (IC50) del extracto de alcaloides de Phaedranassa cinerea es

108.505, con una desviacion estandar de 8.978. Esto se relaciona directamente con la presencia de

galantamina en su composicion quimica, la cual fue discutida en el apartado anterior. Los valores de

IC50 de varias amarilidaceas para butirilcolinesterasa van de 1 a 200 pM, después de lo cual se
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considera inactivo al extracto, del mismo modo que para acetilcolinesterasa (Ortiz et al., 2015). La
desviacidn estandar en estos ensayos es bastante mayor que en los de AChE, sin embargo se encuentra
aceptable dentro de los lineamientos dados por anteriores investigaciones (zhan et al., 2016). Los R?
obtenidos para estos ensayos son de 0.98 como minimo, lo cual nos indica que el método fue
aceptablemente preciso en estos casos también. EI IC50 de galantamina, determinado empleando las
mismas condiciones, en los mismos ensayos, fue de 17.232+2.884, la misma que se halla dentro de
los pardmetros establecidos y es sumamente inferior al IC50 del extracto de P. cinerea, demostrando
su superior eficacia en la inhibicion de BUChE.
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CONCLUSIONES

El rendimiento de la obtencion de extracto de alcaloides a partir de bulbos de P. cinerea fue del
0,11%. La extraccion se efectud siguiendo un protocolo descrito en la metodologia del presente

trabajo, basado en cambios de pH gracias a la naturaleza quimica de los alcaloides.

Los alcaloides identificados en el extracto, mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, fueron: Galantamina, N-formilnorgalantamina, Pancratinina C y N-

demetilgalantamina; en orden de abundancia.

El método de Ellman et al., descrito por Lépez en 2002, fue puesto a punto bajo las condiciones
experimentales del Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Chimborazo y
del Laboratorio de Productos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo; definiendo

parametros de experimentacion descritos en la metodologia del presente trabajo.

La actividad inhibitoria de Acetilcolinesterasa del extracto de alcaloides de P. cinerea, en funcion de
su I1C50, es de 37.600+0.097, valor obtenido de tres ensayos realizados por triplicado. Mientras que
la actividad inhibitoria de Butirilcolinesterasa del extracto de alcaloides de P. cinerea, en funcion de
su IC50, es de 108.505+8.978, valor obtenido de tres ensayos realizados por triplicado.

Los valores de IC50 del extracto de alcaloides mencionado, son bastante mas altos que los del
alcaloide referencial, galantamina pura, demostrando que el extracto es mucho menos eficaz para la
inhibicion de AChE y BuChE que la galantamina, cuyos IC50 son: 0.869+0.172 y 17.232+2.884

respectivamente.
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RECOMENDACIONES

P. cinerea es una especie catalogada como vulnerable por la IUCN, ademas, al momento de la
recoleccién se pudo comprobar lo disminuida que se halla su poblacién, que se halla en un territorio
expuesto a la presencia humana; por lo cual se deberia pensar en incluir a esta especie en programas

de conservacion, como estudios de micropropagacion o proteccion de su hébitat.

Se recomienda realizar estudios de la planta en distintos estadios vegetativos, debido a que se ha
evidenciado que la presencia de alcaloides varia en gran manera entre plantas jovenes y adultas, asi
como entre la época himeda y seca. La presencia de alcaloides varia también en las distintas partes
de las plantas, por lo cual podrian efectuarse estudios en hojas y flores, por ejemplo.

Se deberian realizar estudios complementarios a las moléculas separadas mediante cromatografia de
gases que no pudieron ser identificadas por espectrometria de masas, con el fin de darles una identidad
y evaluar sus propiedades y posibles usos terapéuticos o comerciales, tomando en consideracion su

toxicidad.

Se recomienda buscar mas especies de Amaryllidaceae que presenten contenidos mas elevados de
galantamina en su composicién quimica y emplear el método, puesto a punto en el presente trabajo,

exclusivamente para las especies que cumplan con esa condicion.

Se recomienda desarrollar y/o poner a punto métodos complementarios para determinar mas
actividades terapéuticas de interés, en nuestra universidad y nuestro medio, con el fin de
complementar estudios anteriores de especies vegetales y generar mas conocimiento aplicable en

nuestro &mbito de ejercicio profesional.
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ANEXOS

ANEXO A: Lugar de recoleccién de la especie vegetal, identificada por la doctora Nora Oleas (Oleas,
2011). Latitud: -2.055520. Longitud: -78.985458.

ANEXO B: Bulbos de P. cinerea secos.
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ANEXO C: Concentracion de metanolico de P. cinerea.

ANEXO D: Extraccion de alcaloides con éter etilico.
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ANEXO E: Alcaloides extraidos mediante protocolo de cambio de pH y concentrados.

ANEXO F: Almacenamiento de extracto de alcaloides.




ANEXO G: Preparacion de reactivos y placa en el laboratorio de Biologia molecular, UNACH.

ANEXO H: Microplaca después de la lectura

67



ANEXO I: Reporte de lectura de espectrofotometro ELISA.
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ANEXO J: Ejemplo de tratamiento de datos.

Phaedranassa cinerea

Muestra (ug/mL Triplicado A | Triplicado B _ Triplicado C Blanca

10.2820746
252957234
38.0345769
57.0518653
£5.0591447
71.8835305

B8 8 &5 8 5 2 8

]

% de Inhibicion AChE

13739763
27.661510
38.034577
57.688808
©54.240218
71.883530

B

c
12.101911
24385805
39.945405
56.869882
£5.878071
72.156506

Titulo del grafico

= 20.305in{x) - 22.21
R®=053595

69

5.004550
23.839854
36.123749
56.5965806
65.059145
71610555

100

1028207461
25.29572338
38.03457689
57.05186533
£5.05914468
71.88353048

120

DE

4643257806
2.066936614
1.910828025
0.568243676
0.818926297
0.272975432

Conc

20
50
75
100

IC50

pg/mL
35.0321752



