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1 INTRODUCCION

Las plantas con propiedades medicinales han sido empleadas desde hace varios siglos
para curar diferentes problemas de salud, y se han estudiado debido a que producen
sustancias responsables de la actividad bioldgica, conocidos como metabolitos
secundarios, los cuales se clasifican en tres grupos principales de acuerdo a su origen
biosintético: terpenos, compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados (Pérez y
Jiménez, 2011). Dentro de las plantas con propiedades medicinales utilizadas por el
hombre, se encuentran las especies de la familia Amaryllidaceae, familia con una amplia

gama de actividades biologicas atribuidas a su contenido de metabolitos secundarios.

La familia Amaryllidaceae comprende 75 géneros y al menos 1600 especies de plantas
bulbosas, que se distribuyen ampliamente en regiones tropicales y subtropicales
alrededor del mundo, dentro de la cual se encuentra el género Phaedranassa que
comprende nueve especies, como P. lehmannii que es de origen Colombiano
(Universitat de les Illes Balears, s.f.). Las especies de esta familia estan siendo
ampliamente estudiadas por la diversidad de metabolitos secundarios que presentan;
dentro de éstos y de gran interés, se encuentran los alcaloides, que tienen en comdn el
precursor norbelladina, son estructuralmente exclusivos de la familia y poseen una gran
variedad de actividades bioldgicas como actividad antitumoral, citotdxica, inhibidora de
la acetilcolinesterasa, antiinflamatoria, y de union al ADN (Osorio et al., 2010).
Alcaloides de Amaryllidaceae como galantamina y licorina se conocen por ser potentes
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, asociada al deterioro de la memoria en

pacientes con enfermedad de alzheimer (Kimura et al., 2014).

La especie P. lehmannii crece en terrenos pedregosos de las montafias, es endémica de
Colombia y se distribuye en el Departamento del Cauca, el cual cuenta con una gran
riqueza en flora y fauna. Segin un informe del Sistema de informacion Ambiental de
Colombia, SIAC, Colombia forma parte del grupo de paises denominados

Megadiversos, posee cerca del 10% de las especies conocidas, lo que lo ubica dentro de



los 14 paises que albergan el mayor indice de la biodiversidad en la Tierra (Sistema de

Informacion ambiental de Colombia, s.f).

Con la caracterizacion fitoquimica de P. lehmannii, especie endémica de Colombia que
hace parte de la flora de nuestro Departamento, se pretende contribuir en la busqueda de
productos naturales con actividad biologica que podrian emplearse a futuro en el
tratamiento de diferentes enfermedades, ademé&s, se desea hacer un aporte a la
preservacion de esta especie, debido a que esta en peligro de extincién por el detrimento
de su habitat.



2 MARCO TEORICO
2.1 Metabolitos secundarios

Las plantas realizan procesos fisiologicos como la respiracion y la biosintesis de
proteinas en los que estdn implicadas rutas metabdlicas fundamentales para que los
organismos se mantengan vivos, a las cuales se les denomina metabolismo primario. Sin
embargo, existen otras rutas metabdlicas que son exclusivas de las plantas y por las
cuales se sintetizan diferentes compuestos denominados metabolitos secundarios. Estos
ultimos, son sintetizados por las plantas principalmente como mecanismo de defensa
quimica para protegerse de depredadores, su produccion es demasiado baja, siendo
menor al 1% en peso seco, lo cual depende primordialmente de la etapa fisioldgica y de
desarrollo de la planta (Thakur et al., 2019). Ademas, los metabolitos secundarios son
los implicados en las propiedades medicinales de las plantas, sin embargo su
distribucion es mas limitada que la de los metabolitos primarios, debido a esto, las
investigaciones se han centrado en estos compuestos con valor medicinal producidos por

las plantas (Jamwal, Bhattacharya y Puri, 2018).

Los metabolitos secundarios son clasificados de acuerdo a su ruta biosintética en tres
grupos principales: terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos y esteroles), compuestos fendlicos (&cidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides y taninos) y compuestos nitrogenados (alcaloides y glicdsidos
cianogenéticos) (Pérez y Jiménez, 2011). Los precursores de la biosintesis de
metabolitos secundarios provienen de rutas del metabolismo primario, como la
glucdlisis, el ciclo de Krebs o la ruta del acido shikimico (Sepulveda, Porta y Rocha,
2003).

2.2 Familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae es una familia de plantas bulbosas que se distribuyen a través

de las regiones tropicales y subtropicales del mundo y son prominentes dentro de tres



areas geograficas distintas que incluyen América Andina, el Mediterrdneo y el sur de
Africa. Esta familia se conforma de aproximadamente 1600 especies que se dividen en
75 géneros (Masi et al., 2018).

Las especies de la familia Amaryllidaceae se han usado como medicina tradicional
debido a las propiedades farmacologicas que presentan, lo que las hace interesantes para
su caracterizacion fitoquimica y estudio de sus potenciales actividades (Nair y van
Staden, 2013).

Figura 1. Algunas de las especies de la familia Amaryllidaceae sobre las cuales se han
adelantado estudios. A. Z. candida; B. C. subedentata; C. P. lehmannii; D. E.
bonplandii; E. E. caucana; F. C. jagus; G. H. elegans; H. C. miniata.

La actividad bioldgica que presentan las plantas de esta familia se atribuye a su
contenido de metabolitos, por lo que se han realizado estudios y actualmente se
desarrollan diferentes investigaciones enfocados en éstos (Nair et al., 2017). Algunos
estudios llevados a cabo sobre esta familia, incluyen especies (Figura 1) como
Zephyrantes candida, que por su contenido de flavonas han mostrado actividad
antiinflamatoria in vitro (Zhan et al., 2016), otra de las especies con actividades
bioldgicas interesantes es Caliphruria subedentata, que de acuerdo a un estudio
realizado por Castillo et al. (2018), sobre el extracto de esta planta, se encontré que
muestra un efecto neuroprotector e induce un efecto antigenotoxico sobre células SH-

SY5Y, el cual se relaciona con su contenido de alcaloides, por otro lado, la investigacién
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llevada a cabo por Cortes et al. (2018) para evaluar la fraccién de alcaloides de las
especies Phaedranassa lehmannii Regel, Eucharis bonplandii Traub, Eucharis caucana
Meerow, Crinum jagus Dandy, Hippeastrum elegans H. E. Moore y Clivia miniata
Regel, usando un modelo de excitotoxicidad del glutamato en neuronas corticales de rata
logré relacionar el mecanismo de accion de la neuroproteccion con la actividad

antioxidante y estabilizacion de radicales libres.

2.2.1 Género Phaedranassa

El género Phaedranassa comprende nueve especies, de las cuales, seis son endémicas de
Ecuador (P. brevifolia, P.cinérea, P. dubia, P. glauciflora, P. schizantha y P.
tunguraguae) Yy las tres restantes son de Colombia (P. dubia y P. lehmannii) Costa Rica
(P. carmiolii) y Pera (P. viridiflora). Sin embargo, los investigadores Minga et al.
(2015), encontraron una nueva especie P. cuencana, la cual se distribuye en el valle
interandino de la provincia de Azuay y a lo largo de la frontera con la provincia de
Cafiar al sur de Ecuador. Estas especies crecen en areas perturbadas y florecen despueés
del verano (Phaedranassa, 2017), en la Figura 2, se muestran las especies de éste

género.

Figura 2. Especies del género Phaedranassa. A. P. brevifolia, B. P.cinérea, C. P. dubia,
D. P. glauciflora, E. P. schizantha F. P. tunguraguae, G. P. lehmannii, H. P. carmiolii,

I. P. viridiflora, J. P. cuencana (Phaedranassa, 2017).



2.2.2 Clasificacion taxonomica de Phaedranassa lehmannii (Regel, s.f.)

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Lilianae
Orden: Asparagales
Familia: Amaryllidaceae
Género: Phaedranassa

Especie: Phaedranassa lehmannii

2.2.3 Alcaloides de la familia Amaryllidaceae

En la biosintesis de metabolitos secundarios, en particular la de alcaloides, se llevan a
cabo varios tipos de reacciones como metilacion, condensacion, reduccion, oxidacion,
hidroxilacion, acoplamiento fenol-fenol y formacién de puentes de oxido (Kilgore y
Kutchan, 2015).

Se han identificado diferentes grupos de metabolitos en las especies de la familia
Amaryllidaceae como flavonoides, lectinas, péptidos, chalconas y terpenoides, sin
embargo, los alcaloides isoquinolinicos caracterizan quimiotipicamente a esta familia, se
derivan del precursor norbelladina y se les atribuye una amplia gama de actividades
bioldgicas (Masi et al., 2017).

2.2.3.1 Biosintesis y clasificacion de alcaloides de Amaryllidaceae

Todos los alcaloides de Amaryllidaceae provienen de L-Phe y L-Tyr, sin embargo las
diversas estructuras se derivan de los tres tipos alternativos de acoplamiento fenol

oxidativo conocidos como orto-para, para-para y para-orto.

La biosintesis del nicleo de este tipo de alcaloides consiste en producir inicialmente 3,4-

dixidroxibenzaldehido y tiramina, la condensacion y reduccion de estos precursores a



norbelladina 'y su posterior metilacion a 4°-O-metilnorbelladina. EI  3,4-
dixidroxibenzaldehido y la tiramina se forman a partir de la fenilalanina y la tirosina
mediante la escision de la cadena lateral del acido cindmico. En el siguiente esquema
(Esquema 1), se muestra la ruta biosintética de los precursores de alcaloides de

Amaryllidaceae (Kilgore y Kutchan, 2015).
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Esquema 1. Ruta biosintética del nucleo de los alcaloides de Amaryllidaceae.
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Los alcaloides de Amaryllidaceae comprenden nueve tipos de esqueleto, cuyos
alcaloides representativos son: norbelladina, licorina, homolicorina, crinina,
hemantamina, narciclasina, tazetina, montanina y galantamina (Figura 3). Son bases
débiles, contienen solo un &tomo de nitrégeno que puede ser secundario, terciario y
cuaternario, y su estructura base Cg-C1-N-C,-Cs proviene de los aminodcidos L-
fenilalanina (Cs-C1) y L-tirosina (N-C,-Cg) (Bastida et al., 2011).

OH oH
HO ‘
HO <O O
DVH 0 N
HO
Norbelladina Licorina

Homolicorina
OH

OH
N
H o OH
o o < O NH
< N < ! 0
© o OH O

Crinina Hemantamina Narciclasina

O_
0o OH
.
0

N

Tazetina Montanina Galantamina
Figura 3. Tipos de alcaloides de Amaryllidaceae.

2.3 Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC

El descubrimiento de la cromatografia se debe al botanico ruso Mikal Tswett, quien a
principios de 1900, realiz6 un estudio con pigmentos vegetales, en el que utilizd
cromatografia liquida de adsorcion en columna con carbonato de calcio como adsorbente
y como eluyente mezclas de éter de petroleo/etanol, para separar las clorofilas y los

carotenoides (Majors, 2019).



El principal objetivo de la cromatografia liquida CL es separar e identificar los
componentes de una mezcla, sin embargo, una forma de CL es HPLC, en la cual se
necesita menos tiempo para hacer un analisis, se emplean columnas més resistentes
debido a las altas presiones generadas y las columnas son mucho méas pequefias, lo que

permite una mejor separacion y una excelente resolucion.

Un sistema de HPLC consiste en un deposito de solventes, una bomba alternativa para
bombear la fase movil a través de la columna, una vélvula dosificadora y una cdmara de
mezcla para preparar y mezclar los solventes, valvulas para regular el flujo de solvente y
muestra y un detector para detectar los componentes separados (Rathore y Joshi, 2019).
En la siguiente figura (Figura 4), se muestran los principales componentes de un
sistema de cromatografia liquida de alta resolucién.

Sistema d : :
istema de » Desgasificador » Vilvula de »
solventes para : Mezclador
HPLC de solventes gradiente

Bomba

A((ii(iuézitzi:m ‘ l Dete’ctor | «I Columna | «l Inyector |
Muestra

«I«I

I»

Figura 4. Representacion de los principales componentes de un sistema HPLC.
Los métodos que emplean cromatografia liquida de alta resolucién son adecuados para
la separacion y cuantificacion de compuestos no volatiles, sin embargo, éstos presentan
inconvenientes para el analisis de extractos crudos de plantas debido a sus bajos limites
de deteccién y sensibilidad, por lo que al hacer el acoplamiento de HPLC con
espectrometria de masas, se mejora enormemente la sensibilidad del método (Marchetti
etal., 2019).



Los métodos de HPLC se han empleado con mayor frecuencia para el analisis de
alcaloides de Amaryllidaceae usando columnas Cig y diferentes fases moviles que
contienen &cidos o amonio (Petruczynik et al., 2016). Por ejemplo, el analisis de
alcaloides de Crinum por HPLC acoplado a ionizacion por electrospray-espectrometria
de masas en tandem se llevd a cabo en una columna ODS-100V empleando como fase
movil acetonitrilo y agua con &cido acético 0,2% y acetato de amonio 40 mM (Zhang et
al., 2009). La determinacion de galantamina en plasma humano heparinizado se llevo a
cabo empleando cromatografia liquida combinada con espectrometria de masas en
tdndem en una columna Waters C1g usando como fase mavil acetato de amonio 0,01 My
acetonitrilo (Verhaeghe et al., 2003).

2.4 Espectrometria de masas y fuente de iones por electrospray ESI-MS

La espectrometria de masas es una técnica analitica utilizada para cuantificar, identificar
y caracterizar las moléculas que componen una muestra. En el proceso se lleva a cabo la
conversion completa de la muestra en iones gaseosos, la caracterizacion por la relacion
masa/carga (m/z) de los iones formados y sus abundancias relativas (Alsaleh et al.,
2019).

10-5-10-8 torr
Sistema de Fuente de Analizador
entrada » iones » de masas »
e | [T
de vacio

Dispositivo
de lectura

Figura 5. Componentes de un espectrometro de masas.
El espectrometro de masas consta de un sistema de entrada donde se inyecta la muestra,
una fuente de iones que genera los iones, un analizador de masas que separa los iones en

funcién de su relacion masa/carga y un detector que convierte el haz de iones en una
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sefial eléctrica, cuyos componentes estan dentro de un sistema de vacio para mantener
bajas presiones (Ren et al., 2018). En la Figura 5 se muestra de manera general los

componentes de un espectrometro de masas.

La fuente de iones es un elemento muy importante en el desarrollo del espectrémetro de
masas, Yy estas se eligen de acuerdo al tipo de muestra y la aplicacion que se le vaya a dar
al instrumento, por ejemplo la fuente de iones por electrospray (ESI), es usada
principalmente para la deteccion de compuestos polares en solucion. El proceso general
de la generacién de los iones (Figura 6) consiste en hacer pasar la muestra en solucién a
través de un capilar al que se le aplica un alto potencial eléctrico, a la salida del capilar
la solucion se dispersa en forma de spray formado por pequefias gotas cargadas, las
cuales se evaporan rapidamente por un proceso de desorcidn del campo eléctrico o de
evaporacion del solvente, liberando moléculas protonadas a la fase gaseosa. Los iones
generados pueden estar protonados de forma maltiple dando lugar a diferentes especies
para una misma molécula (QIAN et al., 2017). Todo el proceso de ionizacion se realiza a
presion atmosférica, y ademas, es un método de ionizacion suave (Chetwani et al.,

2010).

Formacion de

iones en fase
Liquido gaseosa
ionizado (+) Capilar
Gas nebulizador Cale:léa{i,o
Sistema de @ ; Cono de Pluma de V Regif'm del
entrada Taylor aerosol  * * o Espectrometro de
(HPLC) £ ON 3 Masas

Fuente de lones

- Capilar de silice

fandida Yaimn
~+1 5KV gas ()

Modelo de
combinacion ESI

;
+ Q.
@',
.
- o ¢ *
0’.
:
L A
K B
:
Ve

Figura 6. lonizacion por electrospray ESI- diagrama general de la fuente de iones.
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La técnica ESI se puede acoplar a maltiples analizadores, entre los que se encuentra la
trampa idnica, la cual funciona como un espectrometro de masas de amplio rango de
masa, resolucion de masa variable y como un depoésito de iones en el que se pueden
confinar iones gaseosos, opera a 1 mTorr de Helio. Las moléculas se bombardean con
electrones de 50-80 eV emitidos desde un filamento calentado y se introducen en la
trampa. Durante la ionizacién, se aplica una tension al electrodo de anillo para confinar
los iones en un rango dado de masa/carga, los cuales se someten a colisiones con helio,
se vuelven inestables y abandonan la trampa de iones de acuerdo a su relacién

masa/carga, golpean el detector y se produce una sefial de salida (March, 2010).

2.5 Actividad citotoxica sobre Artemia salina

Artemia salina o camarén de mar (Figura 7) tiene gran flexibilidad para ambientes
hipersalinos, como lagos salinos, aguas poco profundas, aguas salinas artificiales, y
desempefia un papel importante en el flujo de energia de la cadena alimentaria
(Muthukrishnan, Senthil y Rao, 2017).

i

Figura 7. Nauplio de A. salina (Muthukrishnan et al., 2017).

Se utiliza A. salina en el laboratorio como ensayo inicial de citotoxicidad de extractos
para determinar su grado de toxicidad, debido a que presenta buena correlacion con la
toxicidad in vitro, y es un indicador preliminar de actividades antitumorales,
insecticidas, entre otras. Ademas, es un bioensayo de rapida respuesta, confiable, facil
manejo y no implica altos costos para su desarrollo (Martinez et al., 2006). Se ha

empleado para evaluar residuos de pesticidas, micotoxinas, corrientes contaminadas,
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anestésicos, toxicidad de aceites dispersantes, cocarcindgenos y toxicos en ambientes

marinos (Morales y Garcia, 2000).

Los huevos o quistes de A. salina secos se consiguen en tiendas de peces. La eclosion se
lleva a cabo en solucion salina y se requiere desde 48 a 72 horas para obtener una alta
cantidad de nauplios. Ademas, para obtener una eclosion 6ptima se debe controlar
varios parametros o condiciones como desinfeccion de los huevos, temperatura, oxigeno,

densidad de huevos, iluminacion, salinidad y pH (Pino y Lazo, 2010).

2.6 Actividad fitotdxica sobre Allium cepa

Las plantas vasculares como Allium cepa, se han empleado como modelos genéticos
para evaluar y detectar compuestos con actividad citotoxica y genotdxica (Mufioz y
Guerrero, 2013), que se utiliza frecuentemente por su rapida respuesta, sensibilidad y
alta reproducibilidad (Yadav et al., 2019). A. cepa es una de las especies de plantas
superiores utilizada como bioindicador para evaluar la contaminacién ambiental, debido
a su alta sensibilidad para detectar diferentes tipos de contaminantes (Scherer et al.,
2019). Las células de la raiz de la cebolla (células meristematicas) son adecuados para el
analisis de parametros macroscopicos (crecimiento, ECsg) y microscopicos (c-mitosis,

rupturas cromosémicas) (Liman, Cigerci y Gokge, 2018).

Los bulbos de A. cepa se someten a hidratacidn para estimular el crecimiento celular, lo
cual se evidencia en la elongacion de sus raices, sin embargo, al someter los bulbos a
soluciones de sustancias toxicas, éste proceso se inhibe afectando el crecimiento de la
raiz, lo cual esta relacionado con el grado de toxicidad del compuesto. El efecto de
fitotoxicidad (toxicidad que afecta el crecimiento de la raiz) se determina mediante la
comparacion de la elongacion de las raices de cebollas expuestas a una sustancia
respecto a las de cebollas no expuestas (raices de control), después de 72 horas, y se
cuantifica estableciendo el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las raices

respecto a la longitud promedio de las raices de control (Fiskesjo, 1985).
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2.7 Actividad anticoagulante in vitro

La hemostasia o0 coagulacién es el resultado de la interaccion entre los componentes de
la sangre y los de la pared vascular, responsables de impedir la salida de la sangre. La
coagulacién de la sangre es un proceso dindmico en el que participan proteinas
plasmaticas (factores y cofactores de la coagulacion), los cuales circulan como pro
cofactores que necesitan activacion enzimética para llevar a cabo sus funciones. El
proceso de coagulacion se lleva a cabo mediante reacciones en cadena “cascada de la
coagulacion”, cuya principal funcion es generar la activacion de protrombina (FII) a
trombina (l1a), para transformar el fibrindgeno en fibrina mediante las concentraciones
necesarias de lla y formar el codgulo (Martinuzzo, 2017). Generalmente se emplea el
tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa)
como pruebas para evaluar la mayoria de los factores de la coagulacion. Los valores
normales de las pruebas de coagulacién para TP estan entre de 10 y 14 segundos y los de
TTPa entre 25 y 45 segundos (L6pez, 2016).

Bothrops asper (familia Viperidae) esta ampliamente distribuida en el bosque lluvioso
tropical a una altitud de entre 0 y 1200 m sobre el nivel del mar, su extension incluye
este y oeste de los Andes Colombianos (Saldarriaga et al., 2003). El veneno de la
serpiente Bothrops asper causa efectos locales como edema, hemorragia, necrosis y
ampollas, y efectos sistémicos tales como desordenes en la coagulacion, sangrado en
varios organos, los cuales pueden causar un trauma cardiovascular y falla renal aguda
(Fernandez et al., 2010). Este veneno se compone principalmente de fosfolipasas A,
metaloproteinasas dependientes de Zinc y serina proteinasas, ademas contiene bajas
cantidades de otras proteinas como proteinas secretoras ricas en cisteina, L-aminoacido

oxidasas, proteinas de lectina tipo C y desintegrinas (Vélez et al., 2017).

Los tratamientos efectivos hasta ahora para las mordeduras de serpiente son los anti-
venenos, sin embargo, tienen desventajas como alto costo, poca disponibilidad y sobre

todo, su limitada eficacia para neutralizar el dafio tisular local (Salama, Abdel y Fahmy,
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2018). Debido a las limitaciones que tienen los antivenenos, una buena alternativa ha
sido emplear extractos de plantas y compuestos aislados para evaluar la posible
inhibicidn de los efectos que causan las mordeduras de serpiente. Dentro de los trabajos
que se han desarrollado en Colombia sobre plantas con actividad antiofidica se
encuentra el de Pereafiez et al. (2008), quienes evaluaron la capacidad de inhibicién de
algunas actividades inducidas por el veneno de B. asper de extractos etandlicos de
Heliconia latispatha, Hemedismus indicus y Heliconia curtispatha, los cuales
mostraron capacidad inhibitoria de los efectos toxicos inducidos por el veneno. Asi
mismo, el trabajo realizado por Gomez et al. (2014), en el que se report6 los efectos

inhibitorios contra el veneno de B. asper al evaluar los extractos de Renealmia alpinia.

2.8 Mapas de potencial electrostatico molecular (MESP)

MESP proporciona un método visual tridimensional para comprender el efecto
electrostatico neto de una molécula. Se correlaciona con las cargas parciales, la electro
negatividad y la reactividad quimica de las moléculas, por lo que es un descriptor Gtil
para determinar la densidad relativa de electrones en una molécula y para estudiar las
interacciones no-enlazantes entre las moléculas (Raghi et al., 2018). El potencial
electrostatico en cualquier punto 7 en el espacio que rodea a una molécula se define por

la siguiente expresion (Ecuacion 1)

r—

V(F) =Za lﬁj‘fﬂ -J ’i(r% dr’ (1)

Donde Z, es la carga del nucleo A ubicado a la distancia ﬁA y p(7) es la funcion de
densidad electrénica molecular. El signo de V (#) en una determinada region depende de
si el efecto del nucleo o los electrones es dominante (Pramanik, Dey y Mukherjee,
2019).

Generalmente las moléculas en estudio se someten a un calculo computacional

empleando la teoria del funcional densidad DFT, el método B3LYP y un conjunto de
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bases como 6-31G , para generar MESP y otras propiedades estructurales (Ahmed et al.,
2016). Dentro de los estudios realizados sobre este calculo computacional, se encuentra
el estudio de Dey et al. (2017), quienes correlacionaron el mapeo MESP con la forma
de empaque de cristales de tres derivados de oxima a través de interacciones
intermoleculares. Por otro lado, en el trabajo desarrollado por Raghi et al. (2018),
emplearon MESP para evaluar la reactividad del acido galico fusionado con derivados

de 1,3,4-Oxadiazol contra el receptor de quinasa ABL.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estilo de vida como la alimentacion, sedentarismo, consumo de sustancias
psicoactivas, exposicion a campos electromagnéticos y a contaminantes ambientales se
asocian a la formacion de sustancias que pueden causar diferentes tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, metabolicas, articulares, entre otras. Uno de los
principales padecimientos que sufre la poblacion Colombiana, son las neoplasias
malignas, que cobra la vida de 33,100 personas al afo, de las cuales 16,300 son
hombres y 16,800 mujeres, ademas cada afio se diagnostican 2,200 casos de cancer en
nifios (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2011). Por otro lado, un riesgo menos
frecuente que afecta a la poblacion, sobre todo a hombres agricultores, son los
accidentes ofidicos, que para el afio 2017 fueron registradas 4978 mordeduras de
serpiente, de las cuales el género Bothrops es causante del 90%, el género Crétalos del
5% y el género Micrurus del 1%, convirtiéndose en un problema de salud puablica; los
venenos se componen principalmente de enzimas, proteinas y polipéptidos no
enzimaticos que sirven para iniciar la digestion de los tejidos y que tienen efectos
hemorragicos, nefrotdxicos, hipertensores y neurotéxicos (Instituto Nacional de Salud,
2017). Las plantas han sido fuente de metabolitos con propiedades que pueden
contrarrestar efectos ocasionados por factores externos, como los mencionados
anteriormente, y por ello el estudio cientifico de extractos de plantas medicinales es de

gran importancia.

El trabajo que se pretende desarrollar, se deriva de un estudio reciente dentro del grupo
de investigacion Quimica de Compuestos Bioactivos QCB sobre la misma especie, en el
cual se realizaron ensayos de citotoxicidad, actividad antioxidante y de inhibicidn
enzimatica en extractos etandlicos totales (EET) de hojas y bulbos (Trujillo, 2015).
Actualmente hay pocos trabajos reportados sobre P. lehmannii, por lo que es necesario
seguir contribuyendo a la caracterizacion fitoquimica detallada de esta especie endémica
de Colombia, de manera que se logre caracterizar la mayor cantidad de metabolitos

secundarios, determinar su actividad citotoxica (Artemia salina), fitotdxica (Allium
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cepa) y evaluar la actividad anticoagulante sobre plasma sanguineo de los EET de hojas
y raices. Al corroborar sus potenciales actividades, se estaria aportando un gran avance
en las investigaciones de una especie que hace parte de la flora Colombiana y de la que
se podrian generar productos de valor agregado para tratamientos de ciertas patologias
que con otros tratamientos tendrian un mayor costo. Por otro lado, también se quiere

contribuir a la conservacion y propagacion de la especie.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad citotoxica, fitotoxica y anticoagulante de los extractos

etanolicos totales de hojas y raices de Phaedranassa lehmannii.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar metabolitos secundarios en los extractos etandlicos totales de hojas

y raices de P. lehmannii.

e Determinar la actividad citotoxica sobre A. salina y fitotoxica sobre A. cepa de

los extractos etandlicos totales de hojas y raices de P. lehmannii.

e Evaluar la actividad anticoagulante de los extractos etandlicos totales de hojas y

raices de P. lehmannii sobre plasma sanguineo.
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5 METODOLOGIA
5.1 Reactivos y materiales

En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestran los reactivos y equipos empleados en el
presente trabajo.

Tabla 1. Reactivos y equipos utilizados

Reactivos Especificaciones
Acido 3,5-dinitrobenzoico Alfa Aesar (Nueva York, USA)
Dimetilsulfoxido, cloruro de potasio,

cloruro de calcio, bicarbonato de sodio, Carlo Erba (\Val de Reuil, Francia)

yoduro de potasio

Acido sulfirico concentrado, Metanol, Fisher Scientific (Nueva York, USA)

acetato de etilo

Dicromato de potasio, acido clorhidrico J.T. Baker (Xalostoc, México)

(37%), hidrdxido de potasio

Acetato de plomo (1) Laboratorios Biocroma (Cali,
Colombia)

Cloroformo, éter etilico, sulfato de Mallinckrodt (Xalostoc, México)

magnesio

Cloruro de magnesio hexahidratado, MERCK (Darmstadt, Alemania)

acido picrico, cido aceético glacial, (+)

cinconina, acido (+)-tartarico

Acido galico Panreac (Barcelona, Espafa)

Cloruro de sodio, Nitrato de Bismuto SIGMA ALDRICH (St. Louis, USA)

I11 pentahidratado, hidroxido de sodio,

Equipos Especificaciones
Balanza analitica Adventurer OHAUS (China)
Bloque térmico TORREY PINES SCIENTIFIC (USA)
Camara ambiental BIOTRONETTE MARK 11l (USA)
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Centrifuga Hettich Universal 32R (Alemania)

Incubadora Memmert (Alemania)

Lampara ultravioleta GL-58 handheld UVP (USA)

254/365 nm

Rotaevaporador Heidolph (Alemania)

Ultrasonido Fisher Scientific (México)

Cromatdgrafo UHPLC UHPLC UltiMate 3000, Thermo Fisher
Scientific (Alemania)

Columna Kinetex Cg, Phenomenex (USA)

Espectrometro de masas LCQ-fleet, Thermo Fisher Scientific
(Alemania)

5.2 Material vegetal

Figura 8. A. Hojas y B.raices frescas de P. lehmannii (Fuente: fotografia tomada por el
autor en el laboratorio de QCB, Unicauca.
El material vegetal, raices y hojas de la especie Phaedranassa lehmannii se obtuvo del
vivero a cargo del grupo de investigacion en Quimica de Compuestos Bioactivos QCB
(2017) ubicado en el Parque Tematico “La Rejoya”, el cual hace parte de las
instalaciones de la universidad del Cauca y en el que se encuentran diferentes especies
de la familia Amaryllidaceae. En la Figura 8 se muestra las hojas y raices frescas. La
recoleccion del material se realiz6 de acuerdo al decreto 1376 del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible, y con autorizacion mediante resolucion CRC 0152 de

Febrero 12 del 2015. La especie P. lehmannii proviene del municipio de La Sierra
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Cauca. La planta fue identificada por el taxbnomo Philip Arthur Silverstone Sopkin

asociado al Departamento de Biologia de la Universidad del Valle.

5.3 Obtencién de los extractos etanélicos totales

El material vegetal colectado se cort6 en pequefios trozos y se sec en estufa a 40°C por
cinco dias, aproximadamente. Los metabolitos secundarios del material seco se
extrajeron mediante la técnica de extraccion sélido-liquido con un montaje tipo Soxhlet,
empleando como solvente etanol durante 46 horas aproximadamente (Figura 9). Los
extractos crudos obtenidos se concentraron en rotaevaporador a presion reducida y se

guardaron en desecador para los analisis posteriores.

Figura 9. A. Montaje de extraccion Soxhlet de los metabolitos secundarios de P.
lehmannii, B. Equipo de rotaevaporacion. (Fuente: fotografia tomada por el autor en el
laboratorio de QCB, Unicauca).

5.4 Caracterizacion de metabolitos secundarios de los extractos etanélicos totales

Sobre los extractos etanolicos totales se realizd el tamizaje fitoquimico con reactivos de
precipitacion y coloracion para determinar grupos de metabolitos secundarios como
alcaloides, cumarinas volatiles, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos y esteroides.
Se sigui6 el procedimiento descrito por Sanabria, Lépez y Gualdron (1997), con algunas
modificaciones hechas por Rondén et al. (2018). El tamizaje fitoquimico es un analisis
preliminar que consta de varias pruebas para identificar las funciones quimicas presentes

en la especie vegetal. En la Tabla 2 se registran las pruebas realizadas a cada extracto.
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Tabla 2. Pruebas cualitativas realizadas a los extractos etandlicos totales de hojas y

raices de P. lehmannii para la determinacién de metabolitos secundarios.

Grupo de metabolitos

secundarios Ensayo
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Wagner
Cumarinas volatiles Papel filtgro impregnado con
NaOH, luz UV
Taninos FeClj
Saponinas Formacion de espuma
Triterpenos y/o Liebermann-Burchard
esteroides Salkowski
Flavonoides Shinoda
NaOH diluido
Derivados antracénicos Reaccion Bomtraeger

libres

5.5 Obtencion de alcaloides totales

A partir de los extractos etandlicos totales de hojas y raices se realizé el fraccionamiento
de los alcaloides presentes en éstos, mediante el método establecido previamente por
Berkov et al. (2008). Se tomé aproximadamente un gramo de cada extracto, el cual se
disolvio en 30 mL de &cido sulfurico 2% para que los alcaloides quedaran disueltos en la
fase acuosa. En la etapa siguiente, se despigmentd con un solvente apolar, éter etilico
(5x40mL), para eliminar los pigmentos mas lipofilos (Extracto A). Posteriormente la
fase acuosa obtenida se basifico con NH,OH 28% hasta pH 9 y se extrajo con
cloroformo (3x50mL). Los alcaloides cuaternarios y N-Oxidos quedaron en la fase

acuosa (Extracto C) y los alcaloides terciarios en la fase orgénica (Extracto B). Las
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fracciones obtenidas se secaron en rotaevaporador a 40°C, se realiz0 la prueba de
Dragendorff y se determiné la cantidad de alcaloides totales en la fase cloroférmica. En

la Figura 10 se muestra el diagrama del proceso de extraccion.

Extracto etandlico total
seco

30mL H,S0,2%

Solucion &cida

Eter etilico
(5x40mL)

Extracto acido Fraccion eter etilico
despigmentado Extracto A

! NH,OH 28% pH 9
Solucion bésica

== Cloroformo (3x50mL)

I |

Fase acuosa basica Fase organica bésica
Extracto C Extracto B

Figura 10. Proceso de extraccion de alcaloides.
5.6 Analisis cualitativo de la fraccion de alcaloides de hojas y raices de P.
lehmannii mediante UHPLC-MS

Inicialmente, se planted llevar a cabo la separacion e identificacion de los alcaloides

presentes en la fraccion correspondiente de las hojas y las raices de la planta.

Preparacion del estandar de galantamina

Se prepard una solucion madre de hidrobromuro de galantamina (Reminyl) en MeOH, a
partir de la cual se prepar6 una solucion de 1 ppm en MeOH vy &cido formico 0,1%; la

solucion de 1 ppm se inyectd directamente al espectrémetro de masas para calibrar el
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equipo con las condiciones dptimas requeridas para el analisis de fragmentacion del
estandar. Posteriormente, se hizo el acople con el cromatdgrafo para determinar la
influencia de la fase movil sobre la muestra y poder determinar la relacion de solventes
adecuada (MeOH:agua 70:30).

Preparacion de la muestra

Se prepar6 una solucion madre de la fraccion de alcaloides tanto de hojas como de
raices, de la cual se tomo el volumen necesario para preparar soluciones mas diluidas, de
20, 40 y 80 ppm. Sin embargo, a una concentracion de 20 y 40 ppm de la fraccion de
hojas, no se observé una respuesta adecuada para el analisis, por lo que en ambas
fracciones se trabajo a una concentracion de 80 ppm. Para preparar la solucion madre, se
peso la muestra y se disolvio en acetonitrilo-agua (tipo 1) 1:4, de la cual se prepararon
las diluciones necesarias en acido formico 0,1%. Todas las soluciones se filtraron a

través de un filtro de 0,2 um.

Con la informacion reportada en la literatura sobre los alcaloides de la familia
Amaryllidaceae, y el analisis mediante GC-MS de la especie P. lehmannii realizado por
Cabezas (2016), se procedi6o a buscar el i6n molecular de los alcaloides mas
representativos. A los iones moleculares encontrados en el andlisis inicial, se les realizd
una fragmentacion masas-masas para tratar de identificar los alcaloides de acuerdo a su

patron de fragmentacion.

Condiciones UHPLC

El sistema cromatografico consistié en un equipo de cromatografia liquida de ultra alto
rendimiento Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific, Alemania), y el software
Chromeleon. Se empled una columna Cg de 100 mm x 2,1 mm, tamafio de particula 1,7
um a 20°C. La fase movil consistio en 70% MeOH (acido formico 0,1%) como

disolvente Ay 30% agua (acido férmico 0,1%) como disolvente B, en modo isocratico.
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El flujo de la fase movil fue 0,1 mL/min, el volumen de inyeccién fue 15 uL y el tiempo

de corrida seis minutos.

Condiciones ESI-MS

La espectrometria de masas se llevd a cabo en un espectrometro de masas LCQ Fleet
con trampa de iones (Thermo Fisher Cientific, Alemania) equipado con una fuente de
ionizacion por electrospray ESI y el software Xcalibur. Las condiciones del
espectrometro de masas se calibraron con un estdndar de galantamina de 1 ppm
(hidrobromuro de galantamina) y fueron las siguientes: polaridad positiva, voltaje del
capilar 33,98 V, voltaje del spray 3,92 kV, flujo de gas auxiliar 22,01 unidades
arbitrarias, flujo de gas de arrastre 0,10 unidades arbitrarias, temperatura del capilar
275,06 °C, lente de tubo 70 V y energia de colision 30 eV.

5.7 Determinacion de la actividad citotoxica sobre A. salina de los extractos

etandlicos totales

La determinacion de citotoxicidad con A. salina se realizd en el laboratorio de QCB en
una camara ambiental para garantizar las condiciones adecuadas durante el ensayo. El
procedimiento se llevo a cabo segun la metodologia descrita por Sanabria et al. (1997), y
de acuerdo a las condiciones reportadas por Sorgeloos et al. (1986) para la eclosion de

los nauplios.

Obtencion de los nauplios de A. salina

Para obtener los nauplios de A. salina, se pesaron 50 mg de huevos, los cuales fueron
desinfectados con una solucion de hipoclorito de sodio (20 ppm) durante 2 h.
Posteriormente, los huevos se lavaron con agua destilada, se transfirieron al recipiente
usado para la eclosion y se adicionaron 300 mL de solucion salina (agua de mar
sintética) previamente preparada que consistia en una mezcla de sales (Sorgeloos et al.,

1986), se conectdé una bomba de acuario para garantizar un flujo de aire de (100
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mL/min) y que los huevos se mantuvieran en suspension, los huevos se dejaron en una
camara ambiental con luz incandescente a una temperatura entre 26-28°C por 48 horas
para su eclosion. También se conecto el flujo de aire (100 mL/min) de la misma bomba a
otro vaso con solucion salina (por 48 horas) para diluir las muestras y realizar el ensayo
de citotoxicidad.

Preparacion de la muestra

Se prepard una solucion de 5000 ppm de cada extracto (disuelta en 0,5 mL de DMSO y
se completé el volumen necesario con la solucion salina previamente oxigenada), a

partir de la cual se prepararon concentraciones mas diluidas.

Ensayo de citotoxicidad

Para realizar el ensayo, se utilizd una placa de 12 pozos con capacidad de 5 mL.
Inicialmente se adiciond6 2 mL de solucion salina a cada pozo, se transfirieron
manualmente con pipeta Pasteur 10 nauplios de A. salina y se adiciond el volumen
necesario de la solucion méas concentrada del extracto para obtener soluciones de
concentracion logaritmica de 1, 10, 100 y 1000 ppm, se completé a 5 mL con la misma
solucion salina y se incubd en una cadmara ambiental a las condiciones de luz y
temperatura utilizados para la eclosion. Se realiz6 el conteo de nauplios muertos a las 24
horas (dosis crénica). Cada concentracion se realizé por triplicado. A partir del ensayo
realizado inicialmente, se utilizaron concentraciones méas cercanas a la concentracion
letal 50 (CLsg). Se emplearon cuatro concentraciones de cada extracto, para EETH se
hicieron diluciones a partir de la solucion madre para obtener concentraciones de 500 a

62 ppm, y para EETR se hicieron diluciones de 600 a 75 ppm.
Los resultados y el célculo del valor de CLsg de los EETH y EETR mediante el uso de

nauplios de A. salina, se procesaron utilizando el software bioestadistico GraphPad

Prism 5, mediante regresion no lineal, y se determind por triplicado.
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Control positivo

Se realizo el control positivo con dicromato de potasio a las mismas condiciones
utilizadas para el ensayo de letalidad de la muestra. Se emplearon concentraciones de 10,
20, 30 y 40 ppm.

Control negativo

Se realiz6 un control negativo con el méximo volumen de DMSO agregado en el ensayo
de citotoxicidad (50 uL en EETH y 60 uL. en EETR en 5 mL de solucion salina) y otro
solo con solucion salina, ambos se sometieron a las mismas condiciones empleadas en

las muestras.

5.8 Determinacion de la actividad fitotoxica sobre A. cepa de los extractos

etandlicos totales

El ensayo de fitotoxicidad con A. cepa se realizd en el laboratorio de QCB en una

camara ambiental para garantizar las condiciones adecuadas durante el ensayo.

Seleccién de los bulbos de A. cepa

Se seleccionaron bulbos de tamafio uniforme (3,27 +0,45 cm) adquiridos en el mercado
local, se lavaron retirando el catafilo externo y se corté las raices evitando dafarlas para
no afectar su crecimiento. Se dejaron en agua destilada por 48 horas para favorecer el
crecimiento de nuevas raices. Pasado ese tiempo, se utilizaron los bulbos con mayor

crecimiento de raices para realizar el ensayo.

Preparacion de la muestra

Se prepard una solucion de 5000 ppm de cada extracto etandlico seco (se disolvio la
muestra en 0,5 mL de DMSO y se completd el volumen con agua destilada), de la cual

se tomd el volumen necesario para preparar soluciones de menor concentracion.
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Inicialmente el ensayo se realiz6 con concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ppm para
tener una idea del efecto de inhibicion del crecimiento de la raiz, y posteriormente se
emplearon concentraciones mas cercanas a la concentracion inhibitoria media (Clsp). Se
emplearon cuatro concentraciones de cada extracto, para ambos extractos se hicieron

diluciones a partir de la solucion madre para obtener concentraciones de 250 a 31 ppm.

Ensayo de fitotoxicidad

Se seleccionaron los bulbos de A. cepa con mejor crecimiento de la raiz, se cortaron las
nuevas raices que habian crecido en ese tiempo evitando dafiarlas y se colocaron en los
frascos con cada concentracion. Los bulbos se dejaron expuestos a las concentraciones
durante 72 horas, reponiendo el volumen de cada frasco dos veces al dia y se midid la
longitud de la raiz con un calibrador pie de rey al cabo de ese tiempo. Cada tratamiento

0 concentracion se realizo por triplicado.

El calculo del valor de Clso de los EETH y EETR mediante el uso de bulbos de A. cepa,
se proceso utilizando el software bioestadistico GraphPad Prism 5, mediante regresion

no lineal, y se determind por triplicado.

Control negativo

Se realiz6 un control negativo con el méximo volumen de DMSO agregado en el ensayo
de fitotoxicidad (500 uL en 250 mL de agua destilada) y otro solo con agua destilada, y

se sometieron a las mismas condiciones empleadas en las muestras.

5.9 Evaluacién de la actividad anticoagulante de los extractos etanolicos totales

sobre plasma sanguineo

Se trabajo con el veneno liofilizado de Botrhops asper colectado en el municipio de Juan
de Acosta ubicado en el occidente del Departamento del Atlantico, se almacen¢ a -21°C,
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y fue provisto por el grupo de investigacion de farmacologia de la Universidad del Valle

para realizar el ensayo de actividad anticoagulante, en dichas instalaciones.

Obtencion del plasma sanguineo

La muestra de sangre se colectd en tubos al vacio con citrato de sodio, se centrifugo a
2500 rpm por 15 minutos y se separd el plasma del resto de componentes de la sangre

para realizar el ensayo.

Preparacion de las muestras de EET y veneno

Los extractos etandlicos totales se pesaron, se disolvieron en solucién salina (NaCl
0,9%, pH 7,0) y se prepar6 una solucion madre de 1000 ppm de cada uno de los
extractos, de la cual se prepararon soluciones mas diluidas. La muestra de veneno
liofilizado se pesd, se diluyd en solucion salina y se prepar6 una solucion madre de 1000

ppm, de la cual se tomé el volumen necesario para el ensayo.

Ensayo de la actividad anticoagulante

El ensayo de la actividad anticoagulante se realizé adicionando 50 uL (25 uL veneno y
25 uL EET) de mezclas de veneno/extracto (incubadas previamente a 37°C por 15
minutos) sobre 200 uL de plasma sanguineo citratado (incubado a 37°C por cinco
minutos en un bloque térmico). Se mantuvo la concentracion de veneno constante (5 ug
B. asper) y se vario la concentracion del extracto. Se registrd el tiempo de coagulacion
del plasma después de adicionar las mezclas veneno/extracto, lo cual se realizé en un

blogue térmico para mantener la temperatura a 37°C, como se muestra en la Figura 11.

Control positivo

Se realizé un control positivo con 50 uL de la mezcla veneno (5 ug)/solucion salina
(previamente incubada a las mismas condiciones de las mezclas veneno/extracto), para

determinar el tiempo de coagulacion del plasma sanguineo.
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Figura 11. Bloque térmico a 37°C. (Fuente: fotografia tomada por el autor en el

laboratorio de investigacion de farmacologia, Univalle).

Control negativo

El control negativo se realizé adicionando 50 uL de solucion salina (previamente
incubada) al plasma sanguineo, ademas de otro control negativo con el extracto y

solucioén salina.

5.10 Calculo de energia de las moléculas identificadas y generacion de los MESP

Se realizaron célculos computacionales para obtener los MESP de tres alcaloides:
galantamina, pseudolicorina y sangunina, que fueron identificados en los extractos
obtenidos en el presente trabajo. Los calculos se hicieron a nivel DFT con el funcional
B3LYP y un conjunto de bases 6-31G implementado en el paquete computacional
Gaussian-09 (Frisch et al., 2009). La visualizacion de los Mapas de Potencial

Electrostatico se realiz6 a través del programa GaussView 5.0.8.

Adicionalmente, se empled el software VMD (Visual Molecular Dynamics) para
observar la interaccion de la galantamina con la enzima acetilcolinesterasa obtenida de
Protein Data Bank PDB.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Rendimiento de extraccién

Se eligio el método de extraccion Soxhlet y etanol como solvente para obtener los
extractos del material vegetal debido a que éstos permiten aplicar una mayor
temperatura y mejorar la solubilidad de los metabolitos secundarios, con lo que se
consigue aumentar el rendimiento de la extraccion. El rendimiento de extraccion del
material vegetal seco de hojas y raices de P. lehmannii con etanol se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento de la extraccion etandlica de hojas y raices de P. lehmannii.

Extracto etandlico total Rendimiento de extraccién (Y%p/p)
+SD, n=2
Hojas 34,1426
Raices 28,4 +0,2

El rendimiento de extraccion etandlica por el método Soxhlet en hojas fue mayor 34,1
(£2,6) %, que en raices 28,4 (£0,2)%, lo cual se puede atribuir a que las hojas contenian
compuestos mas solubles en etanol. Sin embargo, los rendimientos de extraccion de
metabolitos de las plantas, dependen de factores como composicion de la planta, lugar
de desarrollo, parte de la planta y condiciones de extraccion, entre otros, por lo que es
dificil hacer una comparacion entre especies y partes de la planta, incluso entre la misma
especie que se haya desarrollado en diferentes condiciones climéticas y de suelo (Gong y
Gao, 2019).

6.2 Caracterizacion de metabolitos secundarios de los extractos etandlicos totales

Las pruebas cualitativas realizadas a los EETH y EETR indican la presencia de varios
grupos de metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, triterpenos, esteroides y

flavonoides, como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados obtenidos de las pruebas cualitativas realizadas a los extractos

etanolicos totales de hojas y raices de P. lehmannii.

Metabolito secundario Raices Hojas Ensayo
Alcaloides + + Dragendorff

+ + Mayer

+ + Wagner

Cumarinas volatiles Papel filtgro impregnado

con NaOH, luz UV

Taninos + + FeCl;

Saponinas - - Formacion de espuma
Triterpenos y/o + + Liebermann-Burchard

esteroides + + Salkowski

Flavonoides - - Shinoda

+ + NaOH diluido
Derivados antracénicos - - Reaccion Bomtraeger
libres

(+) =Presencia, (-) =Ausencia
La presencia de alcaloides se confirmd mediante tres pruebas cualitativas Dragendorff,
Mayer y Wagner, en las que se observaron precipitados vino, beige y marrén,
respectivamente para los dos extractos. Se emple6 un estandar de Cinconina como
control positivo para observar los precipitados con sus respectivas coloraciones y poder

comparar con los EET.

Las plantas de la familia Amaryllidaceae son bien conocidas por producir alcaloides de
gran importancia farmacéutica. Dentro de estos, se ha encontrado que la galantamina
tiene accién inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa, por lo que su principal
aplicacion es en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (lvanov et al., 2012). La
licorina es otro alcaloide importante de ésta familia, y presenta actividades antivirales,
antibacterianas, antiparasitarias, antiinflamatorias, y sobre todo, es un potente

compuesto antitumoral (Roy et al., 2018).
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En la prueba cualitativa realizada a los EET con FeCls, se observo una coloracion verde
oscuro y marron-verdoso en hojas y raices, respectivamente. La coloracion observada se
debe al complejo formado por el hierro y los taninos presentes en la muestra,
clasificados como taninos condensados por su coloracion verdosa. Ademas, se utilizd
acido galico como control positivo para evaluar el procedimiento del ensayo y
compararlo con las muestras, su coloracion fue azul oscuro, lo cual indica que si hubo
formacion del complejo, sin embargo éste ultimo forma polimeros denominados taninos

hidrolizables, al cual se le atribuye la coloracion azul.

Los taninos son un grupo heterogéneo de compuestos fenolicos con alto peso molecular,
formados por la polimerizacién de polifenoles simples que tienen la capacidad de unir y
precipitar proteinas, los cuales se clasifican en taninos hidrolizables y taninos
condensados (Huang et al., 2018). Los taninos hidrolizables tienen efectos
antimicrobianos y antivirales, y se utilizan ampliamente para el procesamiento del cuero
(Shirmohammadli, Efhamisisi y Pizzi, 2018). Las plantas con taninos condensados se
usan en la medicina tradicional para tratar la diarrea, la gastritis y las Ulceras, y sus
propiedades se atribuyen a la capacidad para quelatar metales, la actividad antioxidante,
antibacteriana y poder de complejacion con otras moléculas (Demarque et al., 2018).

La reaccion de Liebermann Burchard se utilizé para determinar la presencia cualitativa
de triterpenos y esteroides. Al realizar la prueba con el EETH, se observo una coloracion
verde, cuyo resultado se atribuyé a la presencia de esteroides, mientras que en el EETR
se observd una coloracion rosa tenue, que es caracteristica de los triterpenos.
Posteriormente, se realiz6 una reaccion con H,SO,4 concentrado “reaccion de Salkowski”
y en ambos extractos se comprobo la presencia del anillo esteroidal. Los triterpenos y
esteroides se deshidratan en medio acido para formar dienos, que posteriormente son

oxidados para formar polienos, responsables la coloracion observada.

Los terpenoides constituyen un grupo amplio y biolégicamente activo de terpenoides

con una gran diversidad estructural, entre los que se incluyen triterpenos, esteroides,
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limonoides y saponinas triterpenoides y esteroides (Sandjo y Kuete, 2013). Los
triterpenos pentaciclicos se han aislado de fuentes como plantas, algas y organismos
marinos, son biodegradables y tienen muchas actividades bioldgicas, sin embargo tienen
baja toxicidad, y sus aplicaciones son limitadas debido a que su biodisponibilidad es
reducida por su alta lipofilicidad (Csuk y Deigner, 2019). Hsu et al. (2015) llevaron a
cabo un estudio sobre el efecto antiinflamatorio in vitro de compuestos triterpénicos y
esteroides aislados del tallo de Hiptage benghalensis y encontraron que éstos suprimen
las respuestas inflamatorias y las expresiones de las proteinas relacionadas con la
inflamacién. Por otro lado, en un estudio fitoquimico realizado por Timité et al. (2015)
en el que evaluaron la citotoxicidad de algunos compuestos esteroides aislados de Allium
schoenoprasum sobre células de cancer de colon humano HCT 116 y HT-29, hallaron

una actividad buena a moderada.

Para la determinacion cualitativa de flavonoides, se emplearon las pruebas de Shinoda
(HCI concentrado y virutas de Mg), y NaOH diluido, sin embargo, los extractos no
presentaron coloracion con la primera prueba, debido a que algunos tipos de flavonoides
no reaccionan en este medio. Sin embargo, al someter los extractos a la segunda prueba,
se observé una coloracion amarilla para EETH y para EETR, lo cual indica la presencia
de flavonas. Para corroborar el procedimiento de los ensayos, se utilizdé un estandar de

quercetina, el cual si presentd la coloracidn caracteristica para flavonoles.

Las plantas producen compuestos antioxidantes para contrarrestar las especies reactivas
de oxigeno ROS vy poder sobrevivir (Johnson et al., 2018). La capacidad antioxidante de
los flavonoides, una clase de compuestos polifendlicos, se atribuye a la capacidad que
tienen de eliminar directamente los ROS, capturar radicales libres via donacion de
hidrégeno o transferencia de un electrén, quelacion de iones metélicos como Fe®* y Cu®,
actuar como antioxidantes intracelulares mediante la supresion de la actividad de las
enzimas involucradas en la generacién de radicales libres y activar las enzimas
antioxidantes internas (lbrahim, EI-Newary y Ilbrahim, 2019). Los flavonoides se

clasifican en seis subclases principales: flavonoles, flavan-3-oles, flavonas, flavanonas,
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antocianidinas e isoflavonas, los cuales presentan diferentes bioactividades dependiendo
de la posicion de los grupos carbonilo e hidroxilo (Bondonno et al., 2019). Se ha
reportado que las flavonas, glucosidos de flavonol, flavanonas e isoflavonas poseen
actividad antimicrobiana, mientras que se ha encontrado que flavan-3-ol es mas efectivo
que las flavonas y flavononas en la inhibicién de los retro virus de inmunodeficiencia
humana VIH-1y VIH-2 (Karak, 2018).

La diversidad de grupos de metabolitos secundarios presentes en los EET son los
responsables de la actividad bioldgica estudiada en este trabajo, y seria el punto de
partida para aislar e identificar los metabolitos que contribuyen a las diferentes

actividades planteadas en futuras investigaciones.

6.3 Rendimiento de alcaloides
En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del rendimiento de extraccion de

alcaloides a partir de los EET, mediante extraccion &cido-base.

Tabla 5. Resultados del rendimiento de extraccion de los alcaloides presentes en el

extracto etandlico total de hojas y raices de P. lehmannii y de su prueba cualitativa.

Extracto Masa Masa alcaloides Rendimiento  Ensayo de
etanolico total  extracto (Q) totales (g) (%p/p) Dragendorff
Hojas 1,5777 0,0183 1,16 +
Raices 1,2221 0,0134 1,10 +

Se realizé el ensayo de Dragendorff a los crudos de alcaloides de EETH y EETR vy se
observo el precipitado naranja correspondiente a la formacién de yoduros entre los
alcaloides presentes en la muestra y los reactivos empleados en el ensayo. El signo “+”

se empleo para indicar la presencia de estos metabolitos.

El rendimiento de alcaloides se determind en el extracto B, que contenia los alcaloides

terciarios solubles en solventes orgéanicos. EI mayor porcentaje se obtuvo a partir del
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EETH 1,16%, mientras que se obtuvo un rendimiento menor a partir de EETR 1,10%.
Los resultados obtenidos empleando la metodologia descrita, fueron buenos, ya que por
ejemplo en Caliphruria subedentata, Lopez y Segura (2003) mediante extraccion acido-
base obtuvieron un rendimiento més bajo 0,48%. Sin embargo, la influencia de factores
ambientales donde crecié la planta, entre otros, afectan el contenido de estos metabolitos

en las diferentes especies y 6rganos de la planta.

6.4 Identificacion de los alcaloides presentes en P. lehmannii mediante UHPLC-

MS

En la Figura 12 y 13 se muestran los cromatogramas obtenidos de la fraccion
alcaloidica de hojas y raices de la planta. En los cromatogramas se observa una sefial a
un tiempo de retencion entre 2,5 y 3,7 segundos, e indica que no hubo separacion de los
componentes de la mezcla, debido a que no hubo interaccion entre los alcaloides polares
y la columna apolar. En un principio se decidié emplear esta columna apolar por su
disponibilidad en el Departamento de Quimica de la Universidad del Cauca y también
porque se habia pensado en adecuar el medio en el que estaba disuelta la muestra para
que hubiera interaccion entre sus componentes y la columna, sin embargo, a pesar de

modificar el pH, los solventes y la relacién de estos, no fue posible la separacion.
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Figura 12. Cromatograma de la fraccion de alcaloides de hojas de P. lehmannii.
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En los analisis de identificacién de alcaloides de Amaryllidaceae mediante HPLC/MS,

se han empleado columnas con cierto grado de polaridad para lograr que este tipo de

compuestos sean retenidos y separados (Petruczynik et al., 2016).
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Figura 13. Cromatograma de la fraccion de alcaloides de raices de P. lehmannii.

Los iones detectados en el analisis inicial de los posibles alcaloides reportados en la

literatura para la familia Amaryllidaceae, se sometieron a un posterior analisis de

fragmentacion masas/masas.

Tabla 6. Patrén de fragmentacion de masas y compuesto identificado por UHPLC/ESI-

MS/MS en hojas y raices de P. lehmannii.

Fraccion [M+H]" MS/MS Compuesto
de identificado
alcaloides
274 274, 256, 225, 217, 200 Sanguinina
Hojas 288 288, 270, 256, 231, 225, 213,  Galantamina*
136
290 290, 272, 254 Pseudolicorina
274 274, 256, 225, 217,199 Sanguinina
Raices 288 288, 270, 231, 225, 213 Galantamina*
290 290, 272, 254, 147 Pseudolicorina

*Galantamina o posiblemente uno de sus isGmeros.
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Los espectros obtenidos a partir del andlisis de espectrometria masas/masas se
compararon con los patrones de fragmentacion reportados en otros estudios para tratar
de identificar los alcaloides presentes en la muestra. En la Tabla 6 se muestra la
informacion obtenida del analisis UHPLC/ESI-MS/MS.

A continuacion se muestran los iones detectados y Sus respectivas rutas de

fragmentacion:
e m/z=288

En la Figura 14 se muestra el espectro de masas del estdndar de galantamina obtenido
en éste estudio. Los alcaloides de tipo galantamina generalmente producen fragmentos
por ruptura del anillo B y pérdida de elementos del anillo C (Katoch et al., 2012). El
espectro de masas del estdndar de galantamina muestra un ion molecular a m/z 288
[M+H]", y fragmentos de masa a 270, 231, 225 y 213.

galantamina 1ppm #5-8 RT: 0.10-0.18 AV: 4 NL: 1.97E2
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 288.00@cid26.00 [190.00-290.00]

100 270.10

230.91

225.03

213.09
256.94

197.04 209.03

199.02
24484
| 20308 211,30| 21820 22407 23084 |2a150 23906 | 24676 25290 | 257.46 268,16 | 270.83 28811
. , . : ; : , , ,
190 | 195 | 200 | 205 | zio | 21s | 220 | 225 | 230 235 200 | 245 | 250 | 285 | 260 | 268 | 270 | 275 | 280 285 250
m/z

Figura 14. Espectro de masas del estandar de galantamina.

o 10234

En el Esquema 2 se muestra el patron de fragmentacion de galantamina, en el que se
observan tres modos de fragmentacion. La pérdida de una molécula de agua ([M+H-
H,0]", m/z 270) del anillo C se favorece por la facilidad con que se eliminan los
elementos neutros. El fragmento de masa m/z 231 [M+H-C3sH;N]" se debe a la ruptura

del enlace C-O, cuya carga positiva queda sobre el anillo B, se rompen dos enlaces
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sucesivos y se favorece la salida de la molécula heterociclica C3H7N, dejando una
molécula con una carga positiva sobre el atomo de carbono adyacente al anillo
aromatico, la cual se estabiliza a través del anillo y el atomo de oxigeno unido a este, y
la sefial que corresponde a a m/z 213 corresponde a la eliminacion de una molécula de
agua. Por otro lado, el fragmento observado a m/z 225 corresponde al fragmento [M+H-
C,H7N]".

o +
m/z=288 -H,0 O
\ .
o

|

-CH;NHCH; © O
HN{
m/z=270 N l

m/z=213

Esquema 2. Patrén de fragmentacion de galantamina.

En el espectro de fragmentacién del iébn m/z 288 de la fraccion de alcaloides de hojas y
raices (Figura 15 y 16), respectivamente, se observa un patron similar en las pérdidas de
masa, sin embargo, la intensidad de los fragmentos es diferente, y se relacionan con la

abundancia de los iones formados a partir de la muestra.
En la Figura 17 y 18 se muestran los espectros masas/masas del i6n m/z 274 de hojas y

de raices, respectivamente. Se observa diferencia en la intensidad del ion molecular y de

algunos fragmentos, sin embargo el pico base m/z 225 es igual en ambos espectros.
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Figura 15. Espectro MS/MS de m/z 288-hojas.
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De acuerdo al patron de fragmentacion de sanguinina (Esquema 3) planteado por

Mroczek (2016), se observa que los fragmentos m/z 256 y m/z 217 también estan

presentes en los espectros de fragmentacion del i6n m/z 274 de hojas y de raices, estas

pérdidas de masa corresponden a [M+H-H,0]" y [M+H-C3H;N]", tipico de un alcaloide

de tipo galantamina.

BG_ALKR80PPM_190430151133 #130 RT: 2.93 AV: 1 NL: 1.34E4
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100+
go—f
so—f
7o—f
eo—f
so—f
4o—f
3o—f
2o—f

104 147.00

11192 12397 133.93 ‘151.45
5 SO AU MRS SV o 2

175.32 188.16 194.18  210.96
o t T i
T T T T T T t T T T t

213.07

270.10

252.09

225.20

‘ 242.29
1]
e

| 257.20
|
T At M |

288.36
T

100 120 140 160 180

T
200

m/z

220

240 260

Figura 16. Espectro MS/MS de m/z 288-raices.
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Sin embargo, el autor no reporta una pérdida de masa correspondiente a un fragmento

m/z 225, el cual si fue observado en los espectros de masa obtenidos en el presente

estudio.
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BG_ALKH80PPM_190430150416 #131 RT: 299 AV:1 NL:5.12E2
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Figura 17. Espectro MS/MS de m/z 274-hojas.

En el caso de ser sanguinina, podria corresponder a una pérdida de masa de [M+H-

T
140

CHsN-H,0]", cuya fragmentacion se propone de la siguiente manera: inicialmente se
presenta una ruptura heterolitica @ al atomo de Nitrogeno, que deja una carga positiva
queda sobre el 4&tomo de Carbono adyacente al anillo A, la posterior ruptura de dos
enlaces sucesivos favorece la elimina el fragmento neutro CH3NH,, dicha carga se
estabiliza a través del anillo aromatico y el atomo de oxigeno adyacente, y finalmente se

elimina una molécula de agua.

BG_ALKR80PPM_190430151133 #115 RT: 2.69 AV:1 NL: 1.69E3
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Figura 18. Espectro MS/MS de m/z 274-raices.
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Es importante tener en cuenta que en el trabajo realizado por Mroczek (2016) se usé un
analizador de masas diferente al que se emple6 en esta tesis, y por tanto la

fragmentacion podria variar.

Esquema 3. Patrén de fragmentacion de sanguinina.
e m/z=290

En la Figura 19 y 20 se muestran los espectros de fragmentacion masas/masas del ion
m/z 290 de hojas y de raices, respectivamente. Se observa el ion molecular de baja
intensidad, el pico base a una masa de m/z 272 y un fragmento relativamente intenso a

una masa de m/z 254 en ambos espectros. El patron de fragmentacion del ion m/z 290
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indica la transferencia del doble enlace, y la eliminacion simultanea de moléculas de

agua de los grupos hidroxilo de C-1 y C-2 (Esquema 4), cuyo patron de fragmentacion

es caracteristico de los alcaloides de tipo licorina (Katoch et al., 2012).
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Figura 19. Espectro MS/MS de m/z 290-hojas.
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Katoch y Sharma (2019) reportaron en su trabajo, el espectro de fragmentacion de

pseudolicorina, en el que se observan fragmentaciones de masas similares a las

mostradas en los espectros de hojas y de raices, sin embargo, la intensidad de los iones

es diferente, pero se podria explicar de acuerdo a la alternativa planteada anteriormente

respecto al analizador de masas.
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Figura 20. Espectro MS/MS de m/z 290-raices.

T
100 120 140 160 180 260

44

T 1
280 300



Ademas, se compararon los espectros de masa obtenidos en este trabajo, con el
reportado para licoramina m/z 290 (Katoch et al., 2012), y no se observaron similitudes

con el patron de fragmentacion que siguen los alcaloides de tipo galantamina.

OH OH,
HO HO 7H HO. O
-H,0 H -H,0
HO 0 — HO ‘ — H0_2> HO O

O O .

+ + N+ ~ N

~o O H ~o H ~o H o H
m/z=290 m/z=272 m/z=254

Esquema 4. Patron de fragmentacion de pseudolicorina.

6.5 Determinacion de la actividad citotéxica sobre A. salina de los extractos
etandlicos totales

El bioensayo de letalidad de A. salina se ha empleado como un ensayo inicial de
seleccion de extractos crudos, asi como compuestos aislados para evaluar su toxicidad
sobre los crustaceos, indicando posibles propiedades citotdxicas in vitro, relacionadas

con las posibles actividades antitumorales in vivo (Ahmed et al., 2016).

El grado de toxicidad de los extractos se clasifico de acuerdo al rango en el que se

encuentra el valor de la CLsg en la Tabla 7 segin el CYTED (Sanchez y Neira, 2005).

Tabla 7. Clasificacién de toxicidad segin el CYTED.

Categoria CLso (mg/L)
Extremadamente toxico 1-10
Altamente toxico 10-100
Moderadamente toxico 100-500
Ligeramente toxico 500-1000
Practicamente no toxico 1000-1500
Relativamente inocuo >1500

45



Los extractos etandlicos totales de hojas y raices presentaron toxicidad sobre A. salina a
las 24 horas de exposicion, con valores de 252,2 +4,7 mg/L para hojas y 231,1 8,7

mg/L para raices, como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Citotoxicidad de los extractos etanolicos totales de hojas y raices sobre A.

salina.
Muestra CLso (mg/L) £SD, n=3 Clasificacion de
toxicidad
Extracto etandlico total de hojas 252,2 4,7 Moderadamente
toxico
Extracto etanolico total de raices 231,1 £8,7 Moderadamente
toxico
Dicromato de potasio 27,3+2,8 Altamente toxico

De acuerdo a lo anterior, los dos EET se clasificaron como moderadamente téxicos
(Tabla 7). Ademas, se realiz6 el ensayo con dicromato de potasio como control positivo,

que presentd toxicidad con una CLsy de 27,3 2,8, y se clasificd como altamente toxico.
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Figura 21. Concentracidn letal 50 (CLsp) de los extractos etandlicos totales de hojas y

raices de P. lehmannii. (*p < 0,05).
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La actividad citotdxica de los extractos podria atribuirse a los compuestos presentes en
la planta con propiedades toxicas. De acuerdo al andlisis fitoquimico cualitativo llevado
a cabo en este estudio, se encontraron diferentes grupos de metabolitos secundarios que
podrian ejercer dicha actividad. Sin embargo, debido a que se trabajo con los extractos
totales, no se podria determinar el tipo de estructura quimica que actla sobre los
nauplios de Artemia, ademas de que éste ensayo es preliminar y no es posible determinar

el mecanismo de accidn de los compuestos bioactivos.

Los extractos etandlicos de esta planta podrian ser empleados en ensayos sobre lineas
celulares debido a que presentaron actividad sobre las larvas de A. salina, ademas, para
futuras investigaciones se deberia fraccionar y aislar los compuestos presentes en la
planta, y asi poder comparar los resultados obtenidos en éste estudio. Se empled el
calculo estadistico t-Student de dos colas para determinar las diferencias significativas
(Figura 21) entre la media de la CLso de EETH y EETR, y se observé que si hay

diferencias significativas, ya que el P-valor fue menor de 0,05.
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Figura 22. Crecimiento de las raices de A. cepa del grupo de control y de las diferentes
concentraciones de EETH.

Diferentes autores plantean que éste método es conveniente para determinar la actividad

citotoxica de diferentes sustancias. Gandhi et al. (2019) emplearon éste ensayo para

evaluar la citotoxicidad de nanoparticulas de cobre sintetizadas a partir de sulfato de

cobre y Panchagavya, encontrando un efecto téxico significativo de las nanoestructuras.
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Ademas, éste ensayo es muy Util para evaluar la toxicidad de extractos de plantas que en
un futuro se puedan emplear como agentes anticancerigenos. Khan et al. (2015),
realizaron el ensayo de letalidad del extracto crudo de Ocimum basilicum sobre Artemia
y encontraron buena actividad citotoxica. Al-Saeedi, Al-Ghafri y Hossain (2017)
determinaron la citotoxicidad de diferentes polaridades de extracto crudo de hojas y
frutos de Ziziphus jujuba y obtuvieron resultados de actividad toxica moderada de todos

las fracciones.

6.6 Determinacion de la actividad fitotoxica de los extractos etandlicos totales
sobre A. cepa

En este estudio, el bioensayo de A. cepa se empled para evaluar el efecto fitotoxico de

los extractos. En la Figura 22 y 23 se observa el efecto de los EET sobre el crecimiento

de la raiz frente al grupo de control a las 72 horas de exposicion a diferentes

concentraciones de extracto, los valores obtenidos se registraron en la Tabla 9.
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Figura 23. Crecimiento de las raices de A. cepa del grupo de control y de las diferentes
concentraciones de EETR.

En general, se observa que a mayor concentracion de los extractos, el crecimiento de las

raices de las cebollas es menor, por lo que a la concentracién de 250 mg/L el efecto de

inhibicién del crecimiento es mayor del 70%. EIl efecto de inhibicion observado de los

extractos sobre las raices de A. cepa se empleo para determinar la Clsp.
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En la Tabla 10 se muestran los resultados de fitotoxicidad de los extractos sobre la raiz
de las cebollas, expresados como Clsg, concentracion que inhibe el 50% del crecimiento

de las raices de A. cepa respecto al grupo de control.

Tabla 9. Porcentaje de crecimiento de la raices de A. cepa expuestas a diferentes

concentraciones de EET.

Crecimiento (%)

Concentracion EETH EETR
(mg/L)

Control 100,00 100,00

31 63,03 75,59

62 46,94 53,42

125 36,66 43,96

250 29,17 28,47

El extracto que presentd mayor fitotoxicidad a las 72 horas fue EETH, con un valor de
Clso de 60,23 £5,33mg/L, mientras que el EETR fue menos toxico Clso 88,00 +5,71, por
lo que en este caso, los compuestos presentes en el EETH ejercieron un efecto mas
dafiino sobre las células meristematicas de las cebollas, disminuyendo o evitando el

desarrollo de la raiz.

Tabla 10. Fitotoxicidad de los extractos etanolicos totales de hojas y raices sobre A.

cepa (Clsg, mg/L).

Muestra Clso (mg/L) £SD, n=3
Extracto etanolico total de hojas 60,23 £5,33
Extracto etanolico total de raices 88,00 +5,71
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Empleando el test de t-Student se determiné que hay diferencias significativas (Figura
24) entre los valores de Clsp de EETH y EETR, ya que el P-valor fue 0,0029, menor de
0,05.

De acuerdo a lo anterior, la toxicidad se puede atribuir a la presencia de los diferentes
grupos de metabolitos encontrados en los extractos, sin embargo, se debe hacer la
identificacion y cuantificacion de éstos para poder explicar un posible mecanismo de
inhibicidn del crecimiento de las células meristematicas de A. cepa. EI empleo de éste
bioensayo para evaluar la fitotoxicidad de los extractos de hojas y raices, es un paso

inicial para caracterizar la planta y determinar sus posibles aplicaciones en el tratamiento
de enfermedades.

100-

Clso (mg/L)

A «*

Figura 24. Concentracién inhibitoria 50 (Clso) de los extractos etandlicos totales de

hojas y raices de P. lehmannii (**p < 0,01).

6.7 Evaluacion de la actividad anticoagulante de los extractos etanolicos totales
sobre plasma sanguineo

De acuerdo al procedimiento descrito por Gené et al. (1989) para determinar este tipo de
actividad, el tiempo de coagulacion del plasma con la mezcla veneno/antiveneno (EET)
debe ser tres veces mayor al tiempo de coagulacion del plasma sélo con el veneno

(control positivo), que en este ensayo se observo a los 11,89 £0,78 s.
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Los resultados registrados en la Tabla 11, muestran que al usar la CLsg de los EET
(determinada con el ensayo de A. salina), el tiempo de coagulacion del plasma fueron
25,00 +2,04 s y 15,08 £0,46 s de EETH y EETR, respectivamente, no fue tres veces
mayor al tiempo que presento el control positivo, sin embargo al usar una concentracion
mayor de los extractos casi dos veces la CLso, el tiempo de coagulacion es mucho
mayor, y se puede asumir que los EET inhibieron la actividad coagulante sobre el

plasma ejercida por el veneno de serpiente de B. asper.

Tabla 11. Actividad anticoagulante de los extractos etanélicos totales de hojas y raices

P. lehmannii sobre de plasma sanguineo.

Muestra Concentracion Tiempo de coagulacion
(mg/L) (s) £SD, n=3
Extracto etandlico total de hojas 252,2 25,00 £2,04
500 68,26 +2,49
Extracto etandlico total de raices 231,1 15,08 £0,46
500 42,36 +1,66
Control positivo 11,89 £0,78

Se realizd un analisis estadistico de la actividad anticoagulante, mediante un analisis de
varianza ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett para determinar
diferencias significativas entre el control positivo y las diferentes mezclas

veneno/extracto.

De acuerdo al analisis estadistico realizado, se observa que hay diferencias significativas
del tiempo de coagulacion (Figura 25) entre el control positivo y las mezclas de
veneno/extracto, a todas las concentraciones utilizadas de los EET. Ademas, se observa
que el EETH inhibe significativamente la coagulacion del plasma a las dos

concentraciones evaluadas, con un tiempo de coagulacion de 68,26 +2,49 s a la
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concentracion mas alta. Por otro lado, se encontré que el mayor tiempo de coagulacion
presentado por el EETR fue 42,36 +1,66 s.
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Figura 25. Inhibicion de la actividad coagulante inducida por el veneno de B. asper por
los EET. (*p < 0,05, ***p < 0,0001).

Las toxinas presentes en los venenos de serpiente causan entre otros efectos, la

formacion in vitro de coagulos, sin embargo, in vivo causan un severo consumo de

factores de coagulacion conduciendo a un riesgo de sangrado (Figueiredo et al., 2019).

Particularmente, las enzimas del veneno de B. asper permiten la hidrolisis del

fibrindgeno a fibrina al activar las plaquetas y los factores necesarios para que se inicie

la coagulacién de la sangre (Gomez et al., 2014).

Algunos metabolitos presentes en los EET podrian interactuar con las enzimas presentes
en el veneno o con los factores implicados en la coagulacién, causando la inhibicion de
la actividad coagulante observada en este estudio, sin embargo, el mecanismo de accion
es incierto. En varios estudios reportados sobre la inhibicion de los efectos producidos
por venenos de serpiente, se ha atribuido dicha actividad a compuestos fenolicos, debido
a que éstos junto a los taninos, inhiben la actividad de metaloproteinasas, serina

proteinasas y fosfolipasas A, mediante la quelatacion de los cofactores (Zn o Ca) de la
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actividad enzimética que promueven la formacién de edema y sangrado (Caro et al.,
2017). Gomez et al. (2014), empleando extractos de Renealmia alpinia y un flavanona
aislada a partir de ésta planta, determinaron que hubo inhibicién significativa de las

actividades evaluadas in vitro de B. asper.

Por otro lado, Mack-Wen et al. (2011), evaluaron la inhibicion in vitro del veneno de B.
asper de los extractos etandlicos de Brownea ariza y encontraron una buena respuesta de
inhibicion anticoagulante por parte de los extractos, atribuida a metabolitos como

triterpenos, flavonoides y taninos presentes en la muestra.

Los resultados obtenidos en este estudio deberian servir como una herramienta para
estudios posteriores sobre la neutralizacion de diferentes actividades ejercidas por
venenos de serpiente, siendo necesario el fraccionamiento de los extractos, que permita
obtener e identificar los compuestos que interactian con las enzimas del veneno y
factores de coagulacion planteando un posible mecanismo de inhibicién ejercida por los

metabolitos.

6.8 Obtencion de los MESP de las moléculas identificadas

El mapeo MESP Explica la reactividad del sistema quimico al predecir los sitios
electrofilicos y nucleofilicos dentro de la molécula, representados por los colores azul y

rojo, respectivamente (Ahmed et al., 2016).
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Figura 26. MESP de los alcaloides A) galantamina, B) Pseudolicorina y C) Sanguinina.
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En la Figura 26 se observan los MESP obtenidos para los tres alcaloides a nivel DFT
con el funcional B3LYP y el conjunto de bases 6-31G que a pesar de ser pequefia genera

resultados confiables para los objetivos trazados en el presente trabajo.

Figura 27. Visualizacion molecular de la interaccion electrostaticade AChE con
galantamina generada en VMD.
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Los mapas se analizaron en términos de las posibles interacciones como los enlaces de
hidrogeno que podrian formar con la enzima AChE. Como se aprecia en la Figura 26-A
correspondiente al mapa de la galantamina, se observa una alta densidad de carga
negativa sobre el atomo de oxigeno del anillo C, y una ligera carga negativa sobre el
oxigeno del anillo A. En las figuras 26-B y C, se observan regiones con alta densidad
electronica, cuyas cargas negativas estan sobre los oxigenos y sobre el atomo de
nitrégeno, y una region con una notable baja densidad electrénica, que corresponde a los
atomos de hidrégeno de los grupos hidroxilo, por lo que se podria pensar que éstos
actian como donadores en enlaces de hidrdgeno intra e intermoleculares. La presencia
de los grupos OH polarizan mas las moléculas B y C, lo que las hace més reactivas. Ay
C se diferencian estructuralmente por los sustituyentes OCHz y OH en el anillo A,
respectivamente, lo cual influye directamente en la reactividad, ya que el oxigeno del

grupo hidroxilo ejerce mayor poder electroatrayente.

Los resultados obtenidos en este estudio de los potenciales electrostaticos moleculares se
asociaron a la posible interaccion de los alcaloides identificados con la enzima

acetilcolinesterasa AChE, comparados con el MESP de galantamina.

La enzima AChE es la encargada de la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina ACh a
acetato y colina, ademas juega un papel importante en la induccién de agregacién de la
proteina S-amiloide (Baldissera et al., 2018). AChE consta de dos subsitios activos de
unién que estan conectados por un canal estrecho de casi 20 A de profundidad: un sitio
anionico catalitico cerca de la entrada del canal y un sitio anionico periférico en la parte
inferior del canal (He et al., 2018). Ademas, posee un sitio activo denominado “triada
catalitica” que esta constituido por tres residuos serina, histidina y &cido glutamico y un
subsitio denominado cavidad aromatica (Castellanos, 2014). La galantamina interactia
con el sitio activo de AChE, con la cavidad aromatica y con el subsitio aniénico para

inhibir reversiblemente su actividad (Castellanos, 2014).
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En la Figura 27 se visualiza la macromolécula AChE con el ligando galantamina
obtenidos de PDB (Greenblatt et al., 1999), la cual se representd con el software VMD.
Se observa que hay un espacio adecuado por el que entra la molécula de galantamina y
se generan interacciones no enlazantes como enlaces de hidrogeno entre el hidrogeno
unido al oxigeno del anillo C con un atomo de oxigeno o de nitrégeno de un
aminoéacido. Sin embargo, en la Figura 28 se observa que el enlace de hidrogeno se da
entre el H del grupo OH de la galantamina y el O del &cido glutamico. En la Figura 28
se observan tanto los enlaces de hidrégeno, como las interacciones hidrofobicas inter e

intramoleculares.

adf

w233 u

Figura 28. Representacion de las interacciones no enlazantes de galantamina con los
residuos aminodacidos que conforman la enzima acetilcolinesterasa (---, enlaces de

hidrégeno; ---, interacciones hidrofébicas).
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7 CONCLUSIONES

Mediante el tamizaje fitoquimico realizado a los EET, se determiné la presencia de los

grupos de metabolitos: alcaloides, taninos, triterpenos, esteroides y flavonoides.

En la fraccion alcaloidica de hojas y raices de P. lehmannii se identifico tres alcaloides

galantamina, pseudolicorina y sanguinina mediante espectrometria de masas/masas.

Los EET presentaron toxicidad moderada frente a Artemia salina y frente a Allium cepa,
cuya actividad se atribuye a la diversidad de grupos de metabolitos secundarios

encontrados.

Los EET inhibieron la actividad coagulante ejercida por el veneno de serpiente de B.
asper sobre el plasma a una concentracion de 500,0 mg/L, sin embargo, al emplear la
concentracion CLsp de los extractos se extendio el tiempo de coagulacion del plasma,

observandose diferencias significativas entre el control positivo y los extractos.
Los calculos computacionales, permiten conocer con antelacion la actividad bioldgica de

una molécula o metabolito secundario frente a una enzima, por lo que se ahorrarian

costos econdémicos y en tiempo.
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8 RECOMENDACIONES

Los extractos etanolicos de esta planta podrian ser empleados en ensayos sobre
lineas celulares debido a que presentaron actividad citotoxica sobre las larvas de A.

salina y fitotdxica sobre A. cepa.

Debido a que hay poca informacién reportada en la literatura sobre la identificacion
de alcaloides de Amaryllidaceae mediante HPLC/MS, la informacion recolectada en
éste estudio sobre la identificacion de alcaloides de hojas y raices P. lehmannii es un
gran aporte para la caracterizacion de esta especie Colombiana, sin embargo, el
andlisis se deberia corroborar y complementar con la técnica de cromatografia de
gases acoplada a masas para hacer la cuantificacion e identificacion de otros

alcaloides presentes en la muestra.

Se recomienda aislar y purificar los compuestos detectados con las técnicas

mencionadas y evaluar su posible actividad bioldgica.

Seria interesante indagar sobre otras actividades antiofidicas de la planta, para
potenciar el uso de esta especie, ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en esta
investigacion, los extractos presentaron actividad anticoagulante a una concentracién
de 500,0 mg/L

Emplear las diversas estructuras de los alcaloides de tipo Amaryllidaceae, someterlas
a modificaciones, ya sea adicionando, eliminando o cambiando sus sustituyentes a
través de la quimica computacional y determinar si es biol6gicamente activa frente a

determinadas enzimas de interés terapéutico mediante Docking molecular.
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