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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el porcentaje de inhibicién enziméatica de acetilcolinesterasa (AChE) y
butirilcolinesterasa (BUuChE) por parte del extracto alcaloidal de bulbos de la especie vegetal
Eucrosia mirabilis, perteneciente a la familia Amaryllidaceae y originaria del Ecuador. A partir
del extracto bruto liquido obtenido mediante un proceso de maceracion del material vegetal con
metanol se procedio a obtener el extracto alcaloidal utilizando un protocolo basado en cambios
de pH y el uso de solventes orgéanicos, consiguiendo un porcentaje de rendimiento de extraccion
de alcaloides del 0,25 %. Para determinar la identidad y el porcentaje de los alcaloides presentes
en el bulbo de Eucrosia mirabilis se realiz6 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (CG-EM), identificando tres alcaloides: dimetiltriptamina (67,97 %), hidroxiefedrina
(5,12 %) y hordenina (2,26 %). Para el andlisis de la actividad inhibitoria se emple6 el método
colorimétrico de Ellman et al. (1961) con modificaciones de Ortiz et al. (2016), usando
galantamina como compuesto de referencia y expresando el grado de inhibicién enzimatica a
través de la concentracién inhibitoria media (ICsp). El extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis
presentd un valor de ICso para acetilcolinesterasa de 267,62 + 26,78 pg/mL, mientras que para
galantamina fue de 0,22 + 0,02 pg/mL. Frente a butirilcolinesterasa presentd un ICso de 126,59 +
11,65 pg/mL, siendo el valor de ICso de galantamina de 4,32 + 0,43 pg/mL. Los resultados
obtenidos indican que Eucrosia mirabilis tiene una baja actividad inhibitoria frente a las
colinesterasas, sin embargo, se puede evidenciar que el extracto alcaloidal tiene mayor afinidad
hacia butirilcolinesterasa (BuChE). Por otra parte, los alcaloides identificados no se han
encontrado en otras especies de la familia Amaryllidaceae. Se recomienda efectuar estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos en otras especies del género Eucrosia, como es el caso de E.
bicolor o E. aurantiaca, endémicas de Ecuador, debido a que en la actualidad las investigaciones

acerca de este género son escasas.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FITOQUIMICA>, <AMARYLLIDACEAE>, <BULBO
(Eucrosia  mirabilis)>, <ACTIVIDAD INHIBITORIA>, <COLINESTERASAS>,
<GALANTAMINA>, <DMT (Dimetiltriptamina)>, <EXTRACTO DE ALCALOIDES>,
<ENFERMEDAD DE ALZHEIMER>.
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SUMMARY

The aim of this research was to evaluate the enzymatic inhibition of acetylcholinesterase (AChE)
and butyrylcholinesterase (BUChE) by means of the alkaloidal extract of bulbs of the vegetal
specie Eucrosia mirabilis, belonging to the Amaryllidaceae family from Ecuador. Starting from
the liquid brute extract obtained through a maceration process of the vegetal material with
methanol, the next step was getting the alkaloidal extract using a method based on pH changes
and organic solvents, obtaining a performance percentage of alkaloid extraction of 0,25 %. In
order to find out the identity and percentage of the alkaloids within the Eucrosia mirabilis bulb,
a gas chromatography and a mass spectrometry (CG-EM) were developed, coming across three
alkaloids; dimethyltryptamine (67,97 %), hydroxyephedrine (5,12 %) and hordenine (2,26 %).
For analyzing the inhibitory activity, the Ellman colorimetric method was used (1961) with Ortiz
modifications (2016), using galantamine as reference compound and expressing the inhibition
enzymatic degree through the mid inhibitory focusing (ICso). The alkaloidal extract of Eucrosia
mirabilis shown up an ICso worth to acetylcholinesterase of 267,62 + 26,78 pg/mL, while for
galantamine was 0,22 + 0,02 pg/mL. On the other hand, butyrylcholinesterase presented a ICso of
126,59 £ 11,65 pug/mL, becoming the ICso 0f galantamine 4,32 + 0,43 pug/mL. The obtained results
indicate that Eucrosia mirabilis has a low inhibitory activity against the cholinesterase ones,
however, it is evident that the alkaloidal extract has higher kindship towards butyrylcholinesterase
(BuChE). Moreover, the identified alkaloids were not found in other species of Amaryllidaceae
family. As recommendation it is necessary to bring about phytochemical and pharmacologial
studies in other species from Eucrosia genre, such as E. bicolor or E. aurantiaca, from Ecuador

because of the lack of researches in this field.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <PHYTOCHEMISTRY>, <AMARYLLIDACEAE>,
<BULB (Eucrosia mirabilis)>, <INHIBITORY ACTIVITY>, <CHOLINESTERASE>,
<GALANTAMINE>, <DMT (DIMETHYLTRYPTAMINE)>, <ALKALOID EXTRACT>,
<ALZHEIMER DISEASE>.
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INTRODUCCION

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que afecta las capacidades cognitivas y
funciones motoras de una persona alterando los procesos de memoria y otras funciones mentales
como la forma de pensar, recordar o de comportarse, se manifiesta principalmente en personas de
la tercera edad siendo una de las principales causas de muerte en todo el mundo (Fernandez, C., et

al., 2015, p. 6).

La Asociacion de Alzheimer estim6 que alrededor de 48 millones de personas padecen esta
enfermedad principalmente en los paises subdesarrollados (Alzheimer’s association, 2017, p. 5), €S
considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como la enfermedad més comun de
demencia con un 60 % a 70 % de los casos y estima que el nimero de personas que presenten
demencia pase de 76 millones en el afio (2030) y 136 millones en el afio (2050) (Organizacién Mundial

de la Salud, 2017).

En 2017, se publicaron cerca de 7000 articulos cientificos sobre la demencia demostrando
resultados alentadores y posibles tratamientos para combatir dicha patologia; sin embargo, es
indispensable formar proyectos de investigacién que se enfoquen en el diagndstico, atencion,
prevencion, reduccion del riesgo y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Organizacion Mundial
de la Salud , 2017).

Mediante la Federacion Internacional del Alzheimer (ADI) se puede constatar que la enfermedad
del Alzheimer es la cuarta causa de muerte en Ecuador afectando entre 80 mil a 100 mil personas
(Federacion Internacional del Alzheimer, 2015). Por ello, es necesaria la participacion activa tanto de
establecimientos de salud como del ambito académico en el disefio de posibles tratamientos
farmacoldgicos, con el propésito de mejorar la calidad de vida de los pacientes que padecen esta

enfermedad (Prada, S., et al., 2016, p. 50).

La enfermedad del Alzheimer es un tipo de demencia progresiva e irreversible, en la actualidad
no esta bien definido su origen pero una posible explicacion a su aparicion es el deterioro de la
neurotransmision colinérgica en el cerebro, lo que genera una pérdida de la actividad de

acetilcolina o la agregacion de la proteina $-amiloide en las placas seniles y de la proteina thau



en los ovillos neurofibrilares generando cambios arterioesclerdticos cerebrales (Prada, S., etal., 2016,

p. 52).

Por lo tanto, estudios farmacoldgicos realizados en la actualidad se enfocan en la inhibicion de
enzimas hidroliticas como acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BUChE), las cuales
cumplen una funcion indispensable en la neurotransmision colinérgica en el cerebro reduciendo
el metabolismo de la acetilcolina la misma que actda en la transmisién de impulsos nerviosos y a

su vez es parte crucial en el funcionamiento de la memoria (Quesada, C., et al., 2014, p. 55).

La galantamina es un alcaloide considerado como un inhibidor competitivo de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), se aisl6 por primera vez de la especie vegetal Galanthus woronowii
y en la actualidad se obtiene a través de biosintesis 0 en especies como Galanthus nivalis y
Leucojum aestivum (Lopez, J., 2014, p. 2). En el afio 2001 fue aprobado por la FDA para el
tratamiento paleativo para la EA, sin embargo su produccién no es suficiente para cumplir con

los requerimientos que presenta la poblacién que padece esta patologia (Ortiz, J., et al., 2012, p. 1576).

A través del Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED) y
mediante la linea de investigacion denominada “La Biodiversidad Iberoamericana como Fuente
de Recursos Naturales para su Explotacion Sostenible” (BIFRENES) cuyo objetivo es de
fomentar bases que permita el aprovechamiento sostenible de recursos naturales a través de la
realizacion de estudios fitoquimicos que permitan obtener nuevas fuentes de galantamina o
principios activos similares a este alcaloide Utiles para el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer (EA) y otras enfermedades neurodegenerativas (CYTED, 2016).

Debido a la falta de estudios fitoquimicos y farmacoldgicos de especies de Amaryllidaceas
ecuatorianas, las cuales pudiesen ser nuevas fuentes de galantamina u otros alcaloides que
presenten una elevada afinidad hacia el SNC y una alta actividad inhibitoria de las colinesterasas
(AChE) y (BuChE), esta investigacion pretende ampliar el campo de conocimiento sobre esta

familia vegetal.

El principal objetivo del presente trabajo de investigacion es analizar la actividad inhibitoria de
las colinesterasas (AChE) y (BUChE) del extracto alcaloidal de los bulbos de la especie vegetal

Eucrosia mirabilis, especie que pertenece a la familia Amaryllidaceae ubicada en los alrededores

2



del cantén Catamayo de la provincia de Loja - Sierra Ecuatoriana y de esta manera contribuir en
la investigacion cientifica del pais y en la busqueda de nuevas fuentes de alcaloides

farmacoldgicamente activos que contrarresten la enfermedad del Alzheimer.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa y buritrilcolinesterasa del extracto de

alcaloides de Eucrosia mirabilis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener el extracto de alcaloides de los bulbos de Eucrosia mirabilis mediante un protocolo
basado en cambios de pH y el uso de solventes organicos.

Identificar los alcaloides presentes en el extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis mediante

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM).

Determinar la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis frente a
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) mediante el método colorimétrico
de Ellman et al. (1961) con modificaciones de Ortiz et al. (2016).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Familia Amaryllidaceae

1.1.1 Caracteristicas de la familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae esta formada por plantas monocotileddneas que se caracterizan por ser
perennes, herbéceas, la mayoria tienen bulbos que se consideran como raices modificadas y
presentan flores muy vistosas de diversos colores. En la figura 1-1 se puede observar la
distribucion de esta familia vegetal, se desarrolla esencialmente en zonas tropicales,
encontrandose principalmente en la region mediterranea de Europa, Norte - Sur de Africa y
Ameérica del Sur (Acosta, K., et al., 2013, p. 6). En la actualidad, en esta familia se conocen alrededor

de 75 géneros y 1600 especies (Herbario Virtual del Mediterraneo Occidental, 2012, p. 45).

Figura 1-1: Distribucidn de la familia Amaryllidaceae en el mundo.
Fuente: (Acosta, K., et al., 2013, p. 8).



La familia Amaryllidaceae estd conformada por tres subfamilias que son: Amaryllidoideae,
Allioideae y Agapanthoideae, siendo la primera la mas representativa constituida por géneros de
gran importancia como: Crinum, Cyrtanthus, Hippeastrum, Hymenocallis, Phaedranasa,
Sprekelia y Zephyranthes (Chase, M., et al., 2009, p. 135).

En la actualidad, en Ecuador se han descrito 36 especies de la familia Amaryllidaceae de las
cuales 15 especies son nativas correspondiente a varios géneros y entre los mas importantes
tenemos: Phaedranassa brevofilia, P. dubia, P. cinerea, P. viridiflora, P. tunguraguae, P.
schizantha, P. glauciflora, Eucrosia mirabilis, E. aurantiaca, E. stricklandii, Eucharis
grandiflora, Eu. bakeriana, Eu. candida, Eu. ruthiana, Eu. formosa, Crinim amabile,

Hippeastrum puniceum y Stenomesson auratiacum (Meerow, A., et al., 2008, p. 90).

1.1.2 Género Eucrosia

El género Eucrosia fue descrito por John Bellenden Ker Gawler y publicado en el Registro
Botéanico Edwards en el afio 1817. Presenta un aspecto polimorfico, de hojas pecioladas y se
encuentra en la region Andina Central, es originario de las laderas occidentales de Sudamérica
(Ecuador y Pert), se encuentran en tierras bajas en zonas estacionalmente secas de vegetacién

(Trépicos Org., 2008, p. 6).

La floracién se da en la parte alta de los tallos y se dan a finales de la primavera o principios del
verano antes de que las hojas aparezcan, algunas especies presentan bulbos y estambres muy
largos. Requieren un suelo bien drenado, luz brillante y una temperatura que permanezca por

encima de los 10 °C (Aguirre, Z., et al., 2006, p. 163).

En la actualidad, se conocen siete especies y dos variedades de este género, tres especies son
endémicas de Ecuador: E. mirabilis, E. dodsonii y E. aurantiaca; y dos de Per(: E. eucrosioides
y E. tubiflora. Ademaés, existen dos especies adicionales que se encuentran en ambos paises E.
stricklandii y E. bicolor. En la figura 2-1 se observan las especies del género Eucrosia encontradas

en Ecuador (Bulbos de América Central y del Sur, 2015, p. 12).



Figura 2-1: Especies del género Eucrosia: a) Eucrosia aurantiaca, b) E. bicolor,
¢) E. dodsonii, d) E. stricklandii, €) E. mirabilis.
Fuente: (Bulbos de América Central y del Sur, 2015, p. 12).

Todas las especies de este género estan restringidas en la comercializacion, son relativamente
poco extensas, esporadicas y no abundan en ninguna parte de su area de distribucion por lo que
se encuentran en peligro de extincion. Florecen principalmente en bosques caducifolios aridos-
semiaridos y sabanas por debajo de 1000 m. En la figura 3-1 se puede observar la ubicacion de
las especies del genero Eucrosia, hallandose principalmente en Cafiar, Azuay, ElI Oro y Loja

provincias del Ecuador (Meerow, A, et al., 2008, p. 105).

plowmanii
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A E. aurantiaca L
® E. bicolor var. bicolor
#* E. dodsonli
% E. eucrosioides
% *E. bicolor var.

] E. stricklandii
var. stricklandii
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be— km —

W E. stricklandii
var. montana

E. mirabills
% E. tubifiora

4 } 4

Figura 3-1: Distribucion de las especies del género
Eucrosia en Ecuador.

Fuente: (Meerow, A., et al., 2008, p. 105).
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1.1.2.1 Especie Eucrosia mirabilis

Eucrosia mirabilis es una planta nativa del Ecuador identificado por el botanico Alan Meerow en
el afio 1997, puede cruzarse con Phaedranassa, la floracion se da en los meses de Agosto a
Diciembre. El tallo de la flor emerge justo antes de que aparezcan las nuevas hojas puede crecer
entre 60 a 90 cm de alto y contiene hasta 30 flores amarillas en una disposicion circular. Los
estambres blancos son alrededor de 8 cm de largo y toda la umbel puede tener 23 cm de ancho,
presenta numerosos bulbos esféricos aproximadamente entre 7 a 10 cm de didmetro (Pacific Bult

Society, 2016, p. 2).

Esta especie se debe cultivar en condiciones suaves a calidas durante todo el afio, con dias por
encima de 16 °C y noches por encima de 10 °C. Se adapta en condiciones de sol desde la
primavera hasta el otofio, se reproduce en un suelo de drenaje rapido, durante la época de invierno
se da la fase de latencia caracterizado por la coloracion amarilla de las hojas (Strange Wonderful
Things, 2003, p. 6).

Las pocas poblaciones de esta planta se encuentra en la provincia de Loja pueden hallarse en
tierras de cultivo, campos secos inferiores y en cafiones rocosos, algunas de estas se encuentran
dentro de la red de éareas protegidas de Ecuador principalmente en el Parque Nacional Podocarpus
(Mathew, B., et al., 2012, p. 558).

La destruccion del medio en el que se encuentran es la Unica amenaza conocida para la especie, a
través de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza la especie vegetal E.
mirabilis es denominada como una especie en peligro de extincion encontrandose dentro de la

lista roja (Red List, 2003, p. 2).


http://strangewonderfulthings.com/300.htm

Figura 4-1: Especie Eucrosia mirabilis
localizada en la provincia de Loja.
Fuente: (Kay, A., 2012, p. 1).

1.1.3 Alcaloides de la familia Amaryllidaceae

La familia Amarallydaceae contiene entre sus metabolitos secundarios un grupo de alcaloides de
tipo isoquinolinico, la licorina fue el primer alcaloide aislado y se conocen alrededor de 300
alcaloides lo cual le confiere un gran espectro de aplicaciones terapéuticas como la inhibicion de
la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, actividad antitumoral, antibacteriana y antifingica

(Bastida, J., 2015, p. 227).

Los alcaloides de esta familia se pueden clasificar en base al sistema heterociclico, en la figura 5-
1 se puede observar los nueve tipos de alcaloides identificados en la actualidad, cuyos compuestos
representativos son: crinina, galantamina, hemantamina, homolicorina, licorina, montanina,
norbelladina, narciclasina y tazetina. La existencia y el porcentaje de los alcaloides se basa en la
especie de la planta que se investigue y del area geogréafica donde es recolectada (Osorio, J., 2012, p.
115).



Montaning Gialantaming

Fazetina

Figura 5-1: Estructuras representativas de los 9 tipos de alcaloides de la familia
Amaryllidaceae.
Fuente: (Osorio, J., 2012, p. 115).

Mediante investigaciones realizadas se ha demostrado el enorme potencial de las plantas
amarilidaceas (subfamilia Amaryllidoideae) considerandose como una fuente importante de
productos bioactivos y nuevos alcaloides que poseen una alta actividad farmacoldgica en el
sistema nervioso central, confirmando la importancia de continuar la investigacion sobre especies

aun no exploradas (Acosta, K., et al., 2013, p. 18).

1.1.3.1 Caracteristicas estructurales de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae

Las caracteristicas quimicas mas significativas que presentan estos tipos de alcaloides son:

- La estructura base esta conformada por: Ce-C1-N-C,-Cs, en donde el fragmento Cs-C1 se
deriva del aminoacido L-fenilalanina, mientras que el fragmento N-C»-Cgs se deriva del

aminodcido L-tirosina.

- Tienen un pKaentre los valores de 6 y 9, considerdndose como bases moderadamente débiles.
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- Presentan un solo atomo de nitrogeno (N) que puede estar en una posicion secundaria,

terciaria y cuaternaria.

- Lacantidad de &tomos de carbono (C) varian entre 16 y 20 lo que depende de los sustituyentes

que presenta el sistema ciclico (Bastida, J., et al., 2015, p. 226).

Se cree que la presencia de alcaloides en las plantas es una adaptacion protectora y que la familia
Amaryllidaceae estd conectada con el ciclo estacional del desarrollo, presentando asi una
variacion ontogeénica de alcaloides los cuales son esenciales para la supervivencia de las plantas

(Bastida, J., et al., 2015, p. 227).

Se han realizado diversos estudios con el fin de obtener avances significativos en la fitogquimica
de la familia Amaryllidaceae identificando otros alcaloides como pancratistatina, narciclasina,
hippadina y anhidrolicorina los que generan una actividad antitumoral y los de tipo galantamina
presentan una actividad inhibitoria competitiva y reversible de la acetilcolinesterasa utilizdndose

principalmente en el tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer (Acosta, K., et al., 2013, p. 18).

Las moléculas activas de la familia Amaryllidaceae tienen estructuras complejas por lo que en la
actualidad se han empleado métodos analiticos como la Cromatografia en Capa Fina o
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas, con el fin de poder identificar y
caracterizar patrones estructurales quimicos y de esta manera reconocer de forma mas rapida
compuestos ya conocidos 0 si se trata de nuevas sustancias realizar de forma detallada su

elucidacion estructural (Pigni, N., 2013, p. 7).

1.1.3.2 Galantamina

Es un alcaloide terciario nootropico, fue extraido por primera vez del bulbo de Galanthus
woronowi en el afio 1952, en la antigliedad fue empleada como anestésico general, posteriormente
fue aislada en otras especies vegetales como Galanthus nivalis correspondiente a la misma
familia, en la actualidad se produce mediante sintesis de laboratorio y es utilizada en la

enfermedad del Alzheimer (EA) (Caramelli, P., et al., 2004, p. 382).
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Es conocida por su actividad inhibitoria reversible, competitiva y especifica sobre las
colinesterasas (AChE y BuChE), ejerce un efecto dual a nivel del sistema nervioso central, su
mecanismo de accidn consiste en evitar la hidrolisis de acetilcolina (ACh) y aumentar la actividad
intrinseca de este neurotransmisor frente a los receptores muscarinicos y nicotinicos (Nair, J., et al.,

2011, p. 1104).

En la figura 6-1 se observa la estructura quimica de la galantamina, se forma partir de una
adaptacion fenol oxidativo orto-para, su estructura base es un dibenzofurano, presenta en los
carbonos 3 y 9 sustituciones oxigenadas, ademas tiene un doble enlace entre los carbonos 4a y 4

(Elgorashi, E., et al., 2016, p. 228).

Figura 6-1: Estructura quimica de la Galantamina.
Fuente: (Elgorashi, E., et al., 2016, p. 228).

La galantamina es un fa&rmaco de primera eleccion que atraviesa la barrera hematoencefélica y se
utiliza para tratar la enfermedad del Alzheimer en etapas leve a moderada, a diferencia de la
tacrina no produce hepatoxicidad y son limitados los efectos adversos gastrointestinales. Este
principio activo mejora de forma significativa la funcion cognitiva y es utilizado en patologias

como: glaucoma, miastenia grave y neuritis (Carretero, M., 2013, p. 141).

1.2 Enfermedad del Alzheimer

1.2.1 Descripcién

La enfermedad del Alzheimer (EA) es un trastorno cerebral degenerativo, se caracteriza por una
degradacion de las neuronas de cardcter irreversible y de curso progresivo, presenta sintomas

patoldgicos a partir de los 65 afios. En el afio 1976 Davies y Maloney identificaron una pérdida
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continua de acetilcolina (ACh), sustancia que permite que las células nerviosas se comuniquen
entre ellas e interviene en actividades mentales vinculadas al aprendizaje, memoria y pensamiento

(Fernédndez, C., et al., 2015, p. 5).

La pérdida neuronal que presenta esta patologia puede deberse a la acumulacion de la proteina
tau que genera la aparicion de ovillos neurofibrilares y la formacion de placas amiloides con
acumulos de la proteina beta amiloide como se observa en la figura 7-1, lo que produce un
incremento en el estrés oxidativo, alteracion en la homeostasis del calcio y presencia de procesos

neuroinflamatorios (Flores, M., et al., 2011, p. 320).

Owllos
neurofibrilares

Figura 7-1: Estructura de Ios ovillos neuroflbrllares y de placas
amiloides en la enfermedad del Alzheimer (EA).
Fuente: (Flores, M., et al., 2011, p. 320).

Existen tres etapas en la enfermedad del Alzheimer:

1. Etapa leve: El paciente presenta pérdida de memoria, dificultad en la manera de hablar y
cambios en su comportamiento, olvida palabras conocidas o el lugar donde se colocan objetos
de uso diario, estos problemas son evidentes durante los examenes médicos, cuando comparte

con los amigos, familiares o comparieros de trabajo.

2. Etapa moderada: Se caracteriza no solo por una pérdida de memoria, sino también de

razonamiento y comprension, el deterioro avanza con bastante rapidez y los afectados pueden
13



llegar a perderse en lugares conocidos. La enfermedad resulta evidente para familia y
allegados, el paciente presenta dificultades para efectuar tareas como hacer la compra, seguir

un programa de television o planear una cena.

3. Etapa grave: Los pacientes presentan una pérdida de masa muscular, inmovilidad,
incontinenciay pierde la capacidad para hablar correctamente o repite frases incoherentes una
y otra vez. No puede reconocer a sus familiares y amigos, necesitan ayuda para realizar las
actividades de la vida cotidiana e incluso puede fallecer debido a infecciones secundarias

como Ulceras (Llibre, J., etal., 2012, p. 8).

1.2.2 Epidemiologia y Factores de Riesgo

El Alzheimer es la principal causa de demencia y su incidencia depende de la edad, en base a
estudios se muestra que se dan entre 10 y 15 nuevos casos de demencia por cada mil personas al
afio y, de estos, entre 5 a 8 corresponden a la presencia de alzheimer, es decir, la mitad de todos
los casos nuevos de demencia presentes en cada afio son pacientes con alzheimer (Locanto, O., 2015.

p. 65).

El sexo es un factor de riesgo muy importante, las mujeres tienden a una incidencia mayor de EA
debido a que su tiempo de vida es mas prolongada con respecto a la de los hombres. Expertos han
observado que en los pacientes con EA tienen antecedentes de haber padecido enfermedades

como: diabetes, obesidad, presion alta y colesterol alto (Arriagada, P., et al., 2012, p. 633).

La permanencia de la EA es variable, en la actualidad, existen pacientes que mueren antes de los
4 afos después de haber iniciado la enfermedad y menos del 3 % de los pacientes viven mas de
14 afios después del diagnostico. Segin el consorcio para establecer un registro para la
enfermedad de Alzheimer (CERAD) la sobrevida promedio es de 4 y 6 afios en hombres y mujeres

respectivamente desde el diagnostico (Quesada, C., et al., 2014, p. 52).

Los alto niveles de incidencia de la enfermedad de Alzheimer en los Gltimos 20 afios se debe a
una serie de factores que son: envejecimiento de la poblacién, patologias cardiovasculares,
antecedentes familiares, perfiles genéticos, estilo de vida, nivel educativo, aislamiento social y

condiciones socioecondmicas (Arriagada, P., et al., 2012. p. 637).
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1.2.3 Tratamiento del Alzheimer

En la actualidad no existe cura que revierta la degeneracion causada por la enfermedad del
Alzheimer; sin embargo, existen fA&rmacos que se pueden utilizar en las diferentes etapas de la
enfermedad evitando la progresion de la neuropatologia y mejorando los sintomas cognitivos y

de comportamiento (Locanto, O., 2015, p. 64).

Se puede utilizar un tipo de tratamiento no farmacoldgico en la que se realizan diversas
actividades como la musicoterapia, ejercicio y la terapia de reminiscencia, las cuales mejoran y
mantiene la funcion cognitiva y evita trastornos de conducta como la depresion, insomnio,

ansiedad (Quesada, C., et al., 2014, p. 55).

Existen dos tipos de farmacos aprobados por la Food Drug Administration (FDA) para el
tratamiento de la EA: el primer grupo son los inhibidores de acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa (donepezilo, galantamina y rivastigmina), principalmente se utilizan en
demencia leve o moderada. El segundo grupo son los moduladores de la transmision
glutamatérgica el principal farmaco es la memantina, que se utiliza en demencia moderada a
severa, ademas regula la actividad del glutamato, mensajero quimico que interviene en los

procesos de aprendizaje y de memoria (Quesada, C., et al., 2014, p. 56).

En la actualidad, se buscan otras moléculas que generen la misma accién inhibitoria pero con
menos efectos secundarios y que presenten una mayor biodisponibilidad, dentro de esas
alternativas se tienen alcaloides ind6licos, pirazolinas y la selegilina, la cual actia como inhibidor
de la monoaminooxidasa con propiedades antioxidantes e incrementando las catecolaminas

cerebrales (Néciga, G., et al. 2014, p. 462).

Un estudio demuestra que la vacuna (AN-1792), obtenida de forma sintética de la proteina beta
amiloide, estimula al sistema inmunoldgico para eliminar las placas amiloideas ya formadas y

evitar la aparicion de otras nuevas (Rodriguez, J., et al., 2015. p. 138).

Los radicales libres (RL), estrés oxidativo y la per-oxidacion de lipidos intervienen en el
envejecimiento de la persona y se encuentran implicados en la neurodegeneracion progresiva que
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ocurre en la Enfermedad del Alzheimer (EA), la propentofilina y la vitamina E actuarian

oponiéndose a este proceso debido a su efecto antioxidante (Rodriguez, J., et al., 2015, p. 139).

1.2.4 Acetilcolina y la Enfermedad del Alzheimer

La patologia de Alzheimer se caracteriza por la disminucion progresiva de un neurotransmisor
denominado acetilcolina, se encuentra en las células Ilamadas neuronas colinérgicas ubicadas en
las zonas del cerebro y en la médula espinal, estan involucrados en una variedad de funciones
como los procesos de aprendizaje, memoria, orientacion espacial, el paso de suefio a vigilia entre

otras (Flores, M., et al., 2011, p. 320).

La baja actividad de acetilcolina (ACh) puede debilitar las conexiones sinapticas entre las
neuronas en una regién del cerebro alterando la formacidon de recuerdos a largo plazo y la perdida
de la memoria. Ademas, se observa la diminucidn de plasticidad sinéptica en la corteza prefrontal
relacionada con el agotamiento de la acetilcolina en el cerebro causado por la enfermedad de

Alzheimer (Garcfa, J., et al., 2013, p. 68).

La disminucién de acetilcolina afecta en mayor proporcion a los receptores muscarinicos los
cuales intervienen en procesos de memoria y aprendizaje, en menor proporcion a los receptores
nicotinicos los cuales intervienen en procesos de control voluntario de movimiento, atencion,

dolor y ansiedad (Llibre, J., etal., 2012, p. 8).

1.3 Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima que pertenece al grupo de las esterasas tiene la
capacidad de hidrolizar a una molécula de acetilcolina en un milisegundo generando una
disminucién de los impulsos nerviosos alterando los procesos de memoria y otras funciones
cognitivas. Como se observa en la figura 8-1, la acetilcolinesterasa esta conformada por tres
zonas: la triada catalitica, el sitio activo donde se da la unién con la acetilcolina y el sitio anidnico

periférico (Singh, M., et al., 2013, p. 167).
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TRIADA CATALITICA

Garganta del sitio activo

SITIO ANIONICO PERIFERICO
|

SIMO ACTIVO

Sitio de union con la acetilcoline

Figura 8-1: Estructura del sitio activo de acetilcolinesterasa.
Fuente: (Singh, M., et al., 2013, p. 167).

Se localiza en las hendiduras sinapticas, donde realiza el proceso de hidrolizacion de la
acetilcolina (ACh) obteniendo dos componentes: el acetato y colina, los cuales son liberados
inmediatamente para regular la concentracion de este neurotransmisor en la sinapsis. La
degradacion de la acetilcolinesterasa (AChE) se da en la zona de unién neuromuscular tanto en
las sinapsis colinérgicas periféricas como en las centrales, por lo que se puede considerar un punto
especifico para el diagnostico de la EA, en conjunto con otros marcadores bioquimicos (Néciga, G.,
etal., 2014, p. 462).

1.3.1 Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEI)

Los inhibidores de la AChE han demostrado ser el objetivo terapéutico mas viable y el mas
importante para el tratamiento sintomatico de la enfermedad del Alzheimer. EI mecanismo de
accion de los AChEI consiste en bloquear el centro activo de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
generando asi una reaccion irreversible con la serina, la cual se encuentra préxima al centro
catalitico e impidiendo de esta manera la vinculacién con una molécula de acetilcolina o su

hidrolisis (Guanqun, Z., et al., 2017, p. 773).

En la actualidad, se ha evidenciado que la funcién principal de los inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChEI) consiste en aumentar la cantidad de acetilcolina y asi poder generar
el incremento de la transmision sindptica, reconstituyendo los procesos cognitivos y estimulos

musculares. Otra funcién importante es la disminucion de la produccién de placas amiloides y de
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los ovillos neurofibrilares, caracteristicas de la patologia de las células cerebrales de los pacientes

con EA (Viegas, C., et al., 2014, p. 917).

Los inhibidores enziméticos aprobados como medicamentos por la Food Drug Administration
(FDA) para el tratamiento de la enfermedad del Alzheimer (EA) son el donepezilo (Aricept) y
galantamina (Reminyl), los cuales son més selectivos para acetilcolinesterasa (AChE) frente a
butirilcolinesterasa (BuChE), mientras que rivastigmina (Exelon) inhibe ambas enzimas de
manera similar, sin embargo; tienen una accién equivalente pero se diferencian en su

biodisponibilidad y efectos adversos (Cortes, N., et al. 2015, p. 223).

1.4 Butirilcolinesterasa

La butirilcolinesterasa (BuChE) es una enzima que pertenece al grupo de colinesterasas (ChEs),
su concentracion aumenta en personas que sufren hipertension, hiperlipidemia y sobrepeso,
disminuye en personas que han presentado insuficiencia hepatica, infarto agudo de miocardio o
en tratamientos con beta-bloqueantes. Interviene en la hidrélisis de ésteres de colina como la
cocaina dando como resultado un metabolito farmacoldgicamente inactivo utilizado en casos de

sobredosis de esta droga (Vasquez, LI, et al., 2015, p. 273).

La enzima BuChE se encuentra principalmente en el higado, después de sufrir un proceso de
sintesis es liberada al plasma, en cantidades menores en el masculo y en el sistema nervioso. Una
de sus funciones principales es la hidrdlisis de la acetilcolina; sin embargo, muestra una mayor
afinidad por la succinilcolina, bloqueador neuromuscular, por lo que se considera que esta enzima

es menos especifica que la acetilcolinesterasa (Vasquez, LI, et al., 2015, p. 275).

1.4.1 Inhibidores de butirilcolinesterasa (BuChEI)

Los inhibidores de la butilrilcolinesterasa (BuChEI) han sido denominados como farmacos con
una leve potencialidad para la enfermedad del Alzheimer siendo menos especificos con respecto
al neurotransmisor acetilcolina; sin embargo, se los puede considerar como un tratamiento

complementario para la EA (Sanchez, G., et al., 2014, p. 47).
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En la actualidad, se han presentado pocos compuestos eficaces y especificos inhibidores de la
butirilcolinesterasa entre los cuales se destaca la etopropazina y la dansilarginina. Por ello, existe
la necesidad de buscar nuevos principios activos capaces de inhibir de forma selectiva y

especificamente a la enzima BUChE (Sanchez, G., et al., 2014, p. 49).

Ademas, se ha encontrado que la inhibicion de la butirilcolinesterasa afecta la formacion de las
placas amiloides generando una accion dual con los AChEI retardando la evolucion de la
enfermedad con mayor efectividad. EI empleo de inhibidores de BUChE ha sido muy util para el
estudio de la estructura del centro activo de la enzima; existen diferentes compuestos que pueden
unirse a cualquiera de los subsitios del centro activo de la BUuChE e inhibirlos especificamente,

un claro ejemplo es la cymserina (Sanchez, G., et al., 2014, p. 51).

1.5 Método que determina los niveles de colinesterasas

En la actualidad se encuentra un método que permite medir la actividad de las enzimas
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa responsables de la hidrdlisis del neurotransmisor
acetilcolina. Se debe tener en cuenta que la diferencia fundamental entre AChE y BUChE es su
especificidad de sustrato, resulta obvio que cualquier método es aplicable a ambas enzimas,

utilizando el sustrato y condiciones apropiadas para cada uno de ellos (Ariza, C., et al., 2011, p. 78).

1.5.1 Técnica de Ellman et al. (1961)

La técnica de Ellman et al. (1961) es la mas importante generando una considerable inhibicion de
colinesterasas (ChE). Su mecanismo de accién se puede observar en la figura 9-1, se basa en la
coloracion producida por tiocolina ((2-Mercaptoetil) trimetilamonio), hidrolizada por las enzimas
colinesterasas (AChE y BuUChE), que al reaccionar con un cromégeno Ditiobisnitrobenzoato
genera el Anién del &cido tionitrobenzoico el responsable de generar una coloracion amarilla

(Ariza, C., etal., 2011, pp. 79).
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H.O + (CH;);N*"CH;CH,SCOCH; ﬁ {CH;);:N*CH;CH;5- + CH3;COO- + 2H-
Acetiltiocolina —— Tiocolina + _Acetato
-00C CO0r
Ditiobisnitrobenzoato
(CH;)_:N*‘CH;CH;S— NO, + N0, .
Coloracion
Amarilla
COo- COOr
Anion del dcido
tionitrobenzoico

Figura 9-1. Esquema del principio del método de Ellman et al. (1961).
Fuente: (Ariza, C., et al., 2011, pp. 79).

La coloracién producida es medida en un espectrofotémetro UV-Visible a una longitud de onda
entre 405 a 412 nm, es un método sensible y preciso, se puede analizar cantidades pequefias de
muestras en concentraciones muy bajas de la enzima y su analisis es de forma inmediata (Ariza, C.,

etal., 2011, pp. 80).
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1 Disefio y tipo del proyecto de investigacion

El presente proyecto de investigacién muestra un disefio experimental y de tipo descriptivo, se
aplicé un método basado en cambios de pH y el uso de solventes organicos mediante el cual se
obtuvo el extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis, y se procedio a analizar la actividad inhibitoria
con respecto a acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE).

2.1.1 Muestra de analisis

La muestra de andlisis fue el extracto alcaloidal obtenido de los bulbos de Eucrosia mirabilis.

2.1.2 Poblacién de la muestra de Estudio

Bulbos de Eucrosia mirabilis, especie endémica de Ecuador, perteneciente a la familia

Amaryllidaceae, localizada en la provincia de Loja.

2.2 Lugar de investigacion

El presente trabajo experimental se efectué en el Laboratorio de Productos Naturales de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Este trabajo forma parte

21



del Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo (CYTED) que cuenta
con el proyecto: “La biodiversidad Iberoamericana como Fuente de Recursos Naturales para su

explotacion sostenible” y con la participacion del Grupo de Investigacion de Productos Naturales
y Farmacia (GIPRONAF) de la ESPOCH.

Ademas, la Universidad de Barcelona (Espafia) colabor6 en el estudio mediante la identificacion

de alcaloides por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas.

2.3 Recoleccion del material vegetal

Los bulbos de la planta Eucrosia mirabilis se recolectaron bajo el contrato marco de Acceso a
Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2015-0054 dentro del proyecto de investigacion
cientifico denominado: “La biodiversidad de Amaryllidaceae como fuente de recursos naturales
para su explotacion sostenible” y bajo el permiso de movilizacion No. 017-2017-UPN-VS-DPAL-
MAE obtenida en la direccion provincial de Loja.

2.4 ldentificacién botanica

La Dra. Nora Oleas, docente encargada del herbario de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica

“HUTI” (Quito-Ecuador), realizo la identificacion boténica de la especie Eucrosia mirabilis.

2.5 Materiales, reactivos y equipos.

2.5.1 Materiales

22



Tabla 1-2: Nomina de materiales utilizados en el trabajo de investigacion.

MATERIALES PROCEDIMIENTO
Frasco de vidrio tipo vial de 10 mL.
Frasco de vidrio &mbar de 1000 mL.

Probeta de 10 y 50 mL.
Papel filtro.
Embudo y tripode.
Balo6n para rotavapor. Extraccion de alcaloides.
Embudo de separacion de 500 mL.
Vaso de precipitacion de 100, 250 y
500 mL.
Desecador.
Baldn de aforo de 10 y 100 mL.
Pipeta graduada de 1y 5 mL.
Pipeta volumétrica de 10 mL.
Probeta de 25y 100 mL.
Espatula y micro espatula. Preparacion de reactivos.
Frascos tipo viales de plastico de 5
mL.
Frascos de vidrio ambar de 500 mL.
Tubos Eppendorf para microcentrifuga
de 0,5y 1,5 mL.
Tubos de plastico graduados con tapa
rosca de 35 mL.

Puntas azules, amarillas y blancas para

micropipeta.
Microplacas de 96 pocillos. Analisis de la accion inhibitoria de
Dispensador de liquido para pipeta las colinesterasas.
multicanal.

Blogques y botellas de hielo.
Caja térmica expandido de Poliestireno
4,19 L.

Gradillas para tubos.
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Cajas porta tubos.

Toallas absorbentes marca kleenex®.

Papel aluminio.

Piseta.

Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

2.5.2 Reactivos

Tabla 2-2: Nomina de reactivos utilizados en el trabajo de investigacion.

REACTIVO
Agua de grado farmaceéutico.
Agua destilada.
Metanol CH40.

Acido sulfarico H2S04 (2 % V/V).
Eter etilico (C2Hs)20.
Hidrdxido de amonio NH40OH (25 %
VIV).

Acetato de etilo (CaHs02).
Sulfato de sodio anhidro (Na2S0Oa).
Goma arabiga.

Fosfato dipotasico (K2HPO4).
Bifosfato de Sodio (NaH2PO4).
Cloruro de Sodio (NaCl).
Fosfato de dis6dio (Na2HPO4).
Acido clorhidrico 0,5 N (HCI).
Acetilcolinesterasa (Electrophorus

electricus).

Butirilcolinesterasa (suero de equino).

Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico.
Yoduro de Acetilcolina.
Yoduro de Butirilcolina.

Galantamina tabletas de 10 mg.

Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

ENSAYO

Lavado de los materiales y
preparacion de reactivos.

Preparacion del extracto crudo.

Obtencion del extracto alcaloidal.

Analisis de la accién inhibitoria de

las colinesterasas.
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2.5.3 Equipos

Tabla 3-2: Némina de equipos utilizados en el trabajo de investigacion.

EQUIPO
Molino H. Thomas C.O. modelo 4
Wiley Mill.
Estufa de secado 110 L redLINE by
BINDER.

Balanza analitica OHAUS.
Agitador magnético DRAGON LAB
MS-S.

Refrigerador a (8 grados Celsius).
Congeladora (-14 grados Celsius).
Congeladora (-20 grados Celsius).
pH-metro Fisher Scientific.

Rotavapor Heating Bath B-300 Base.

Bafio de ultrasonido BRANSON
3510.
Espectrofotometro MULTISKAN
GO Thermo Scientific.
Agitador de tubos.
Agitador de microplacas.
Crondémetro.
Cromatdgrafo de gases acoplado a

Espectrémetro de masas.

Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

2.6 Adaptacion del material vegetal

PROCEDIMIENTO
Disminucion de tamafo de la muestra
vegetal seca.

Secado de la muestra vegetal.

Pesaje de principios activos.

Mezcla de reactivos.

Mantenimiento y conservacion de

reactivos, muestras y sustratos.

Regulacion del pH de las soluciones.
Concentracion del extracto alcaloidal.
Homogeneidad de la muestra

alcaloidal.

Analisis de la accién inhibitoria de las

colinesterasas.

Identificacion y porcentaje de los
alcaloides.

Una vez obtenido los bulbos vegetales se procedié a lavarlos con agua destilada para eliminar

cualquier impureza como materia organica, polvo, etc. A continuacion, se fragmentaron en trozos

pequefios aproximadamente de 1 cm de ancho por 2 cm de largo.
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Posteriormente, se colocaron en una estufa redLINE by BINDER por 48 horas a 50 °C con el fin
de desecar la muestra. Una vez seca la muestra, se procedio a triturarla en un molino de marca H.

Thomas, obteniendo particulas de 2 a 3 mm, obteniendo 21,2 g de bulbo seco triturado.

2.7 Obtencion de alcaloides

Para obtener el extracto de alcaloides de Eucrosia mirabilis, se utilizd el protocolo descrito por

Fabio Cabezas que se muestra en la figura 1-2 (Cabezas, F., et al., 2013, p. 5).

Material Vegetal Seco y Triturado
(20 g del Bulbo de Eucrosia
mirabilis).

Maceracion con 800 de metanol por 72 horas.
Filtracion y Evaporacion a presion reducida.
(Extracto Bruto)
Acidificacion con 150 mL de H2SO4 al 2 %.
Extracto Bruto Acido
Limpieza con éter etilico (4 veces).

Fase organica: materias
neutras (clorofilas, ceras,
mucilagos).

Fase acuosa acida

Basificacion con NH4OH al
25 % hasta alcanzar un pH =10.

Fase acuosa basica . )
Extraccion con acetato de etilo (4 veces).

Fase organica 5 o Fase acuosa basica
Afade Na2SO4 y goma arabiga, filtra.

Evaporacion a presion reducida.

Extracto purificado
(Alcaloides).

Figura 1-2: Esquema del proceso de extraccion de alcaloides de los bulbos de la especie vegetal

Eucrosia mirabilis.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.
Fuente: (Cabezas, F., et al., 2013, p. 5).
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2.7.1 Obtencion del extracto bruto

Se pesaron 20 g del material vegetal seco y triturado, durante 72 horas se realizé la maceracién
con 800 mL de metanol, se realizd bafios de ultrasonido en intervalos de 1 a 2 horas con el objetivo
de homogenizar la muestra. A continuacion, el extracto metandlico se filtrd y se evaporo a presion
reducida empleando un rotavapor Heating Bath B-300 Base a una temperatura de 50 °C,

obteniendo de esta manera el extracto bruto seco (Cabezas, F., et al., 2013, p. 2).

2.7.2 Obtencién del extracto alcaloidal

El extracto bruto obtenido fue sometido a una acidificacion con H2SOa (2 % v/v), obteniendo el
extracto crudo &cido, al cual se procedio a realizar un lavado con éter etilico (4 veces), con el fin
de separar elementos neutros como: aceites, ceras, pigmentos y mucilagos de la fase acuosa acida,

en la cual se encuentran los alcaloides (Cabezas, F., et al., 2013, p. 3).

Posteriormente, se basifico la fase acuosa &cida con NH40H (25 % v/v) hasta lograr un pH
aproximado de 10y, a continuacion, se realizo la extraccion de alcaloides con acetato de etilo (4

veces), los cuales quedaron retenidos en la fase organica (Cabezas, F., et al., 2013, p. 3).

A la fase organica obtenida se afiadié sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y goma arabiga con el
objetivo de eliminar los restos de agua, la mezcla fue filtrada para eliminar los sélidos
previamente afiadidos y, finalmente, se evaporo el acetato de etilo mediante la utilizacién del
rotavapor a presion reducida y a una temperatura de 50 °C obteniendo de esta manera el extracto

alcaloidal libre de solvente (Cabezas, F., et al., 2013, p. 4).

2.8 ldentificacion de alcaloides a través de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-EM)

El equipo que se utilizé para la identificacion de los alcaloides fue el cromatdgrafo de gases de la

marca Agilent (modelo 6890) acoplado a un espectrdmetro de masas de impacto electronico
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(modelo 5975) el cual opera a una temperatura de 230 °C a 70 eV en la fuente idnica (Cabezas, F.,

etal., 2013, p. 5).

El cromatdgrafo de gases, cuenta con una columna SAPIENS-X5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25

um), teniendo la fenilmetilsilicona al 5 % como fase estacionaria (Cabezas, F., et al., 2013, p. 5).

La variacion de temperatura utilizada se inicia por un incremento desde los 55 °C a 100 °C (60
°C/min), 2 minutos a 100 °C, incremento desde 100 °C a 180 °C (15 °C/min), 1 minuto a 180 °C
y por ultimo se da un incremento desde 180 °C a 300 °C (5 °C/min) (Cabezas, F., etal., 2013, p. 5).

Se trabajé a una temperatura de 280 °C en el inyector y el flujo de He fue de 0,8 ml/min, utilizando
el modelo splitless y se utiliz6 la codeina como alcaloide estandar de referencia (Cabezas, F., et al.,

2013, p. 6).

El software AMDIS 2.71 (NIST) fue utilizado para el analisis de los datos obtenidos del espectro,
verificando la integridad de las sefiales emitidas, obteniendo el céalculo de los indices de retencion

(Cabezas, F., et al., 2013, p. 6).

2.9. Preparacion de las diluciones del extracto de alcaloides y de galantamina

2.9.1. Muestra alcaloidal

Se prepar6 una solucién madre del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis de 10 mg/mL en
PBS. A partir de esta, se prepararon seis diluciones con concentraciones de 50, 100, 200, 300,

400 y 500 pg/mL tanto para la enzima acetilcolinesterasa (AChE) como para butirilcolinesterasa
(BuChE).
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2.9.2. Galantamina (Compuesto de referencia)

En la tabla 4-2 se puede observar las 7 diluciones de galantamina con sus respectivas

concentraciones preparadas a partir de una solucion madre de concentracién de 1 mg/mL.

Para el analisis de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis frente a
acetilcolinesterasa (AChE) se emple6é desde la dilucion 2 hasta la 7, mientras que para
butirilicolinesterasa (BuChE), desde la dilucion 1 hasta la 6.

Tabla 4-2: Diluciones de galantamina.

Dilucion N° Concentracion
1 1x107 Molar
2 1x10* Molar
3 1x10° Molar
4 0.5x10° Molar
5 1x10 Molar
6 0.5x10® Molar
7 1x107" Molar

Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

2.10 Determinacion de la actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa (AChE) vy

butirilcolinesterasa (BuChE)

Se utilizo el protocolo propuesto por Ellman et al. (1961), con modificaciones de Ortiz et al.
(2016) para determinar la actividad inhibitoria que presenta el extracto alcaloidal de Eucrosia

mirabilis frente a las colinesterasas (AChE y BUChE) (Ortiz, Javier, E., et al., 2016, p. 1246).

Se utilizé una microplaca de 96 pocillos en la cual se colocaron 50 pL del extracto alcaloidal o
galantamina (compuesto de referencia) en la muestra (M) y en el blanco muestra (BM) (Ortiz, Javier,

E., etal., 2016, p. 1246).
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Posteriormente se afiadié PBS, 50 pL en control (C), 100 uL en el blanco control (BC) y 150 pL
en el blanco muestra (BM), consecutivamente se afiadi6 50 pL de enzima en el control (C) y en
el blanco muestra (BM) (Ortiz, Javier, E., et al., 2016, p. 1246).

A continuacion, la microplaca se incubé por 30 minutos a una temperatura de 21 °C,
inmediatamente se afiadié 100 pL de sustrato en el control (C), blanco control (BC) y en la
muestra (M), seguido de una leve agitacion por cinco minutos, finalmente se realiz6 la lectura de
absorbancias a una longitud de onda de 405 nm en un espectrofotometro de microplacas
MULTISKAN GO Thermo Scientific (Ortiz, Javier, E., et al., 2016, p. 1247).

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) proviene de la anguila eléctrica Electrophorus electricus y
la butirilcolinesterasa (BuChE) del suero de equino. Las soluciones utilizadas fueron buffer
fosfato salino (PBS) y la solucion salina, mientras que los sustratos empleados fueron yoduro de
acetiltiocolina y yoduro de butiriltiocolina. El &cido 5,5'-ditiobis (2 nitrobenzoico) “DTNB” se
utilizd para generar la reaccion del color mediante la produccion del anién del &cido

tionitrobenzdico (Ortiz, Javier, E., etal., 2016, p. 1247).

2.11 Andlisis de Datos

2.11.1 Porcentaje de inhibicién

Para obtener el porcentaje de inhibicion se calcula mediante la siguiente férmula:

% =100 - (M —BM/C-BC) X 100

En donde:

M: Valor de la absorbancia de la muestra.

C: Valor de la absorbancia de control.

BM: Valor de la absorbancia del blanco muestra.
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BC: Valor de la absorbancia del blanco control.

Nota: Las absorbancias obtenidas fueron procesadas en el software Microsoft Excel.

2.11.2. Curva para determinar la concentracién inhibitoria media (1Cso)

Para determinar la concentracion inhibitoria media (ICso) se representd la curva de la
concentracion de los extractos (ug/mL) (eje X) frente a los porcentajes de inhibicion enziméatica

(eje Y), se genero una linea de tendencia logaritmica con su respectiva ecuacion.

Los resultados de la concentracion inhibitoria media (ICso), son los promedios + la desviacion

estandar (SD) de tres pruebas realizadas de forma individual, cada una realizada por triplicado.
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CAPITULO Il

3. OBTENCION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1 Obtencidn del extracto alcaloidal de la especie Eucrosia mirabilis

A partir de 20 g del bulbo seco y triturado de Eucrosia mirabilis y mediante una maceracion en
el cual se usaron 800 mL de metanol (CH30OH), se obtuvo el extracto bruto el cual se sometié a
un método de extraccion basado en cambios de pH y solventes orgéanicos con el fin de obtener el

extracto alcaloidal puro (Cabezas, F., et al., 2013, p. 6).

Se utilizo el bulbo de la especie vegetal Eucrosia mirabilis debido a que en esta zona vegetal se
da la biosintesis de los alcaloides a través de la activacion del aminoacido tirosina (Cortes, N., etal.,

2015, p. 225).

3.2 Porcentaje de rendimiento del extracto alcaloidal de los bulbos de Eucrosia mirabilis

Para obtener el porcentaje de rendimiento se aplicé la siguiente férmula (Silva, C., 2010, p. 106).

Rendimiento real

% de Rendimiento = — —— %100
Rendimiento tedrico

L 50,4 mg
% de Rendimiento = W()mg x 100

% de Rendimiento = 0,25%
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A partir de 20 g de la muestra vegetal seca obtenida de los bulbos de la especie Eucrosia mirabilis,
se obtuvieron 50,4 mg de extracto de alcaloides, teniendo un porcentaje de rendimiento del 0,25
%.

Tabla 1-3: Porcentaje de rendimiento del extracto alcaloidal de los bulbos de Eucrosia mirabilis.

Fragmento de la planta Bulbo
Peso de la muestra seca 20000 mg
Volumen de solvente (Metanol) 800 mL
Extracto rico en Alcaloides 50,4 mg
% del rendimiento de Alcaloides 0,25 %

Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

3.3 ldentificacion de alcaloides mediante Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas (CG-EM)

En la especie Eucrosia mirabilis se pudo evidenciar la presencia de 3 alcaloides, en la figura 1-3
se puede observar que la dimetiltriptamina es el componente en mayor proporcién con un (67,97
%), seguido de hidroxiefedrina (5,12 %) y hordenina (2,26 %). La presencia de estos alcaloides

no ha sido registrada antes en especies de la familia Amaryllidaceae.

Hordenina
2,26%

Dimetiltriptamina
67,97%

= Dimetiltriptamina Hidroxiefedrina = Hordenina

Graéfico 1-3: Porcentaje de alcaloides presentes en el extracto de la especie vegetal Eucrosia
mirabilis.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.
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En la tabla 2-3 se pueden observar los valores de porcentaje total, tiempos de retencion e indices

de retencion de cada uno de los compuestos identificados.

Tabla 2-3: Alcaloides identificados mediante Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria

de masas (CG-EM) del extracto alcaloidal de los bulbos de Eucrosia mirabilis.

ALCALOIDE Rt RI % Total
Dimetiltriptamina 8.022 1520.4 67.97
Hydroxiefedrina 9.502 1706.8 5.12
Hordenina 6.391 1107.5 2.26
Codeina* 21.007 2472.5 17.79

Definicion: Rt (Tiempo de retencion), RI (indice de retencion), %Total (Porcentaje del alcaloide con respecto a la
mezcla total) * (Patron interno).

Realizado por: Luciana Tallini, 2018.

Fuente: Universitat de Barcelona (Espafia).

3.4 Dimetiltriptamina

La dimetiltriptamina (DMT) es el alcaloide que se encuentra en mayor proporcion en el extracto
alcaloidal de Eucrosia mirabilis con un 67,97 %, éste pertenece al grupo de las triptaminas y se
ha encontrado en otras especies vegetales como Mimosa tenuiflora (Gaujac, A, et al., 2013, p. 78) Y

Acacia phlebophylla (Rodriguez, B., et al., 2016, p. 2) pertenecientes a la familia Fabaceae.

La DMT se puede encontrar en pequerfias cantidades en el ser humano metabolizada por la enzima
triptamina-N-metiltransferasa (Enno, F., et al., 2013, p. 219), actuando como regulador del
receptor SIGMA-1, proteina que se localiza en el sistema nervioso central y en las células inmunes
cumpliendo dos funciones principales: generar diferenciacion neuronal y responder ante procesos

inflamatorios (Szabo, A., et al., 2014. p. 45).

Se ha determinado que la dimetiltriptamina genera una inhibicion a la enzima indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), responsable de la degradacion de triptéfano (Trp) por la via de las

quinureninas, mediante este proceso inhibitorio se puede generar la restauracién de la inmunidad
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anti-tumoral del huésped consideradose como una estrategia para la terapia antineoplasica

(Cavalheiro, M., 2012, p. 12).

La accion principal de este alcaloide es de generar una reaccion alucinégena interrumpiendo la
recaptacion de serotonina, encontrandose dentro de las drogas de clase 1. Se utiliza solo para fines
cientificos ya que su toxicidad es elevada generando alucinaciones, distorsiones de la imagen

corporal, alteraciones del habla y euforia (Fontanilla, D., et al., 2009, pp. 935).

N
H

Figura 2-3: Estructura quimica del alcaloide
Dimetiltriptamina.
Fuente: (Cavalheiro, M., 2012, p. 8).

3.5 Hidroxiefedrina

La hidroxiefedrina es una amina simpaticomimética, es el segundo alcaloide identificado
encontrandose en un porcentaje del 5,12 % en Eucrosia mirabilis. No se ha encontrado datos de
este alcaloide presente en otras especies de la familia Amaryllidacea; sin embargo, se puede hallar
en otras especies como Sida cordifolia (Prado, C., et al., 2005, p. 163) y Ephedra breana (Gurni, A., et

al.,1974, p. 522), pertenecientes a la familia Malvaceae y Ephedraceae respectivamente.

Estudios muestran que la hidroxiefedrina actla a nivel del sistema nervioso central, ademas
estimula los receptores beta-2 adrenérgicos en los pulmones para relajar el masculo liso bronquial,
alivia el broncoespasmo, aumenta la capacidad respiratoria, disminuye el volumen residual y
reduce la resistencia de las vias aéreas (Enno, F., et al., 2013, pp. 219). A dosis altas de este alcaloide
puede generar cefalea, mareo, nauseas, psicosis, ansiedad, delirio, nerviosismo, insomnio y

alucinaciones (Enno, F., et al., 2013, pp. 220).
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Un estudio muestra que la hidroxiefedrina se puede utilizar como medio de contraste en la
tomografias por emision de positrones (PET), permite obtener una imagen de la distribucion
regional de las neuronas y cuantificar el consumo de glucosa regional cerebral, siendo un método
con una mayor sensibilidad y especificidad para detectar alteraciones demenciales (Boschi, S., et al.,
2015, p. 99).

Figura 2-3: Estructura quimica del alcaloide
Hidroxiefedrina.
Fuente: (Takamatsu, J., et al., 1997, pp. 1235).

3.6 Hordenina

El tercer alcaloide identificado es la hordenina, hallandose en la minima cantidad de 2,26 %, no
se ha relacionado con especies vegetales de la familia Amaryllidaceae, pertenece al grupo de las
feniletilaminas y se lo puede encontrar en especies como el cactus Ariocarpus fissuratus (Batis, A.,
et al., 2011, p. 14) perteneciente a la familia Cactaceae y citrus aurantium (Soares, D., et al., 2012, p. 12)

perteneciente a la familia Rutaceae.

La hordenina posee propiedades antisépticas utilizadas por los indigenas para prevenir la
infeccion y acelerar la curacion de heridas. Estudios muestran que tiene un efecto inotropico
positivo sobre el corazon, permite el incremento de la presion arterial sistolica y diastdlica, regula
el volumen de flujo sanguineo periférico y tiene un efecto diurético en los seres humanos (Gernot,

B., etal., 2013, p. 12).

Este alcaloide se encuentra presente en la cebada malteada y en la cerveza. De forma similar que

la dopamina, la hordenina estimula el receptor de dopamina D2 conocida como la hormona de la
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felicidad, pero lo hace de una forma diferente que potencialmente prolonga el efecto positivo en

esa zona del cerebro, mejorando el estado de animo del consumidor (Sommer, T, et al., 2017, p. 4).

Esta sustancia quimica es capaz de originar estados especiales de conciencia que originan
alteraciones de los sentidos manifestandose como embriaguez, visiones coloreadas, sensacion de
flotacion, pérdida del sentido y del tiempo, a altas dosis produce sintomas como nausea severa,
vomito, ansiedad e incluso puede generar un sindrome psicético en algunas personas (Carrasco, S.,

2017).

N
HO H,C” “CHg

Figura 3-3: Estructura quimica del alcaloide
Hordenina.
Fuente: (Kawauchi, H., 2008, p. 136).

3.7 Actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) del

extracto alcaloidal de la especie Eucrosia mirabilis

Para validar el método empleado se debe obtener dos valores por encima y por debajo del 50 %
de inhibicion tanto para acetilcolinesterasa (AChE) como para butirilcolinesterasa (BuChE), con

el fin de lograr una buena correlacion de los datos (Lépez, J., et al., 2014, p. 3).

Se considera que las concentraciones del extracto alcaloidal que supera el valor de 200 pg/mL no
presenta una actividad inhibitoria frente a la enzima (Ortiz, Javier, E., et al., 2016, p, 1246), Sin embargo,
estos valores demuestran la actividad inhibitoria que tiene el extracto alcaloidal frente a las
colinesterasas (AChE y BUChE) y de esta manera permitir que los datos se ajusten a la linea de
tendencia y al momento de realizar la curva de regresion calcular de forma correcta el 1Cso (Ariza,

C., etal., 2011, p. 82).
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3.7.1 Analisis de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis con

respecto a acetilcolinesterasa (AChE)

Ensayo No 1

En primer lugar, se realizé la evaluacion de la actividad inhibitoria de la especie frente a la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), empleando 4 concentraciones: 1, 10, 50 y 100 pg/mL (Ldpez, J., 2014,
p. 4). Los resultados del primer ensayo se muestran en la tabla 3-3, donde se observa que la
concentracion mas alta del extracto de alcaloides de Eucrosia mirabilis (100 pg/ mL) tiene la
capacidad de inhibir a la acetilcolinesterasa en un 16,54 % y los 3 porcentajes de inhibicion (1,
10 y 50 ug/mL) se ubican por debajo del 10 %. Por ello, se considerd realizar un segundo ensayo

incrementando las concentraciones a 50, 100, 200, 300 pg/mL.

Tabla 3-3. Porcentajes inhibitorios de AChE del primer ensayo del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis.

Concentracion del extracto =~ Porcentaje de Inhibicion de la

alcaloidal (pg/mL) acetilcolinesterasa (AChE) »
1 0,00 + 0,00
10 0,11+1,42
50 8,45+ 1,07
100 16,54 + 0,53

2L os resultados obtenidos son el promedio de 3 ensayos.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

Ensayo No 2

Se evaluo la actividad inhibitoria de AChE empleando concentraciones del extracto alcaloidal de
E. mirabilis de 50, 100, 200, 300 ug/mL. Los resultados del segundo ensayo se muestran en la
tabla 4-3 observando que la concentracién mas alta del extracto de alcaloides de Eucrosia
mirabilis (300 pg/ mL) tiene la capacidad de inhibir a la acetilcolinesterasa en un 42,18 % y los
3 porcentajes de inhibicion (50, 100 y 200 pg/mL) se ubican por debajo del 30 %. Debido a que

estas concentraciones aun no determinan la concentracion a la cual la actividad enziméatica es
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inhibida en un 50%, se considero incrementar las concentraciones a 50, 100, 200, 300, 400 y 500

pg/ mL.

Tabla 4-3. Porcentajes inhibitorios de AChE del segundo ensayo del extracto alcaloidal de
Eucrosia mirabilis.

Concentracion del Porcentaje de Inhibiciéon de la
extracto alcaloidal acetilcolinesterasa (AChE) »
(ng/mL)
50 9,51+ 0,96
100 17,85+ 0,34
200 27,43 + 1,67
300 42,18 £ 0,26

2 _os resultados obtenidos son el promedio de 3 ensayos.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

Ensayo No 3

Se evalu6 la actividad inhibitoria de AChE empleando concentraciones del extracto alcaloidal de
E. mirabilis de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL. Los resultados del tercer ensayo se muestran
en la tabla 5-3 en la que se identifica que la concentracion mas alta del extracto de alcaloides de
Eucrosia mirabilis (500 pg/mL) tiene la capacidad de inhibir a la enzima acetilcolinesterasa en
un 64,24 %. Dos de los 6 porcentajes de inhibicion (400 y 500 pg/mL) se encuentran por encima
del 50 % de inhibicion y los cuatro porcentajes restantes estan por debajo (50, 100, 200 y 300

pg/mL). Por ello, con estas concentraciones se determino el valor de 1Cso.
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Tabla 5-3. Porcentajes inhibitorios de AChE del tercer ensayo del extracto alcaloidal de Eucrosia

mirabilis.

Concentracion del Porcentaje de Inhibicion de
extracto alcaloidal acetilcolinesterasa (AChE) »
(ng/mL)

50 12,55+ 1,07

100 23,48 + 3,21

200 38,87 £ 0,88

300 47,57 £0,70

400 58,16 £ 0,91

500 64,24 + 0,42

2 os resultados obtenidos son el promedio de tres ensayos.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

Célculo de ICs para acetilcolinesterasa (AChE)

Empleando las concentraciones del ensayo 3, se calculd la concentracion inhibitoria media del
extracto alcaloidal de Eucrosa mirabilis frente a la acetilcolinesterasa (AChE), el valor de ICso
fue de 267,62 + 26,78 pug/mL, resultado superior en comparacion con el compuesto de referencia
galantamina que tiene un ICso 0,22 + 0,02 pg/mL, lo que representa que el extracto alcaloidal de
Eucrosia mirabilis muestra baja actividad inhibitoria frente a esta enzima (Elisha, 1., et al., 2012. p.

45).

En la tabla 6-3 se muestran los resultados finales de tres ensayos realizados, se identifica la
concentracion inhibitoria enzimatica frente AChE, tanto para el extracto alcaloidal como para la

galantamina (compuesto de referencia).
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Tabla 6-3. Concentracion inhibitoria media (ICso) del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis

con respecto a acetilcolinesterasa (AChE).

Extracto alcaloidal AChE?
1Cso pg/mL
Eucrosia mirabilis 267,62 + 26,78
Galantamina®b 0,22 £0,02

8 El resultado obtenido es el promedio de 3 ensayos;
b Compuesto de referencia.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

En la actualidad, no existen informacién bibliogréafica acerca del género Eucrosia con los que se
pueda comparar los resultados alcanzados; sin embargo, se ha encontrado que la especie Nerine
bowdenii Watson perteneciente a la familia Amaryllidaceae presenta un valor similar con un ICsg

de 284.8 £ 4.2 pg/mL (Cahlikova, Lucie, et al., 2011, p. 1829).

En base a un estudio filogenético se presume que los géneros Phaedranassa Herb, Rauhia Traub
y Stenomesson Herb; son los méas cercanos a Eucrosia debido a que corresponden a una misma
tribu denominada Stenomesseae (Andrade, J., 2014, p. 115). Una de las especies que presentan una
buena actividad inhibitoria es Phaedranassa dubia la cual presentd un I1Csp de 25,48 + 0,39 ug/mL
(Inca, A., 2017, p. 62), mientras que Phaedranassa cinerea tiene una menor actividad inhibitoria con
un valor de ICso de 37,60 + 0,09 ug/mL (Salazar, C., 2017, p. 68), en las especies mencionadas, el ICso
va desde 25,0 ug/mL hasta 40 ug/mL, encontrandose el valor de Eucrosia mirabilis fuera de este

rango.

La actividad inhibitoria de acetilcolinesterassa en un estudio realizado en la zona andina de
Argentina demostrd que la especies, Habranthus jamesonii y Zephyranthes filifolia presentaron
la mayor inhibicion hacia AChE con valores similares de 1Cso 1,0 £ 0.01 y 1,0 + 0.08 pg/mL,
respectivamente (galantamina: 1Cso de 0,29 + 0,07 pg/ml) (Ortiz, Javier, E., et al., 2016, p. 1245).

La baja actividad enzimatica que presento el extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis se puede

correlacionar con los resultados logrados en la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
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de Masas (CG-EM), debido a que en su composicion no presenta galantamina ni alcaloides de

tipo indélico (Elgorashi, E., et al., 2016, p. 231).

3.7.2 Analisis de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis con

respecto a butirilcolinesterasa (BuChE)

Ensayo No 1.

Para continuar con el estudio del extracto alcaloidal de la planta se realiz6 la evaluacion la
actividad inhibitoria de la especie frente a la enzima butirilcolinesterasa (BuChE). Para ello, en
primer lugar se eligieron 4 concentraciones del extracto correspondientes a 1, 10, 50 y 100 pg/mL
(Lopez, J., et al., 2014, p. 4). Los resultados del primer ensayo se observan en la tabla 7-3, donde se
muestra que la concentracién mas alta del extracto de alcaloides de Eucrosia mirabilis (100 pg/
mL) tiene la capacidad de inhibir a la butirilcolinesterasa en un 35,93 % y los 3 porcentajes de
inhibicion 1, 10 y 50 pg/mL se ubican por debajo del 25 %. Por ello, se consider6 realizar un

segundo ensayo incrementando las concentraciones a 50, 100, 200, 300 pg/mL.

Tabla 7-3. Porcentajes inhibitorios de BUChE del primer ensayo del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis.

Concentracion del Porcentaje de Inhibicién de
extracto alcaloidal butirilcolinesterasa
(ng/mL) (BuChE) »
1 2,52 +0,93
10 10,32 £ 2,25
50 22,05+1,35
100 35,93 + 3,55

aLos resultados obtenidos son el promedio de 3 ensayos.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.
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Ensayo No 2.

Se evalué la actividad inhibitoria de BUChE empleando concentraciones del extracto alcaloidal
de Eucrosia mirabilis de 50, 100, 200, 300 pug/mL. La concentracion de 300 pg/mL tuvo la
capacidad de inhibir a butirilcolinesterasa en un 55,89 % y los 3 porcentajes de inhibicion de 50,
100 y 200 pg/mL se ubican por debajo del 50 %. Debido a que estas concentraciones aun no
determinan la concentracion a la cual la actividad enzimética es inhibida en un 50%, se considerd
incrementar las concentraciones a 50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL.

Tabla 8-3. Porcentajes inhibitorios de BuChE del segundo ensayo del extracto alcaloidal de
Eucrosia mirabilis.

Concentracion del Porcentaje de Inhibicion de
extracto alcaloidal butirilcolinesterasa
(Mg/mL) (BuChE) »
50 9,79+1,53
100 34,04 4,90
200 48,09 + 1,70
300 55,89 + 2,83

aLos resultados obtenidos son el promedio de 3 ensayos.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

Ensayo No 3.

Se evalud la actividad inhibitoria de BuChE empleando concentraciones del extracto alcaloidal
de Eucrosia mirabilis de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL. Los resultados del tercer ensayo se
muestra en la tabla 9-3 en donde la concentracion més alta del extracto alcaloidal (500 pg/mL)
tiene la capacidad de inhibir a la enzima acetilcolinesterasa en un 79,07 %. Cuatro de los 6
porcentajes de inhibicion (200, 300, 400 y 500 ug/mL) se encuentran por encima del 50 % de
inhibicion y los dos porcentajes restantes estan por debajo (50 y 100 pg/mL). Por ello, con estas
concentraciones se determind el valor de ICso.
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Tabla 9-3. Porcentajes inhibitorios de BuChE del tercer ensayo del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis.

Concentracion del Porcentaje de Inhibicion de
extracto alcaloidal butirilcolinesterasa
(Mg/mL) (BuChE) »
50 27,39+ 1,18
100 41,06 £ 0,52
200 58,31+ 0,58
300 69,16 + 0,60
400 75,02 £ 0,65
500 79,07 +0,78

2Los resultados obtenidos son el promedio de 3 ensayos.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

Calculo de 1C50 para butirilcolinesterasa (BuChE)

El extracto de alcaloides de la especie de Eucrosia mirabilis presentd una mayor actividad
inhibitoria de BuChE en comparacion con AChE, con un valor de 1Cso de 126,59 + 11,65 pg/mL,
resultado que esta fuera de rango en comparacion con el compuesto de referencia galantamina

que tiene un IC50 4,32 + 0,43 pg/mL.

En la tabla 10-3 se muestran los resultados finales de tres ensayos realizados, se identifica la
concentracion inhibitoria enzimatica frente BUChE, tanto para el extracto alcaloidal como para

galantamina (compuesto de referencia).
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Tabla 10-3: Concentracién inhibitoria media (1Cso) del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis

con respecto a butirilcolinesterasa (BUChE).

Extracto alcaloidal BuChE?
1Cso pg/mL
Eucrosia mirabilis 126,59 + 11,65
Galantamina®b 4,32 +0,43

8 El resultado obtenido es el promedio de 3 ensayos;
b Compuesto de referencia.
Realizado por: Fernando Carrillo, 2018.

En la actualidad, no se reportan fuentes bibliograficas acerca de la actividad inhibitoria del género
Eucrosia con respecto a BUChE; sin embargo, esta enzima cumple un papel fundamental en la
etiologia y profilaxis de la Enfermedad del Alzheimer ya que tiene la capacidad de sustituir
temporalmente a la AChE e hidrolizar la acetilcolina disminuyendo los niveles de este
neurotransmisor en la sinapsis, la rivastigmina es un inhibidor dual de las colinesterasas, hasta el
momento existen un nimero limitado de alcaloides que han sido aprobados como inhibidores de
butirilcolinesterasa (BUChEl) (Talesa, V., 2001, p. 1965).

Se puede comparar la actividad inhibitoria con otras especies de la familia Amaryllidaceae,
Phaedranassa dubia presenta una baja actividad inhibitoria frente a la butirilcolinesterasa
expresada con un valor de ICso de 114,96 4,94 ug/mL (Inca, A., 2017, p. 62) y Phaedranassa cinerea
presenta una baja actividad inhibitoria frente a la butirilcolinesterasa expresada con un valor de
ICso de 108,51 + 8,98 pg/mL (Salazar, C., 2017, p. 65). Al comparar con los resultados obtenidos se
puede decir que Eucrosia mirabilis tiene una menor composicion quimica alcaloidal, lo que

produce una menor afinidad hacia las colinesterasas (Elgorashi, E., et al., 2016, p. 229).

Existen otras especies de la familia Amaryllidaceae que presentan una mayor actividad inhibitoria
frente a BUChE como es el caso de la Sternbergia lutea (Hrstka, V., 2015, p. 20) y Nerine filamentosa
(Cahlikova, Lucie, et al., 2011, p. 1829) con un valor de I1Csp 3.7 + 0.1 pg/mL, ICs 13.0 £ 0.7 pg/mL
respectivamente, ademas Zephyranthes grandiflora (Cahlikova, L., et al., 2015, p. 578) presentd una

baja inhibicion enzimética frente a BuChE con un valor de 1Cso de 356,0 + 9.3 pg/mL.
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CONCLUSIONES

Mediante un protocolo que se basa en el uso de solventes organicos y cambios de pH se obtuvo
el extracto alcaloidal de los bulbos de Eucrosia mirabilis con un porcentaje de rendimiento del
0,25 %.

A través de la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas se logré identificar
un total de 3 alcaloides en el bulbo de Eucrosia mirabilis, siendo la dimetiltriptamina el
componente mas abundante con un 67,97 % y en cantidades menores se encuentra la

hidroxiefedrina con un 5,12 % y la hordenina con un 2,26 %.

Aplicando el método colorimétrico de Ellman et al, (1961) modificado por Ortiz (2016), se logré
determinar que la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis frente AChE
y BUChE, consiguiendo valores de I1Csp 267.62 +26.78 y 126.59 & 11.65 pug/mL, respectivamente,
resultados que denotan una baja actividad inhibitoria con respecto a galantamina cuyos valores
de ICso fueron de 0.22 = 0.02 pg/mL para AChE y 4.32 + 0.43 pug/mL para BuChE, demostrando
una mayor afinidad por parte de los alcaloides dimetriptamina, hidroxiefedrina y hordenina hacia

la enzima BuChE.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar futuras investigaciones en otras especies del género Eucrosia con el fin
de comparar el perfil de alcaloides y la actividad inhibitoria frente a las colinesterasas, ademas

seria imprescindible realizar méas estudios fitoquimicos de la especie vegetal Eucrosia mirabilis.

En el proceso de obtencion del extracto alcaloidal de las especies vegetales se recomienda sustituir
el metanol por el dimetilsulfoxido con el fin de disolver por completo la muestra y obtener un

extracto con la mayor cantidad de alcaloides.

Debido a que se encontr6 un alto contenido de dimetiltriptamina en los bulbos de Eucrosia
mirabilis, se recomienda realizar estudios de toxicidad debido a que presenta un alto poder

alucindgeno siendo peligroso para el ser humano.

Implementar un ventilador centrifugo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo con el fin de mantener la temperatura idonea necesaria para

los ensayos de actividad enzimatica.
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ANEXOS

ANEXO A: Obtencidn de la muestra vegetal de Eucrosia mirabilis.

Recoleccion del material vegetal,

Eucrosia mirabilis.

Bulbos de la especie vegetal Eucrosia mirabilis recoletada en los campos de canton Catamayo

ubicado en la provincia de Loja.

ANEXO B: Adaptacion de la muestra vegetal de Eucrosia mirabilis.

Desecacion de la muestra vegetal en la Materia vegetal desecada
estufa redLINE by BINDER



Molino de cuchillas giratorias

Arthur H. Thomas C.O. modelo Willey Mill

ANEXO C: Obtencion del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis.

Maceracion de los bulbos secos Extraccion de alcaloides

y triturados con metanol con acetato de etilo



Vial con alcaloides de la especie

Eucrosia mirabilis.

ANEXO D: Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE)

del extracto alcaloidal de Eucrosia mirabilis.

A

Diluciones del compuesto de referencia: Diluciones de la muestra alcaloidal de la

galantamina. especie vegetal: Eucrosia mirabilis.



Anadlisis de la microplaca en el espectrofotémetro MULTISKAN GO

Thermo Scientific.

ANEXO E: Curvas inhibitorias de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto alcaloidal de Eucrosia
mirabilis, obteniendo la concentracion inhibitoria media (ICso) representada en el Gréfico 1E,
Gréfico 2E y el Gréfico 3E.

Curva de Inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto
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Gréfico 1E. Curva de inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis, 1ra Repeticion.



Curva de Inhibicién de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto
alcaloidal de Eucrosia mirabilis
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Grafico 2E. Curva de inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis, 2da Repeticion.
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Gréfico 3E. Curva de inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis, 3ra Repeticion.

ANEXO F: Curvas inhibitorias de butirilcolinesterasa (BuChE) del extracto alcaloidal de
Eucrosia mirabilis, obteniendo la concentracion inhibitoria media (ICso) representada en el
Gréfico 1F, Gréfico 2F y Gréfico 3F.



Curva de Inhibicién de butirilcolinesterasa (BuChE) del extracto
alcaloidal de Eucrosia mirabilis
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Gréfico 1F. Curva de inhibicién de butirilcolinesterasa (BUChE) del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis, 1ra Repeticion.
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Gréfico 2F. Curva de inhibicién de butirilcolinesterasa (BUChE) del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis, 2da Repeticion.



Curva de Inhibicién de butirilcolinesterasa (BuChE) del extracto
alcaloidal de Eucrosia mirabilis
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Gréfico 3F. Curva de inhibicién de butirilcolinesterasa (BUChE) del extracto alcaloidal de

Eucrosia mirabilis, 3ra Repeticion.

ANEXO G: Permiso de movilizacion de bulbos de la especie vegetal Eucrosia mirabilis.
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GUIA DE MOVILIZACION INTERNA DE ESPECIMENES DE FLORA SILVESTRE
Nro: 017201 7-UPNVS.-DPAL-MAE

Focha de emisidn 09 de agoeto de 2017
Fecha de movilizacion: 10 de agosio de 2017 Valido hasta: 10 de agosto de 2017

La Direccitn Frovincial de Lo@a suloriza & Karen Lisseth Acosta Ledn con cédula No
1003089016, para qua moviice desda: @l cantdn y provincia de Loja, hasta: el Herbario de
Universidad Tecnologica de Indoamérica de a provincia de Pichincha, muestras botances en
base al Contrato Marco No. MAE-ONB-CM-2015-0054 dentro del Proyeclo La biodiversidad
de Amaryllidacese como fuente de recursos naturales para su explotacién sostonible.

La mowiizacitn sa realizard por B compadiia de traspane terrestre Loja o dia 10 de agosto de
2017 por & Sra Karen Lisseth Acosta Ledn con cédula de identidad Nro: 10030838016, de
acuerdo 2 a sigukente especificacion

ade
e ] Grusa Macrace Tipe eo muostze | PR E | Taewoa s | Treamionio
Mrcot Bhoblghe enifco Rl ol eribraene
= 8 0s arvases | materst munwtes
Tertens we b
. Evoosas il 3 raseem Tasarcrmia y Univrohivd
S esage Facen ety bickigca 1Botoy Proeis Mot T

Observaciones:

Soicitud o= s Haren Lisseth Acosta Ledn con Cédula de Identidad 1003089016 dentro oal
Proyecio La biodiversidad de Amarylidaceas como fuente de recursos naturales para su
expiotacién sostenible responsable del transpode, manifiesta que las  muestas

permanecaran an ol Herbamvvde = U adad T a oe
s
&
S

C/ 7 2T

ng. StalinBaghT Placencs Beau Karen Acosts Lean

5 ADOR GENERAL ZONAL BENEFICIARIO
ZONA 7 LOJA EL ORD ZAMORA CHINCHIPE <1 Nro. 1003082016

DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMEIENTE LOJA

Baaoade por Ben CUnIMDE Take

/

A

Bar it et o | |

Guia de movilizacion interna de especimenes de Flora Silvestre
No: 017-2017-UPN-VS-DPAL-MAE



