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RESUMEN

La familia Amaryllidaceae es un grupo de plantas poco estudiadas en Colombia.
Debido a esto se han creado muchas expectativas, ya que estudios realizados
como la actividad antiprotozoal ha mostrado una marcada actividad biologica de
algunos de sus metabolitos secundarios, en especial los alcaloides, los cuales han
mostrado actividad antiviral, antitumoral e inhibitoria de la acetilcolinesterasa,
enzima asociada a la enfermedad de Alzheimer.

En este trabajo se evalud la actividad antioxidante, enzimatica y citotoxica in vitro
de los extractos etanolicos totales de hojas y bulbos de P. dubia; ademas se
caracterizd por medio de un perfil cromatogréafico el tipo de compuestos
nitrogenados, fenolicos y azucares libres presentes en dichos extractos.

Las hojas y bulbos fueron recolectadas en el Departamento del Cauca; se les
realiz6 una extraccion Soxhlet y se evalu6 su actividad antioxidante por medio de
dos modelos in vitro, DPPH- y ABTS*"; empleando como estandar o control
positivo &cido ascorbico, tocoferol y BHT. La inhibicion de la actividad
enzimatica se determind para las enzimas acetilcolinesterasa, hialuronidasa,
tirosinasa, a-glucosidasa y a-amilasa; utilizando como control positivo eserina,
acido tanico, acido kojico y ascarbosa, respectivamente. La actividad citotdxica se
determind mediante bioensayo con A. salina. Ademas, se cuantifico mediante un
perfil cromatografico compuestos fendlicos por CLAR/DAD vy contenido de
compuestos nitrogenados por CG/EM.

Los extractos etandlicos totales y las subfracciones evaluadas por los métodos
DPPH- y ABTS*" presentaron un porcentaje de actividad antioxidante superior al
20%, encontrandose que para los dos métodos, en las hojas la fraccién butanolica
(81,675 % y 71,345 %) presentd un porcentaje de actividad antioxidante mayor
comparada con la fraccion de hexano, diclorometano, acetato de etilo, etanol y
agua, esta actividad se corroboro con el contenido de fenoles totales,
estableciendo que la fraccion de butanol (152,00 mg &cido galico/g extracto seco)
es la que posee un mayor contenido de compuestos fenolicos totales y por tanto
mayor actividad antioxidante. En el caso de los bulbos, existe alguna discrepancia
entre los resultados obtenidos por los dos métodos, ya que la fraccion que
presenté mayor actividad antioxidante por el método DPPH-, fue la fraccion de
hexano (80,462 %) y por el método ABTS*" la fraccion butandlica (58,322%),
empleando el método de Folin-Ciocalteu se confirmé que la fraccion butandlica
(121,43 mg acido galico/g extracto seco) es la que presenta mayor actividad
antioxidante. En la actividad citotdxica se encontré que para las hojas y bulbos la
toxicidad cronica (ECsg 34,418 y 25,210) es altamente toxica. En cuanto al perfil
cromatografico obtenido por CG/EM se encontraron varios tipos de alcaloides
tipicos de la familia Amaryllidaceae, en los bulbos se hallaron galantamina, y
sanguinina, licorina, pseudolicorina, 8-O-dimetilmaritidina y diacetilcantabricina,
mientras que en las hojas solo se encontraron galantamina y sanguinina. Por
CLAR/DAD se obtuvieron dos tipos compuestos fenolicos, en las hojas &cido
clorogénico y en los bulbos epicatequina. En la inhibicion de actividad
enzimatica, los resultados fueron muy favorables, ya que el extracto etandlico de
15



hojas y bulbos de Phaedranassa dubia, presento inhibicién sobre
Acetilcolinesterasa (64,091 % y 63,670 %), enzima asociada a la enfermedad de
Alzheimer, ademas de presentar inhibicion sobre Hialuronidasa (59,016 % y
33,115 %), enzima asociada a procesos de envejecimiento, en cuanto a Tirosinasa,
a-Glucosidasa y a-Amilasa no se observo inhibicion.

Palabras clave: Amaryllidaceae, Phaedranassa dubia, Alzheimer,
Acetilcolinesterasa, Hialuronidasa, DPPH:, ABTS*", Artemia salina.
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ABSTRACT

The Amaryllidaceae family is a little-studied group of plants in Colombia. Because of
this it has created many expectations, since studies as antiprotozoal activity has
shown a marked biological activity of some secondary metabolites, especially the
alkaloids, which have shown antiviral, antitumor and inhibitory activity of
acetylcholinesterase, an enzyme associated with Alzheimer's disease.

In this paper the antioxidant, enzymatic and in vitro cytotoxic activity of total ethanol
extracts of leaves and bulbs of P. dubia was assessed; its type nitrogenous
compounds, phenols and free sugars present in such extracts were also characterized
by a chromatographic profile.

The leaves and bulbs were collected in the Department of Cauca; underwent Soxhlet
extraction and antioxidant activity was evaluated using two in vitro models DPPH-
and ABTS*"; using standard positive control or ascorbic acid, tocopherol and BHT.
Inhibition of the enzymatic activity was determined for enzymes acetylcholinesterase,
hyaluronidase, tyrosinase, a-glucosidase and a-amylase; used as positive control
eserine, tannic acid, kojic acid and ascarbosa, respectively. The cytotoxic activity was
determined by bioassay A. salina. It was further quantified chromatographic
fingerprint phenolic compounds by HPLC/ DAD and content of nitrogen compounds
by GC/MS.

Total ethanol extracts and subfractions evaluated by DPPH- and ABTS*" methods
showed a higher percentage of antioxidant activity by 20%, found that the two
methods, leaves the butanol fraction (81.675% and 71.345%) presented a percent
higher antioxidant activity compared to the fraction of hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, ethanol and water, this activity is corroborated with the content of total
phenols, stating that the butanol fraction (152.00 mg gallic acid / g dry extract ) is the
one with a higher content of total phenolic compounds and therefore higher
antioxidant activity. In the case of bulbs, there is a discrepancy between the results
obtained by the two methods, since the fraction showed higher antioxidant activity by
DPPH- method was the hexane fraction (80.462%) and by the method ABTS*" the
butanol fraction (58.322%) using the Folin-Ciocalteu method was confirmed that the
butanol fraction (121.43 mg gallic acid / g dry extract) is the one with the highest
antioxidant activity. In the cytotoxic activity was found that for bulbs leaves and
chronic toxicity (ECso 34.418 and 25.210) is highly toxic. As the chromatographic
profile obtained by GC/MS various types of typical alkaloids Amaryllidaceae family,
the bulbs met galanthamine sanguinine, lycorine, pseudolycorine, 8-O-
dimethylmaritidine and diacetylcantabricine were found, while in the leaves only
galanthamine and sanguinine found. HPLC/DAD two phenolic compound types in
chlorogenic acid in the leaves and bulbs epicatechin were obtained. On the inhibition
of enzyme activity, results were very favorable, since the ethanol extract of leaves
and bulbs Phaedranassa dubia, presented on acetylcholinesterase inhibition
(64.091% and 63.670%), an enzyme associated with Alzheimer's disease, besides
presenting inhibition on Hyaluronidase (59.016% and 33.115%), enzyme associated
with aging processes regarding Tyrosinase, o-glucosidase and a-amylase no
inhibition was observed.

Keywords: Amaryllidaceae, Phaedranassa dubia, Alzheimer, acetylcholinesterase,
hyaluronidase, DPPH-, ABTS*", Artemia salina.
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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales son una alternativa para el tratamiento de enfermedades
en numerosos pueblos del mundo, siendo el conocimiento de las propiedades
medicinales de dichas plantas patrimonio ancestral y cultural de estos pueblos.
Este conocimiento ha sido transmitido de generacion en generacion y ha sido
fortaleciendo a partir de observaciones y experimentacion.

Por esto es importante la contribucion en la validacion del conocimiento sobre
formulaciones que incorporen ingredientes activos provenientes de plantas
medicinales, asi como procesos y procedimientos de pre-tratamiento para emplear
este material natural. Por otro lado, también es transcendental el poder
proporcionar un valor agregado a las plantas utilizadas en la medicina tradicional,
al obtener formulas efectivas y econémicas que pueden ser comercializadas a
nivel nacional e internacional, y que a su vez constituyan una alternativa de
ingreso econdémico para la comunidad.

En los ultimos afios el interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado
dramaticamente, debido principalmente a tres razones(1):

- Labaja seguridad que ofrece el consumo de antioxidantes sintéticos.

- Laeficacia antioxidante de una variedad de agentes fitoquimicos.

- La idea generalizada de que el consumo de ciertos agentes fitoquimicos
pueden atenuar la patologia de las enfermedades cronicas y el proceso de
envejecimiento; ademas, la creencia de que los compuestos naturales son mas
seguros que los compuestos sintéticos y por consiguiente son comercialmente
mas aceptados.

Amaryllidaceae constituye una familia botanica ampliamente distribuida, con
poblaciones representativas en los géneros Phaedranassa, Sprekelia,
Hymenocallis, Zephyrantes, Hippeastrum y Crinum. Se presenta distribucion
restringida de Eucharis y endemismo de Caliphruria, considerdndose estos dos
ultimos géneros en via de extincidon(2), por lo cual es importante utilizar técnicas
de propagacion de plantas bulbosas, buscando la conservacién de los géneros
mencionados.

A nivel mundial, las especies del género Phaedranassa son importantes
exponentes de la familia Amaryllidaceae, que incluye once especies, las cuales se
encuentran en Ecuador (P. brevifolia, P. cinerea, P. dubia, P. glauciflora, P.
lehmanni, P. schizantha, P. tunguraguae, P. viridiflora), Colombia (P. carmiolii,
P. dubia, P. schizantha y P. ventricosa), Costa Rica (P. carmiolii), y Pert (P.
megistophylla) (3). Son especies en gran parte de montafia, crecen en areas
perturbadas, con frecuencia colonizan cortes de carretera, y por lo general florecen
después de la temporada de verano seco en sus paises de origen. P. dubia (figura
1) puede cultivarse con éxito en una amplia gama de habitats ya sea para fines
ornamentales o para uso medicinal.
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Figura 1. Fotos de la especie Phaedranassa dubia
Fuente: Fotos tomadas por el Profesor Oscar Dario Bermuldez, Popayan, Cauca.

- Clasificacion taxondmica de la especie estudiada

Informacion segun el sistema de clasificacion APG3, a la especie estudiada le
corresponde la siguiente posicion taxondmica:

Clase:Equisetopsida C. Agardh
Subclase: MagnoliidaeNovak ex Takht
Superorden: LilianaeTakht

Orden: Asparagales Link

Familia: Amaryllidaceae J. St.-Hil.
Género: Phaedranassa

Especie: P. dubia

En la especie P. dubia se han identificado los alcaloides fenadramina,
pseudolicorina, sanguinina, galantamina, epinorgalantamina, hemantamina,
ungeremina y zefbetaina (4). Estas moléculas presentan actividad antimalarica,
antitumoral, antiviral, citotoxica, antiinflamatoria e inmunoestimuladora; y
ademas, inhiben la acetilcolinesterasa. De todas ellas, se destaca la actividad
antimalarica correspondiente al alcaloide ungeremina. Por otro lado, la
galantamina es usada en el tratamiento de la enfermedad Alzheimer mostrando
una gran eficacia. Todo esto muestra la importancia del estudio de los alcaloides
presentes en las Amaryllidaceae (5).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Familia Amaryllidaceae

Las plantas de la familia Amaryllidaceae, son hierbas perennes y bulbosas que
suelen presentar flores llamativas (figura 2), lo que les proporciona valor
ornamental. Se han reconocido 50 géneros, y alrededor de 800 especies que se
hallan distribuidas por todo el mundo(6).

Phaedranassa Eucharis Caliphruria
dubia bonplandii subedentata

’Eucharis
kunthianum caucana

Figura 2. Flores de diferentes especies de la familia Amaryllidaceae.
Fuente: 'Tomada por Oscar Dario Bermidez Zambrano, Popayan, Cauca. *Tomada por Philip Silverstone, Cali,
Valle.*Tomada por Fabio Antonio Cabezas Fajardo, Cali, Valle.

Su distribucion geogréfica es variada, localizandose principalmente en los
trépicos, siendo los centros principales de distribucion (figura 3): América del
Sur, Sur de Africa, la region mediterranea y el Caucaso. Ademas, se puede hallar
algunas especies en Australia (7).
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Figura 3.Geodistribucion mundial de especies de Amaryllidaceae (8).

Dado que numerosas especies de este grupo son endémicas y muy vulnerables,
existe la necesidad de promover su conservacion y mejorar el conocimiento
existente sobre las mismas.

El gran interés en el estudio de esta familia botanica (Amaryllidaceae), se debe al
alto contenido de alcaloides que presentan diferentes especies de esta, ademas de
su aplicabilidad que muchos de estos poseen, especialmente en el &mbito de la
farmacologia, debido a su amplio rango de actividades bioldgicas, que incluyen,
entre otras, propiedades antivirales, antitumorales y antiparasitarias (9). De hecho,
estas plantas han sido utilizadas como plantas medicinales durante miles de afios.

En la actualidad, uno de los compuestos mas interesantes del grupo de alcaloides
es la galantamina, un inhibidor potente, reversible y competitivo de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), aprobado y comercializado para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (Reminyl®, Razadyne®).

2.2. Metabolitos de interés
2.2.1.  Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de antioxidantes
naturales mas abundantes y ampliamente distribuidos del reino vegetal, con mas
de 8000 estructuras fenolicas conocidas (10). Son productos del metabolismo
secundario de las plantas y se encuentran en raices, tallos, hojas y frutos donde
desarrollan funciones diversas que abarcan desde la proteccion frente a influencias
externas (radiacion UV, herbivoria, ataques flngicos y viricos), mecanismos de
polinizacion, olor, color y tolerancia al frio (11, 12). Los animales no son capaces
de sintetizar este tipo de compuestos, asi que dependen fundamentalmente de la
ingesta de productos de origen vegetal para incorporar estas sustancias al
organismo.
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o Estructura y clasificacion

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se caracterizan por
contener un anillo aromético unido a dos o mas grupos hidroxilo (figura 4).

La estructura de los compuestos fendlicos varia de moléculas simples, como los
acidos fendlicos, a estructuras complejas, como los taninos condensados. Se
clasifican en cuatro familias en funcién del nimero de anillos fendlicos y de los
elementos estructurales unidos a esos anillos (13): flavonoides, acidos fenolicos,
estilbenos y lignanos (figura 4).

Compuesto fendlico Flavonoides Acidos fenoélicos
OH OH (0]
O oo W

H
O HO
OH OH
OH
Grupo fenol Catequina Acido galico
Estilbenos Lignanos
HO O OH HsCO O CH,OH
HO CH,OH

- )
O OCH;
OH

OH
Resveratrol Secoisolariciresinol

Figura 4. Estructura quimica de compuestos fenolicos.
o Actividad bioldgica de los compuestos fenélicos

La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos se basa en su capacidad
secuestradora de radicales libres y de quelacién de metales (14). Su estructura
quimica es la ideal para reaccionar con los radicales libres y formar un radical
intermedio mas estable y menos reactivo, ya que la presencia de anillos
aromaticos y grupos hidroxilo permite que se deslocalicen los electrones (15).

Ademas de sus propiedades antioxidantes, los compuestos fendlicos poseen otras
actividades biologicas como propiedades antimicrobianas y antimutagénicas (16),
efectos antiinflamatorios (17); se ha descrito que poseen actividad
anticarcinogénica (18, 19), actividad anti VIH y actuan como protectores frente a
la peroxidacion lipidica en los globulos rojos (14).
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Especialmente a los flavonoides se les ha asociado con la accion antiinflamatoria,
debido a sus efectos antioxidantes y a su capacidad de actuar contra las histaminas
y otros mediadores de los procesos inflamatorios como son las prostaglandinas y
los leucotrienos. Aunque los flavonoides tienen muchas propiedades comunes,
algunos de ellos presentan propiedades especificas como inhibicion al crecimiento
de tumores (20).

Entre los metabolitos con potente accion antirradicalaria, se destacan los
siguientes antioxidantes naturales:

- Acido clorogénico

El &cido clorogénico (figura 5), también llamado &cido 3-cafeoil-D-quinico, es un
éster entre el &cido quinico y el &cido cafeico y es uno de los compuestos
fenolicos mayoritarios presentes en frutas y vegetales. Se encuentra
mayoritariamente en las semillas de café y en las hojas de tabaco. Al igual que
otros compuestos fendlicos dietarios el acido clorogénico presenta propiedades
antioxidantes y también presenta actividad anti-VIH, anticancerigena,
antialérgica, entre otras. Los estudios in vitro sugieren que este compuesto elimina
radicales generados en fase acuosa, e inhibe el dafio al ADN (21).
0]
0 = OH

H X
(0] y
‘OH

Figura 5. Estructura quimica del &cido clorogénico

Epicatequina

Epicatequina (figura 6), nombrada como 2H-1-benzopiran-3,5,7-triol, 2 (3,4-
dihidroxifenil) - 3,4-dihidro-, (2R, 3R), un flavanol que se encuentra
abundantemente en el cacao, al que se le han demostrado efectos antioxidantes.
En la actualidad la epicatequina no se le ha encontrado efectos adversos o algun
problema que éste mismo ocasione. Este flavanol lo podemos encontrar en varios
alimentos aparte del chocolate como es el té, vino tinto, bayas, cebolla, entre

otros.
HO O @) OH
OH
OH
Figura 6. Estructura quimica de epicatequina
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2.2.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias capaces de prevenir, detener o retardar
determinadas reacciones de oxidacion, protegiendo las moléculas bioldgicas de las
agresiones oxidativas.

. Actividad antiradicalaria

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia
oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién. Para que un antioxidante (AH)
tenga actividad antiradicalaria debe cumplir una caracteristica basica que es
generar un radical mas estable y menos dafiino (RH) después de reaccionar con la
especie radical (R-). Esta reaccion se basa en una transicion redox en la que esta
implicada la donacion de un electron (o un atomo de hidrégeno) a la especie
radicalaria (figura 7). Como resultado de esta transferencia, se formara un radical
derivado del antioxidante (A-) que puede tener caracter inerte, estable o presentar
cierta reactividad (22).

eoH
AR TR - A RH
Antioxidante Radical Radical derivado Especie

del antioxidante dgarivada de_l
radical reducido
mas estable

Figura 7. Proceso antiradicalario de las moléculas antioxidantes.

Los antioxidantes presentes en frutas y verduras protegen la salud del cuerpo
disminuyendo los efectos de las ERO (23), mediante la prevencion del ataque de
los radicales libres a las macromoléculas ya que tienen capacidad preferencial de
oxidacion. Estos compuestos antioxidantes pueden inhibir o retardar la oxidacion
de dos formas (tabla 1): captando radicales libres primarios o0 por mecanismos que
no estén relacionados con la captacion de radicales libres secundarios (24).

Tabla 1. Clasificacién de antioxidantes seguin el modo de accion.

Impiden la formacion de radicales libres, frenan la reaccion en
Primarios cadena de los radicales libres, especialmente de las especies

reactivas del oxigeno (ERO) o son quelantes de metales de

transicion. Se comportan como captadores de estos ERO.

Interrumpen la reaccion de propagacion de los radicales libres o

Secundarios desplazan las especies reactivas del oxigeno (&cido ascorbico,
carotenoides, glutation y la mayoria de las enzimas
antioxidantes).

Terciarios Reparan el dafio causado por los radicales libres a las moléculas
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Los antioxidantes se caracterizan por ser muy heterogéneos, pueden ser
hidrosolubles y liposolubles, localizarse intra y extracelularmente, y proceder de
diferentes fuentes ya que algunos son nutrientes o proceden de éstos y otros son
productos del metabolismo.

Entre los compuestos que pueden actuar como antioxidantes se encuentran
vitaminas C y E, carotenoides, antocianinas, flavonoides y otros compuestos
fendlicos (25-27). Muchos de estos antioxidantes son lipofilicos y particularmente
importantes en la oxidacion de lipidos en todos los sistemas, asi como otros
radicales que son muy activos fisiolégicamente(28). A través de efectos aditivos y
de sinergia, los compuestos con actividad antioxidante presentes en frutas y
verduras pueden proporcionar mejor proteccion contra ERO que un solo
compuesto (23).

° Estrés oxidativo.

En los seres vivos existe un equilibrio interno entre la produccion de radicales
libres y la accion de los antioxidantes. ¢(Qué sucede si esta balanza se
desequilibra? Cuando la agresién supera las defensas se habla de estrés oxidativo,
es decir, el balance oxidativo entre la produccion de radicales libres y las defensas
antioxidantes se rompe. Este estrés oxidativo puede darse tanto por un exceso de
produccién de RL y ERO como por un problema o alteracion en el sistema de
defensa antioxidante (22).

Si esto ocurre las especies reactivas generadas pueden iniciar procesos patologicos
graves como diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares y promocion del
envejecimiento (asociado a la acumulacién de componentes celulares oxidados
como &cidos nucleicos, proteinas y lipidos). Actualmente se consideran un factor
clave en el desarrollo de diversas enfermedades cronicas y desérdenes
neurodegenerativos como el Alzheimer o el Parkinson (22).

2.2.3. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres (RL) se definen como especies quimicas que poseen uno o
mas electrones desapareados, lo cual las hace altamente inestables y reactivas.
Para estabilizarse reaccionan rapidamente con moléculas adyacentes mediante
reacciones de 0xido-reduccion.

El termino especies reactivas del oxigeno (ERO) es un término colectivo que
incluye radicales libres y ciertas especies no radicales que son oxidantes y/o se
convierten facilmente en radicales libres (tabla 2) (29).
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Tabla 2. Especies fisiologicas reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERN)

ERO Simbolo ERN Simbolo
Superoxido 0," Oxido nitrico NO'
Radicales H|dr0>.(|lo "OH r[])_|t<r)z<|dﬁ de NO,
Alcoxilo RO 1frogeno
Hidroperoxilo HOO'
Perdxido de hidrégeno  H,0. Peroxinitrito ONOO
No Acido hipocloroso HCIO Acido nitroso HNO;
radicales Ozono O Cation nitrilo NO,*
Oxigeno singlete ‘o, Anién nitroxilo NO
Alquil ROONO

peroxinitritos

2.2.4. Métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en distintos
sistemas generadores de radicales libres. Dichos radicales reaccionan con la
muestra y en virtud de la capacidad antioxidante de esta se inhibira la generacion
de los primeros. Asi, lo que se determina realmente es el efecto antioxidante ya
que la actividad antioxidante no se puede medir de forma directa. Lo ideal seria
medir la actividad antioxidante de cada componente de la muestra por separado,
sin embargo, y sobre todo en el caso de muestras naturales, es muy dificil
determinar el nimero y concentracion de los compuestos antioxidantes presentes
en la muestra.

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidacion, no existe
un método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra,
por tanto, es recomendable trabajar con varios métodos para facilitar la
comparacion e interpretacion de los resultados. Las caracteristicas “ideales” que
debe reunir un método de determinacion de capacidad antioxidante son: sencillez,
mecanismo quimico definido y punto final fijo, reproducibilidad, adaptabilidad a
sustancias antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas y elevado rendimiento de
anélisis.

Con base a las reacciones quimicas, los ensayos para determinar la capacidad
antioxidante se dividen en dos categorias (tabla 3): - Ensayos basados en la
reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno y - ensayos basados en la
reaccion por transferencia de electrones. (30)
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Tabla 3. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segun su modo de
reaccion ET o HAT.

Ensayo Categoria
Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*") Ensayos
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH-) basados en
Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP) la tranzf:renma

N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC) electrones (ET)

Ensayos
Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) basados en
Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) la transferencia
Inhibicién de la oxidacion del &cido linoleico de
Inhibicidn de la oxidacion de los lipido de baja densidad (LDL) atomos de
hidrégeno
(HAT)

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una
reaccion redox con el oxidante como un indicador del punto final de reaccion. La
mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinética
competitiva, generalmente estdn compuestos de un generador de radical libre
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos basados
en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales
libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra (30).

Este trabajo tiene por objeto determinar la capacidad antioxidante de los extractos
etanolicos totales y de las subfracciones obtenidas de hojas y bulbos de P. dubia,
asi como comparar la relacién entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante; se han aplicado con este fin los dos principales métodos quimicos
disponibles: ABTS*" y DPPH-.
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2.2.5. Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos nitrogenados de estructuras
heterogéneas y complejas, principalmente con caracter basico y que tiene acciones
fisioldgicas diversas aun en dosis muy bajas, llegando incluso a ser toxicas.
Constituyen el grupo més grande de metabolitos secundarios en las plantas y se
originan principalmente a partir de los aminoacidos.

Los alcaloides se pueden encontrar distribuidos sobre todo en los vegetales
superiores en tejidos periféricos como cortezas, raices, frutos, hojas y semillas.
Las especies que contienen alcaloides rara vez contienen solo un alcaloide,
habitualmente contiene varios, atribuyéndoles diversas acciones farmacoldgicas,
como la accién antitumoral, estimulante, hipotensora, antibacterial, analgésica y
antiinflamatoria (31, 32).

° Alcaloides de Amaryllidaceae

La clasificacion de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae se define en
funcion del conocimiento de sus relaciones biosintéticas. Aunque todos ellos
provienen de fenilalanina y tirosina, su diversidad estructural es consecuencia de
los diferentes tipos de acoplamientos fenol oxidativos. Con base al sistema
heterociclico que presentan, se pueden diferenciar los esqueletos tipo (figura 8):
norbelladina, licorina, homolicorina, crinina, hemantamina, narciclasina, tazetina,
montanina y Galantamina (33, 34).

Los alcaloides del tipo Amaryllidaceae se caracterizan por: (34-36)

1. Poseer una estructura base C6-C1-N-C2-C6, en la que la porcién C6-C1
deriva del aminoacido L-fenilalanina y el fragmento N-C2-C6 proviene de
L-tirosina.

2. Contener un atomo de nitrogeno secundario, terciario o incluso

cuaternario.

Ser bases moderadamente débiles con pKa variable entre 6-9.

Oscilar el numero de atomos de carbono de 16 a 20, dependiendo de los

sustituyentes del sistema anillado. Por lo general, son compuestos

monoméricos, aunque se han citado algunos dimeros.

»ow
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Figura 8. Esqueleto de los tipos de alcaloides de Amaryllidaceae
o Galantamina

La galantamina (figura 9) se descubri6 durante la década de 1950 en especie
Galanthus woronowii, atrayendo la atencion de la industria farmacéutica (37).
Este alcaloide fue aislado primeramente de la especie Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae), planta utilizada tradicionalmente en Bulgaria y Turquia para el
tratamiento de afecciones neurologicas (38). Desde el punto de vista
farmacoldgico, el alcaloide galantamina merece un capitulo exclusivo, dado que
es el unico del grupo de alcaloides de Amaryllidaceae que ha sido aprobado y
gue actualmente se comercializa para el tratamiento sintomatico de la enfermedad
de Alzheimer, un tipo de demencia con un enorme y creciente impacto sobre la
poblacién mundial.

En la actualidad, se comercializa en su forma salina como hidrobromuro de
galantamina con la denominacion de Razadyne® (o0 Reminyl®).
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Figura 9. Estructura quimica de Galantamina

En 2001, el uso de la galantamina fue aprobado para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer en diversos paises (39), por ser un medicamento
tolerado y con una significativa accion en el mejoramiento de las funciones
cognitivas (38). Otros alcaloides aislados de especies de la familia
Amaryllidaceae, tales como Assoanina, Epinorgalantamina, Oxoassoanina,
Sanguinina, 1,1-Hidroxigalantamina, Licorina, también demostraron actividad de
inhibicidn sobre la enzima AChE (40).

Las especies pertenecientes a las familias AMARYLLIDACEAE, APIACEAE,
ASTERACEAE, LEGUMINOSAE, FUMARACEAE, LAMIACEAE, son las
mas estudiadas en cuanto a la actividad de inhibicién sobre la AChE (38, 41). La
alta actividad de estas especies puede estar relacionada a su rica composicién en
alcaloides, pues la mayoria de los inhibidores de AChE presentan nitrogeno en su
estructura (42). Estudios realizados sobre la actividad de los metabolitos
secundarios presentes en diferentes especies de la familia Amaryllidaceae han
demostrado un amplio rango de aplicaciones farmacoldgicas.

Es interesante citar que se ha evaluado la actividad inhibidora de AChE de varios
compuestos estructuralmente relacionados con el alcaloide galantamina, como
algunos derivados N-alquilados y sanguinina (figura 10), y resultaron ser unas
diez veces mas activos que dicho compuesto(37).

Figura 10. Estructura quimica de Sanguinina

A pesar de que la sintesis quimica de galantamina se ha logrado, ha presentado
rendimientos muy bajos, por lo que las plantas continGan siendo la fuente
principal de este producto. Mientras que en Europa Central y Occidental se
obtiene mayoritariamente a partir de cultivares de Narcissus, en Europa del Este
es obtenida a partir de Leucojuma estivum, y en China se extrae de Lycoris
radiata. Ademas, se ha descrito su presencia en plantas de diversos géneros,
incluyendo Eucharis, Caliphruria, Hippeastrum, Hymenocallis, Zephyranthes,
Ungerniay Haemanthus (37). Debido a la continua demanda de este alcaloide,
existe un gran interés en la basqueda de nuevas fuentes que sean altamente
productoras de galantamina.
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Por otro lado el alcaloide hallado con mas frecuencia dentro del grupo de
alcaloides de Amaryllidaceae es licorina, el cual fue el primero en ser aislado. Se
ha reportado su actividad como potente inhibidor de la biosintesis de acido
ascorbico, del crecimiento y la division celular, y de la organogénesis en plantas
superiores, algas y levaduras. En animales, ha demostrado una importante
actividad antitumoral, siendo considerado un agente quimioterapéutico
prometedor debido a su efecto antiproliferativo selectivo, mas marcado en células
cancerosas que en células normales (43, 44).

Otra actividad destacable de los alcaloides de tipo licorina es su potente efecto
inhibidor sobre parasitos, habiéndose reportado que su actividad frente a
Trichomonas vaginalis transcurre a traves de la muerte celular mediada por un
mecanismo conocido como parapoptosis (45).

Licorina y Pseudolicorina (figura 11) han demostrado, entre otras propiedades,
efectos antivirales, inhibidores enzimaticos, asi como la capacidad de
interaccionar con el ADN. Al igual que otros tipos de alcaloides del grupo,
licorina y sus derivados presentan efectos analgésicos e hipotensores(9). Ademas
de presentar diferentes aplicaciones farmacoldgicas comprobadas cientificamente.

(b)

Figura 11. Estructura quimica de licorina (a) y pseudolicorina (b).

° Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa progresiva
caracterizada por la pérdida de memoria, disfuncion cognitiva, disturbios
comportamentales, y dificultad en realizar actividades diarias (46). Esta
enfermedad frecuentemente comienza con pérdida de la memoria a corto plazo, y
contintia con disfuncién emocional y cognitiva mas generalizada (39).

El diagnostico de la enfermedad de Alzheimer esta basado en caracteristicas

clinicas, que hoy en dia se confirman por el examen histopatologico del cerebro
(47). Existen tres estados clinicos de la enfermedad (tabla 4).
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Tabla 4. Estados clinicos de la enfermedad de Alzheimer.

Estados clinicos Patologia

Esta la fase inicial dura generalmente
entre 2 a 3 afios y se caracteriza por la
Leve disminucion de la memoria a corto
plazo, muchas veces acompafiada por
sintomas de ansiedad y depresion.

Estos sintomas aparecen  como
manifestaciones neuropsiquiatricas,

Moderada tales como alucinaciones visuales y
falsas creencias.

Esta fase final se caracteriza por
Grave signasis motoras, tales como la rigidez
motora y declinio cognitivo.

La EA ademas viene acompafiada por una pérdida gradual y progresiva de las
funciones mentales. Ello es debido a que las regiones cerebrales del hipocampo y
del parahipocampo, esenciales para el aprendizaje de nuevas informaciones, se
ven afectadas severamente por dicha patologia, siendo un signo prominente y
primario de esta enfermedad.

La enfermedad de Alzheimer es la causa mas comun de demencia a nivel mundial
entre las personas (48). Para el afio 2005 se reportaron 24 millones de pacientes y
para el afio 2010 la cifra ha aumentado de manera preocupante a 35.6 millones
calculandose que esta cifra se duplica aproximadamente cada 20 afios. Segln la
OMS para 2050 se tiene previsto un namero aproximado de 100 millones de
pacientes (un incremento de 600%) (49, 50). Los paises mas afectados son:
China, Estados Unidos, Canadd, India, Japon, Rusia, Indonesia y en general todo
Europa.

Lo mas preocupante de esta enfermedad, es el nimero de pacientes con Alzheimer
que aumentan directamente con la expectativa de vida en el crecimiento de la
poblacién (39). En Colombia para el 2020 se calcula un nimero de pacientes entre
350.000 y 400.000, con un alto grado de incidencia negativa, a nivel familiar y
econdmica (51).

Esta enfermedad fue descrita en 1907 por el medico aleman Alois Alzheimer y
tanto en Europa como en el resto del mundo se constituye en un grave problema
de Salud Publica con un alto costo economico. Es una enfermedad irreversible y
sin cura, es de dificil deteccion ya que su curso es lento pero progresivo. Se
caracteriza por desconexion en tiempo y en espacio, inicialmente imperceptibles
pero de aumento progresivo, hasta desconexién total en etapas ya avanzadas.
Posiblemente es de caracter genético con manifestacion en la siguiente o posterior
generacion. Otra caracteristica es la precocidad de su aparicién y ello, explica, en
parte, la identificacion de pacientes menores de 50 afios, tal y como sucede en
Colombia, concretamente en algunos municipios de Antioquia, siendo una de las
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principales causas, la influencia de la tecnologia, campos eléctricos y magnéticos,
radiacion electromagnética y hereditaria de la EA (51).

° Acetilcolinesterasa (AChE) y Enfermedad de Alzheimer

Las opciones terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
estan enfocadas en modificar los sistemas de neurotransmisores, en especial el
sistema colinérgico, para maximizar la actividad de las neuronas restantes (47).
Entre los diferentes tipos de medicamentos que pueden modificar la transmision
colinérgica, los farmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) son
aquellos que presentan los mejores resultados clinicos en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer. La inhibicion de la enzima AChE parece promover el
aumento de la cantidad de la acetilcolina en la sinapsis, disminuyendo o
retardando la progresion de los sintomas asociados a la enfermedad (39).

Diversos estudios reportan la capacidad de plantas con actividad de inhibicién
sobre la enzima AChE, demostrando un potencial terapéutico para el tratamiento
de procesos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer (38, 41, 46,
52). Algunos avances etnofarmacoldgicos en estudios fitoquimicos contribuyen a
la identificacion de plantas y compuestos aislados como inhibidores de AChE, y
consecuentemente conllevan al descubrimiento de medicamentos relevantes para
el tratamiento de la enfermedad (38, 53).

Actualmente, los inhibidores de AChE aprobados para el tratamiento de pacientes
con enfermedad de Alzheimer son: donipizil, rivastigmina y galantamina(54).
Esta nueva generacion de inhibidores de AChE es relativamente bien tolerada y
posee un régimen de dosis rigoroso (39). Estudios clinicos relatan algunos efectos
adversos como nauseas, vomitos, diarrea, pérdida de peso, insomnio, alteraciones
en el suefio, espasmos musculares, desmayo y fatiga (54). El donipizil y la
galantamina son inhibidores selectivos de AChE, siendo indicados para pacientes
con enfermedad de Alzheimer leve a moderada, mientras tanto algunos estudios
sugieren un pequefio beneficio en pacientes en estado mas avanzados de la
enfermedad (47).
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° Hialuronidasa y Procesos inflamatorios

Las hialuronidasas son enzimas que degradan &cido hialurénico (AH) (figura 12),
polisacarido integrante de la matriz extracelular en tejidos animales; exhiben una
elevada actividad en procesos inflamatorios cronicos tales como artritis
reumatoidea, donde la degradacion de AH esta implicada en la progresion de la
enfermedad, inhibidores selectivos de esta enzima podrian tener aplicacion
terapéutica(b5).

0 N-Acetil glucosamina Acido D-glucurdnico om=c” CHy
o=C CH,OH “MNH
OH CH,OH
. . ~CH, o L ]
Acido D-glucurdnico =) N-Acetil glucosamina

Figura 12. Estructura del acido hialurénico
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia no existen datos concretos sobre pacientes con Alzheimer, pero si
datos aproximados muestran que para el 2005: 220.000 Colombianos mayores de
60 afos sufrian algun tipo de demencia y el 70% (150.000 pacientes), padecian
de la enfermedad de Alzheimer. Y para el 2020 se calcula que: 350.000
colombianos mayores de 60 afios sufriran de algun tipo de demencia y el 74.28%
(260.000 pacientes) padecerdn de dicha enfermedad(56). Los enfermos de
Alzheimer en Colombia normalmente son declarados con demencia, ya que tratar
una persona que presente este tipo de enfermedad es sumamente costoso; ya que
una dosis de 4 mg de hidrobromuro de galantamina cuesta alrededor de 2.3
dolares y una persona necesita 2 dosis de 4 mg al dia, de por vida. Las personas
con esta enfermedad no pueden ser curadas, pero si tratadas con este tipo de
sustancia, con lo cual se mejora las condiciones de vida. En el Departamento del
Cauca, existe una gran biodiversidad, encontrandose aqui la familia
Amaryllidaceae que incluye entre sus miembros la especie Phaedranassa dubia, la
que contiene una variedad de alcaloides como galantamina y sanguinina y
licorina, los cuales son potentes inhibidores de la acetilcolinesterasa, enzima
asociada a la enfermedad de Alzheimer.

En este contexto es transcendental contribuir en la bdsqueda de nuevos
medicamentos de origen natural, no solo como inhibidores enzimaticos, sino
también como antioxidantes naturales que poseen diversos compuestos fendlicos
y nitrogenados como péptidos, aminoécidos y alcaloides; estos reaccionan con los
radicales libres evitando asi la oxidacién de biomoléculas (lipidos, proteinas y
acidos nucleicos), y de esta manera previenen la arterioesclerosis,
envejecimiento, cancer y otras enfermedades en humanos como lo es el
Alzheimer, la miastenia gravis y la miopatia.

En este contexto se plantea el estudio de la actividad antioxidante, enzimatica y
citotoxica del extracto etandlico de hojas y bulbos de P. dubia colectada en el
Departamento del Cauca, mediante ensayos complementarios in Vvitro:
atrapamiento del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH-) y atrapamiento del
radical cation é&cido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*’),
ademas el contenido total de fenoles (TPC) mediante el método Folin-Ciocalteu;
correlacionando estadisticamente el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante. Ensayos enzimaticos sobre acetilcolinesterasa, hialuronidasa,
tirosinasa, o-glucosidasa y o-amilasa. Toxicidad por bioensayo con Artemia
salina. Cuantificacion de metabolitos secundarios responsables de dicha actividad
por Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) vy
Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos
(CLAR/DAD).
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4. JUSTIFICACION

Las plantas siempre han sido de vital importancia para el hombre, supliendo
necesidades basicas como alimento y medicina. Por tal razon, se han estudiado
desde hace muchos afios, demostrando sus grandes efectos biolédgicos en la salud
humana; ya sea como reguladores, inhibidores enzimaticos, conservantes, entre
otros. En Colombia existe una gran diversidad de plantas pertenecientes a
diferentes familias, las cuales, pueden ser muy Utiles como fuente de antioxidantes
naturales.

Estudios recientes indican la implicacion crucial del estrés oxidativo causado por
el desequilibrio entre los sistemas antioxidantes y la produccion de oxidantes, en
varias etapas de la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y Parkinson ademas del céancer, problemas cardiovasculares y
desordenes inflamatorios. Muchas de estas enfermedades también son causadas
por problemas genéticos, cargas eléctricas, contaminaciones electromagnéticas y
radicales libres.

El ser humano necesita radicales libres para realizar procesos bioldgicos como lo
es el transporte de electrones, la regulacién de la presion sanguinea, el control de
las infecciones; sin embargo, la acumulacién excesiva de estos agentes en el
organismo puede provocar dafios en las células, originando degeneracion de los
tejidos, lo que conlleva al desarrollo de diferentes enfermedades. La manera mas
efectiva de evitar el dafio producido por dichos radicales es su destruccion o
estabilizacion por parte de antioxidantes.

Debido a esto en los ultimos afos, el estrés oxidativo y sus efectos adversos en la
salud humana ha llegado a ser un problema que ha despertado, gran interés en los
campos bildgico, médico, nutricional y agroquimico. De modo que para estas
areas del conocimiento, es prioritaria la busqueda y obtencion de antioxidantes de
origen natural, como alternativa de sustitucion de antioxidantes sintéticos, debido
a sus efectos nocivos para el hombre y el medio ambiente.
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5. OBJETIVOS

5.1.0Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y citotoxica del extracto etanolico de hojas y
bulbos de P. dubia (Amaryllidaceae).

5.2.0Dbjetivos especificos

Determinar cualitativamente metabolitos secundarios de P. dubia por tamizaje
fitoquimico del extracto etandlico total.

Cuantificar el contenido de fenoles totales mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteu.

Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico total de P. dubia
por los métodos colorimétricos DPPH- y ABTS*".

Determinar la actividad antioxidante de las subfracciones de P. dubia por los
métodos colorimétricos del DPPH- y ABTS*".

Determinar la actividad citotoxica del extracto etanélico de hojas y bulbos de
P. dubia mediante el bioensayo con Artemia salina.

Los siguientes objetivos no estaban previstos, pero se lograron.

>

Determinar la actividad de inhibicion enzimatica del extracto etandlico total
de P. dubia sobre las enzimas acetilcolinesterasa, hialuronidasa, tirosinasa, o-
amilasa 'y a-glucosidasa.

Determinar el contenido de compuestos fendlicos en el extracto etandlico total
de P. dubia por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de
Arreglo de Diodos (CLAR/DAD)

Determinar el contenido de compuestos nitrogenados en el extracto total de P.
dubia por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG/EM)

Determinar el contenido de Azucares libres en el extracto etandlico total de P.
dubia por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con detector de indice de
Refraccion (CLAR/IR) y Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (CG/EM)
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6. MATERIALESY METODOS

6.1. Material vegetal

Para este estudio la especie P. dubia fue colectada entre Rosas y la Sierra, Km. 7,
en Junio de 2013, a 1.833 msnm, departamento del Cauca-Colombia (figura 13)
con una temperatura que oscila entre los 12.3°C y 25.7°C, entre los 02°26°260°’
de latitud norte y 076°36°01.7" de longitud oeste, E: 16°. Presenta un régimen
pluviométrico bimodal, con un nivel anual de lluvias medias de 2119.4 mm.

El ejemplar de esta especie (pliego numero 17-169) se encuentran en el Museo de
Historia Natural, Seccion Herbario, Universidad del Cauca (Colombia).

Ocedno Pacifico

Hr  Phaedranassa lehmannii Regel o — —
@ Phacdranassa ventricosa Baker

Figura 13. Distribucion geografica de P. dubia.
Fuente: Fernando Felipe Mufioz M. Unicauca. GEA. Popayéan, Colombia (Junio 2012)

6.2. Propagacién y conservacion del material vegetal

Algunas de las especies de Amaryllidaceae se encuentran en via de extincion, por
lo tanto el grupo de Investigacion en Quimica de Compuestos Bioactivos (QCB)
estd en proceso de construccion de un banco germoplasma, para propagacion y
conservacién de plantas de esta familia botanica, incluida la especie estudiada.
Los inicios de conservacion (figura 14) se han realizado en el Departamento del
Cauca, Vereda la Rejoya, Finca la Rejoya. Universidad del cauca.
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Flgura 14, Propagacmn dela espeme P. dubla

Fuente: Fotos tomadas por el Profesor Oscar Dario Bermudez, Popayan, Cauca.
6.3. Reactivos

Etanol al 96%, hexano, Diclorometano, Acetato de etilo, Butanol, adquiridos de
J.T. Baker (Xalostoc, México). Acido (+)-tartarico, &cido clorhidrico (37%), acido
acetico glacial, acido picrico, tricloruro de antimonio, vainillina fueron adquiridos
de Merck (Darmstadt, Alemania). Nitrato de bismuto Il pentahidratado,
persulfato de potasio, el hidréxido de sodio, &cido citrico, hidroxido de potasio,
yoduro de potasio, acido borico, adquiridos de Carlo Erba (Val de Reuil, Francia).
Acido sulfurico concentrado, cloruro férrico anhidro, Sulfato ferroso
Heptahidratado, adquirido de Fisher Scientific (Nueva York, USA).Cloroformo,
adquirido de Mallinckrodt (Xalostoc, México). Gelatina, adquirida de Difco (Le
Point de Claix, Francia). Acido3,5-dinitrobenzoico, adquirido de Alfa Aesar
(Nueva York, USA). Acetatode plomo (Il) fue adquirido de Laboratorios
Biocroma (Cali, Colombia). Todos los reactivos de grado analitico.
Polietilenglicol, adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Acetato de etilo,
Acido férmico, Acido acético, Anisaldehido, Acido acético, Metanol, Acido
sulfarico, adquiridos de Vetec. Silicagel 60F254, adquirida de Merck (Darmstadt,
Alemania). Agua Ultrapura (Popayan, Colombia). Helio, Metanol, Acido
fosforico, Acetonitrilo. Todos los solventes grado HPLC. Adquiridos de J.T.
Baker (Xalostoc, México). Agua Ultrapura (Brasilia, Brasil). DPPH" (1,1-difenil-
2-picril-hidrazilo), ABTS (sal diamonica del &cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzo
tiazolin-6-sulfonico), BHT (Butilhidroxitolueno), DL-a-Tocoferol, Trolox (&cido-
6- hidroxi- 2, 5, 7, 8 tetrametilcromano- 2-carboxilico), adquiridos de Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA).Acido ascdrbico, Carbonato de sodio, adquiridos de Mol
Labs (Bogota, Colombia). Metanol, adquirido de JT. Baker (Xalostoc,
México).Cloruro de sodio, fosfato dihidrogeno de potasio, fosfato de sodio
dibésico, Cloruro de potasio, persulfato potasico, adquiridos de CarloErba (Val de
Reuil, Francia). Folin-Ciocalteau, Acido galico adquiridos por Panreac
(Barcelona, Espafia). Agua ultrapura (Popayan, Colombia). Dimetilsulfoxido,
dicromato de potasio, adquiridos de JT Baker (Xalostoc, México).Huevos de
Artemia salina, Sal marina sintética, adquirida de Quimpo (Popayan, Colombia).
Agua ultrapura (Popayan, Colombia). Acetilcolinesterasa de Electrophorus
electricus (500 U), Hialuronidasa (7900 Units/mL), Tirosinasa de cogumelo (25
KU/mL), o—Glucosidasa dasaccharomycescerevisiae (100U/mL), a-Amilasa de
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pancreas porcino (Tipo VI-B), lodato de acetiltiocolina (IATC), Albumina de
suero bovino, Eserina, Acido hialurénico, p-Dimetilamino benzaldehido, L-
Tirosina, AcidoKdjico, p—nitrofenil-a—D-glicopiranosideo, Acarbosa, Almidon,
Acido 3,5-dinitrosalicilico, adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Base
Tris, Acido clorhidrico, Cloruro de sodio, Cloruro de magnésio, Acido 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB),Acetato de sodio, Acido acético glacial, Cloruro
de calcio, Tetra borato de sodioanhidrido, Hidroxido de sodio, Acido acético
glacial, Acido clorhidrico, dimetilsulfoxido, Acido tanico, Fosfato de sodio
monobasico, Fosfato de sodiodibéasico, Bicarbonato de sodio, Tartrato de sodio y
potasio, Bisulfito de sodio, adquiridos de Vetec.Metanol, adquirido de J.T. Baker
(Xalostoc, México). Agua Ultrapura (Brasilia, Brasil).

6.4. Extraccion por el método Soxhlet

Las hojas y bulbos se cortaron en pequefios trozos y posteriormente se sometieron
a secado a temperatura ambiente. De este material seco, Se pesaron
aproximadamente 10 g y se sometieron a extraccion Soxhlet durante 48 h usando
como disolvente etanol al 96%.Culminadala extraccién, se dejo enfriar el extracto
etanolico total (ET) a temperatura ambiente y se filtro a través de papel filtro
Whatman, con el proposito de eliminar restos de solidos procedentes del material
vegetal. Una vez obtenido el extracto etandlico de las hojas y bulbos, se llevé a
sequedad mediante concentracion a presiéon reducida y luego se almacend en
frascos ambar, recubierto con papel aluminio y se guardé dentro de un desecador
para evitar su hidratacion. Con el extracto seco se realizaron los anélisis
pertinentes.

6.5. Tamizaje fitoquimico

El analisis fitoquimico se realizd en el extracto etanolico de hojas y bulbos con el
fin de identificar los metabolitos secundarios de P. dubia. En este proceso se
realizaron las pruebas para: alcaloides, cardioténicos, cumarinas volatiles,
flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos y derivados antracénicos libres, por
los métodos indicados en la tabla 5. La determinacion de estos metabolitos se
llevo a cabo por el método descrito por Dominguez (57).
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Tabla 5. Métodos empleados para la identificacion de metabolitos secundarios en

la especie P. dubia.

Prueba Ensayo en tubo Ensayo por
CCF
Alcaloides Dragendorff, Mayer,Wagner Revelada con
dragendorff
Reactivo de Baljet, Kedde,
Cardiotonicos Raymond-Marthoud, Keller —Kiliani, NR
Liebermann — Burchard, salkowski
Volatiles en papel impregnado con
Cumarinas volatiles  NaOH NR

Flavonoides

Taninos

Saponinas

Triterpenos

Derivados
antracénicos libres

(Observacion UV)

Ensayo con Mg y HCI

Ensayo con cloruro férrico, Solucién
de gelatina, gelatina y sal, sal.

Formacién de espuma

Liebermann—Burchard, Salkowski

Reaccion Bomtraeger

Revelada con
NP-PEG
NR
NR
Revelada con
solucién de

anisaldehido

NR

NR: ensayo no realizado, CCF: cromatografia en capa fina.
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6.6. Fraccionamiento mediante extraccion Liquido-Liquido

A partir del extracto etandlico total (EET), llevado a sequedad, se realizo el
procedimiento de fraccionamiento y extraccion segin se muestra en la figura 15.
Para ello, se tom6 1g de EET al cual se adicionaron 30 mL de agua destilada
(EC1). Se empled un equipo ultrasonido para su disolucion y se depositd en un
embudo de separacion. Debido a que no hubo dilucion total, se realizo la dilucién
del material no soluble con 10 mL de hexano, que se adicionaron posteriormente
al embudo de separacion. Se agité suavemente la mezcla por 2 minutos y se dejo
reposar por 5 minutos observandose la separacion de dos fases. La fase organica
se separd y se almacend en un recipiente &mbar. El procedimiento se realizé dos
veces mads con 10 mL de hexano (método de extracciones sucesivas), se
mezclaron las fracciones en hexano (Hex) y el extracto acuoso crudo (EC2), fue
sucesivamente particionado con diclorometano y acetato de etilo (de igual forma a
la particion con hexano), obteniéndose la fraccién en diclorometano (DCM), la
fraccion en acetato de etilo (AcOEt), la fraccion en butanol (BuOH) y la fraccién
acuosa (Ac) respectivamente. Cada una de las fracciones obtenidas se llevd a
sequedad y se almacend a una temperatura de 4°C. A partir de las fracciones
obtenidas y el EET, se prepararon soluciones madre de 1000pg/mL para los
andlisis de actividad antioxidante y determinacién del contenido de fenoles totales
(TPC).
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Material seco y molido

—[ Extraccion Soxhlet con EtOH 96%, 48 h. Filtracion, Evaporacion

Extracto etanélico seco

Redisolucion en agua (EET), almacenamiento 4°C, 12 h. filtracion

Extracto crudo (EC1)

Particion con hexano
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(Hex)
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Figura 15. Fraccionamiento del extracto etandlico de hojas y bulbos de P. dubia.
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6.7. Actividad antioxidante

6.7.1.Determinacion del contenido de fenoles totales mediante el método
Folin-Ciocalteu (F-C).

La determinacion se llevo a cabo mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (58). Este
método se utiliza para determinar los compuestos fenolicos totales (TPC-Total
Phenolic Compounds). Se fundamenta en una reaccion de oxidacion / reduccion
que es el mecanismo basico; gracias al caracter reductor del reactivo F-C. Se
emplea como reactivo una mezcla de acidos fosfowolfrdmico y fosfomolibdico en
medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando
Oxidos azules de wolframio (Wg0O,3) y molibdeno (MogO,3). La absorbancia del
color azul desarrollado se mide a una A de 765 nm. Para la determinacion de
compuestos fendlicos en P. dubia se empleé un estandar de acido galico y se
construy6 una curva de calibracién con disoluciones metandlicas del estandar a
diferente concentracion en un rango de valores de 15-75 pg/mL, y el valor de
absorbancia se registro en el espectrofotometro UV-vis GENESIS 6 a una
longitud de onda de 760 nm. Los analisis de las muestras se realizaron de la
siguiente manera: 2 mL de solucion acuosa del reactivo de Folin-Ciocalteu (0,2
eg/L) y 0,4 mL de solucidn etandlica del extracto, en un rango de concentracion
de 100 a 1000 pg/mL, se mezclaron y se incubaron por 5 minutos en la oscuridad.
Posteriormente se adicioné un volumen de 1,6 mL de solucion acuosa de
carbonato de sodio (75 g/L), se agit6 y se incubd en la oscuridad por una horay se
registro el valor de absorbancia a una longitud de onda de 760 nm (59). El
contenido de componentes fendlicos presentes se expres6 como miligramos de
acido galico por gramos de extracto seco. El célculo se realizdé aplicando la
ecuacion 1:

c=< L)

Donde c es la concentracién de acido galico (mg/L) en el extracto establecido por
la curva estandar y por regresion lineal, V es el volumen (mL) del extracto y m es
el peso seco en gramos del extracto etandlico de la planta.

6.7.2.Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo del radical
libre DPPH-

En este ensayo se emple6 el radical coloreado  DPPH- (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) disuelto en solucion metandlica, (60) evaluando la actividad
antioxidante total por la disminucion de la absorbancia del radical a 515 nm, que
es proporcional a los compuestos antioxidantes que contiene la muestra o patron
empleado. Se disolvieron 2.9 mg de DPPH- en 100 mL de metanol, se determind
la absorbancia y se ajusto el valor en 0.800+0.03 (A= 515 nm). La concentracion
exacta de la disolucién se calculd por interpolacién del valor de la absorbancia en
una recta de calibracion preparada con la disolucion del radical DPPH-, en un
rango de concentraciones de 2x10° M a 8x10™ M. El analisis de las muestras se
realizd de la siguiente manera: 2 mL de solucion de DPPH- se mezclo en una
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cubeta de plastico con 1 mL de disolucion metandlica de las muestras evaluadas
en un rango de concentraciones entre 10-1000 pg/mL, se agitd y se conservo a
temperatura ambiente en la oscuridad hasta efectuar la medida de la absorbancia.
Las medidas se realizaron transcurridos 15 minutos de reaccion(61).

Se prepard una curva de calibracion tomando como base una solucion de estandar
de Trolox con concentracion de 5 mM vy las concentraciones para la curva de 0,
0.25, 0.5, 1.0, 1.5 uM, se tom6 2 mL de la solucién del reactivo radical DPPH- y
se adicion6 1 mL de las soluciones preparadas, se agito y se incubo a temperatura
ambiente y en la oscuridad durante 15 minutos y se midio la absorbancia a 515
nm. Los resultados logrados a partir del analisis por el método de DPPH- se
expresaron en término del valor TEAC “Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity”. La capacidad captadora de radicales libres se calculo mediante la
ecuacion 2:

%AA — Ac_[(Afe_Ab:)_(Aie_Abe)] x 100 (2)

A.: Absorbancia del control; Ai: Absorbancia inicial; As: Absorbancia final y
Ape: Absorbancia del blanco de los extractos

El valor TEAC se determin6 por medio de la curva de calibracion Trolox
previamente nombrada, para lo cual se procedio a la realizacion de un gréafico
representando el valor de absorbancia de estandar contra concentracion del mismo
en partes por millén (ppm) y se continud con el analisis empleando el método de
regresion lineal, aplicando las ecuaciones 3 y 4:

Atrolox = m X [trolox] 3
Aextracto
TEACextracto = 0 xd (4)

m = pendiente de la curva estandar; [trolox] = Concentracion de trolox y d =
Factor de dilucion.

6.7.3.Evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo del catién
radical ABTS™

Este ensayo se llevé a cabo por colorimetria. (62) En donde el radical cation
(ABTS") se produce por la reaccion de ABTS* (2,2’ 4cido azinobis-3-etil-
benzotiazolin-6- sulfonico) con persulfato de potasio formando un radical de color
verde intenso, el cual es decolorado en presencia de compuestos antioxidantes. Se
prepar6 la disolucion en buffer fosfato (pH 7,4) del cation radical ABTS*" por
reaccion de 50 mL de una disolucion de ABTS*" en persulfato potasico (2 mM)
con 200 pL de disolucién de K,S,0g en agua deionizada (70 mM), la mezcla se
mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 horas. La disolucion
de ABTS™ preparada se diluyo con buffer hasta ajustar el valor de la absorbancia
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a 0.800+ 0.03 (A=734 nm). El analisis de las muestras se realiz6 de la siguiente
manera: 950 pL de una solucion en PBS (tampon fosfato, pH = 7.4) del cation
radical ABTS*" se mezcld en una celda de pléstico con 50 pL de una solucion
metanolica de las muestras evaluadas en un rango de concentracion entre 10-500
pg/mL de cada fraccion, se agitdé y se incub6 a temperatura ambiente y en la
oscuridad durante 5 minutos y se registro el valor de la absorbancia en el
espectrofotometro a 734 nm (61).

Se prepard una curva de calibracion tomando como base una solucion de estandar
de Trolox con concentracion de 5 mM vy las concentraciones para la curva de 0,
0.25, 0.5, 1.0, 1.5 uM, se tom¢6 950 pL de la solucién del reactivo catién radical
ABTS*" y se adicionaron 50 pL de las soluciones preparadas, se agitd y se incubo
a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 5 minutos y se midié la
absorbancia a 734 nm. Los resultados fueron convertidos a porcentaje de actividad
antioxidante (%AA) y expresados como capacidad antioxidante en pmol de
equivalentes Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico)/g de
extracto seco (TEAC). Los valores se expresaron como la media de tres réplicas.

6.8. Analisis estadistico

Los datos fueron obtenidos por triplicado, expresados como el promedio *
desviacion estandar, las diferencias estadisticas fueron establecidas por la prueba
de comparaciones multiples de Tukey en los diferentes niveles de cada uno de los
factores con un nivel de confianza del 95%. Posteriormente se realiz6 un analisis
de las correlaciones (r?) de Spearman del TPC vs la capacidad antioxidante total
medida por los ensayos DPPH- y ABTS*". Un test de ANOVA fue realizado, y las
diferencias de P< 0.05 fueron consideradas significantes. Este analisis estadistico
se desarroll6 empleando el software SPSS 11.5.

6.9. Actividad citotoxica

° Determinacion de la letalidad mediante bioensayo con Artemia salina

Este ensayo se llevd a cabo mediante la metodologia reportada en (63)
complementada mediante las pruebas de toxicidad aguda y cronica con los
protocolos de la Environmental Protection Agency (EPA) (64), del programa
Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED) (65).

Preparacion de solucion salina: Una solucion de sal marina sintética (36 g/L)
fue preparada y ajustada, con una solucion de 0,1 M de NaOH, hasta pH 8-9. Esta
solucion fue utilizada para la eclosion de los huevos de A. salina y para la dilucion
de los extractos etandlicos de hojas y bulbos de P. dubia.

Eclosién de los huevos: Los huevos de A. salina fueron incubados en solucion

salina acuosa con exposicion a luz diurna en una camara ambiental (Biotronette
Mark 111, Environmetal Chamber) por 48 horas para su eclosion.
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Preparacion de las disoluciones:Se pesaron por triplicado 10 mg de extracto
completamente seco en un recipiente previamente lavado y seco, cada pesada
correspondié a Repeticion 1, Repeticion 2, Repeticion 3, a cada repeticion se
adicion6 un volumen equivalente de DMSO en mL al peso en mg de extracto, ej.
cuando se peso6 8,3 mg de extracto se adiciond 8,3 mL de DMSO, la solucion en
este caso fuede 1000 ppm, la cual se empled como solucion madre. A partir de
esta se prepararon soluciones de: 1000, 200, 100, 50, 10 ppm.

Control positivo: se prepararon dos controles de 400 y 800 ppm con Dicromato
de Potasio y fueron sometidos a las mismas condiciones de las muestras a ser
analizadas.

Control negativo: Se realizé un blanco solo con DMSO vy otro solo con los
nauplios en agua de mar y se sometieron a las mismas condiciones de las muestras
a ser analizadas.

Bioensayo: Se transfirieron 10 nauplios a beakers con aproximadamente 2 mL de
agua de mar, posteriormente se agregé la cantidad correspondiente de las
diferentes concentraciones de extracto etandlico e inmediatamente se completd
con agua de mar a 5 mL y se procedié a tomar el tiempo, finalmente fueron
Ilevados al sitio dispuesto para la observacion, realizandose el conteo de larvas
muertas a las6 hy 24 h.

Los calculos de CLs se realizaron empleando el software Hans Dahners.

6.10. Actividad enziméatica
6.10.1. Determinacioén de la actividad de inhibicion sobre acetilcolinesterasa

Los ensayos in vitro de actividad de acetilcolinesterasa fueron desarrollados
mediante colorimetria (66). La enzima hidroliza el sustrato acetiltiocolina
resultando tiocolina, que reacciona con DTNB para producir 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina y 5-tio-2-nitrobenzoato, el cual puede ser detectado a 405 nm
(67). En una microplaca de 96 pozos se adicionaron los siguientes reactivos en
este orden: 25 pL de ATCI en agua destilada,15 mmol/L, 125 pL de DTNB en
tampon A,3 mmol/L (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, conteniendo 0.1 mol/L NaCl y
0.02 mol/L MgCl,. 6H,0), 50 pL de tampon B (50 mmol/L, pH 8, conteniendo
0.1 % albumina de suero bovino) y 25 pL de extracto vegetal en solucidn
tampon Tris 50mM, pH 8, conteniendo 10% de metanol (15,625ug/mL, 31,25
pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL). La
absorbancia fue determinada espectrofotometricamente (Lector de microplacas-
DTX 800 Multimode Detector BeckmanCoulter) a 405 nm, en seguida, fueron
adicionados 25 pL de solucion de acetilcolinesterasa y la absorbancia nuevamente
determinada. Un posible aumento en absorbancia, es debido a la hidrolisis
espontanea del sustrato, por lo tanto la absorbancia fue corregida por la
sustraccion de absorbancia antes de la adicion de la enzima por la absorbancia
después de la adicion de la enzima.
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Como control positivo de inhibicion de acetilcolinesterasa fue utilizado el
inhibidor eserina también llamado fisostigmina. La curva de respuesta para
eserina fue construida con concentraciones variando entre 7,81 y 1000,00 pg/mL.
La curva de inhibicién fue obtenida graficando el porcentaje de inhibicion versus
el logaritmo de concentracion de eserina. Los pardmetros de regresion no lineal
fueron trazados para cada curva y los valores de ICs, fueron obtenidos utilizando
el software Graph PadPrism 5.0.

6.10.2. Determinacioén de la actividad de inhibicion sobre hialuronidasa

Los ensayos in vitro de actividad de hialuronidasa fueron desarrollados por
colorimetria (25), donde la GIcNAC se reduce y se transforma sucesivamente en el
cromégeno | y 1l bajo condiciones alcalinas a 100°C, posteriormente en
cromodgeno Il por la accion de los acidos, y finalmente este cromdgeno Il
reacciona con DMAB para formar un complejo coloreado purpura, el cual se
puede detectar a 585 nm. La inhibicion de hialuronidasa se midié evaluando la
cantidad de N-acetilglucosamina liberada por el &cido hialurénico (68, 69). Se
tomo 50 pL La hialuronidasa bovina (7900 U/mL) disuelta en tampon de acetato
0.1 M (pH 3.6), y se mezclé con 50 pL de diferentes concentraciones (0.011
mg/mL a 1.428 mg/mL) de extracto vegetal solubilizado en solucién de DMSO al
10% (DMSO: tampo6n de acetato 0.1 M (pH 3.6) (1:10)). Después de 20 minutos
de incubacion a 37°C en bafio de agua, 100 pL de cloruro de calcio (12.5 mM) se
adicionaron a esta mezcla y nuevamente se incubo por 20 minutos a 37°C en bafio
de agua. Se agregaron 250 pL de hialuronato de sodio (1.2 mg/mL) y se incubo
por 40 minutos a 37°C en bafio de agua. Después de la incubacionla mezcla se
tratdé con 50 pL de NaOH 0.4 M y 100 uL de borato de sodio 0.2 M,y se incubo
por 3 minutos en bafio de agua en ebullicion. 1.5 mL de solucion de p-
dimetilaminobenzaldehido (2 g p-dimetilaminobenzaldehido, 55 mL &cido acético
glacial, 6 mL &cido clorhidrico 12 N) se afiadieron a la mezcla de reaccion
enfriada a temperatura ambiente, y posteriormente se incubo en bafio de agua a
37°C por 20 minutos hasta la generacion de color (amarillo-morado). Para el
control positivo se sustituyd la muestra de extracto vegetal por la solucién de
DMSO al 10%. La absorbancia se midié a 585 nm en un equipo UV
spectrophotometer SHIMADZU, UV 1800, JAPAN. (70) El porcentaje de
inhibicion fue calculado con la ecuacion 5:

% Inhibicion=[ 2] x 100 ©)

Al

Donde Ac es la absorbancia a 585 de control, y Am es la absorbancia a 585 de la
muestra.

Como control positivo de inhibicién de hialuronidasa fue utilizado el inhibidor
acido tanico. La curva de respuesta para acido tanico fue construida con
concentraciones variando entre 2,8 y 90,0 pg/mL. La curva de inhibicion fue
obtenida graficando el porcentaje de inhibicién versus el logaritmo de
concentracion de acido tanico. Los parametros de regresion no lineal fueron
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trazados para cada curva y los valores de ICsy fueron obtenidos utilizando el
software GraphPadPrism 5.0.

6.10.3. Determinacioén de la actividad de inhibicion sobre tirosinasa

Los ensayos de actividad enzimatica de tirosinasa fueron realizados mediante
colorimetria. (71) En microplacas de 96 pozos fueron adicionados en el siguiente
orden los siguientes reactivos: 30 L de solucidn de tirosinasa 25 U/mL, 60 pL de
solucién tampdn fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5 y 10 pL de solucién de extracto
(31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL y
2000 pg/mL). Esta mezcla fue incubada por 5 minutos a 25 °C. Posteriormente
fueron adicionados 100 pL de solucién de L-tirosina, esta reaccion fue incubada
por 20 minutos a 25°C, la absorbancia fue medida en un Lector de microplacas a
475 nm. Para el blanco de extracto, fueron utilizadas las muestras de extracto
vegetal y L-tirosina, eliminando variaciones relacionadas con la coloracion
caracteristica del extracto vegetal.

Como control positivo de inhibicion de tirosinasa fue utilizado el inhibidor acido
kojico. La curva de respuestas para acido kodjico fue construida con
concentraciones variando entre 15,6 y 1000,0 pg/mL. La solucion utilizada como
blanco de control fue preparada sustituyendo la enzima por tampoén fosfato de
sodio 50 mM, pH 6,5. La curva de inhibicion fue obtenida graficando el
porcentaje de inhibicién versus el logaritmo de concentracion de acido kojico. Los
parametros de regresion no lineal fueron trazados para cada curva y los valores de
ICso fueron obtenidos utilizando el software GraphPadPrism 5.0.

6.10.4. Determinacion de la actividad de inhibicion sobre a-glucosidasa

La actividad enzimatica de a-glucosidasa fue determinada por colorimetria, (72) a
través del p-nitrofenol (pNP) liberado a partir de p-nitrofenil-o— D-
glicopiranosideo (pNPG). Este ensayo esta basado en la determinacion de la
hidrolisis continua de p-NPG en p-NP. La formaciéon de p-NP produce una
coloracion amarilla dependiente de Na,COs, que es medida en espectrofotometro
a 405 nm. El p-NPG es utilizado como substrato para una mayor especificidad del
método de determinacion de la actividad da a-glucosidasa. En microplacas de 96
pozos, la enzima a-glucosidasa (10uL) fueron pre-incubados con 20 pL d extracto
vegetal durante 5 minutos a 25°C. Fueron adicionados 40 pL de solucion de p-
NPG (1ImM) en tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8). La reaccion fue
incubada a 37°C durante 30 minutos en bafio maria. Después de la incubacion, la
reaccion fue interrumpida por la adicién de 100 pL de solucion de bicarbonato de
sodio al 10% vy la absorbancia fue medida a 405 nm en un Lector de microplacas.
Para el blanco de extracto, fueron utilizadas las muestras de extracto vegetal y
pNPG, eliminando variaciones relacionadas a la coloracion caracteristica del
extracto vegetal y posibles variaciones relacionadas a la absorbancia de coloracién
del pNPG.
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Como control positivo de inhibicion de a-glucosidasa fue utilizado el inhibidor
acarbosa. La curva de respuestas para acarbosa fue construida con
concentraciones variando entre 15,6 y 1000,0 pug/mL. La solucion empleada como
blanco de control fue preparada sustituyendo la enzima por tampon fosfato de
sodio 50 mM, pH 6,8. La curva de inhibicion fue obtenida graficando el % de
inhibicion versus el logaritmo de concentracion de acarbosa. Los parametros de
regresion no lineal fueron trazados para cada curva y los valores de 1Cs, fueron
obtenidos utilizando el software GraphPadPrism 5.0.

6.10.5. Determinacioén de la actividad de inhibicion sobre a-amilasa

La actividad de inhibicion de la a-amilasa fue determinada mediante colorimetria.
(73) La actividad de la a-amilasa esta determinada por formacion de maltosa
resultante de la accion de esta enzima sobre el almidon presente en el medio. La
maltosa, un disacarido formado por dos moléculas de glucosa, reduce el DNS
(&cido 3,5 dinitrosalicilico) formando un producto de color naranja caracteristico
cuya absorbancia es determinada a 540 nm La a-amilasa pancreatica fue disuelta
en tampon de fosfato de sodio 20mM (pH 6,9) conteniendo cloruro de sodio 6,7
mM para obtener una solucién con concentracion de 40U/mL. Un total de 40 pL
de solucién de extracto en solvente apropiado y 100 pL de solucion de enzima
fueron incubados en bafio maria por 30 min a 25°C. Después de pre-incubado, 500
puL de pre-incubado fueron mezclados con 1 mL de almidon 1% en tampon
fosfato de sodio 20 mM (pH 6,9). La mezcla de reaccion fue entonces incubada
por 20 min a 40°C en bafio maria. La reaccion fue interrumpida con la adicion de
1 mL de solucion de DNS. Las muestras fueron entonces sometidas a ebullicion
por 5 min y enfriadas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue diluida
adicionando 9 mL de agua destilada. La actividad de a-amilasa fue determinada
por absorbancia en espectrofotometro a 540 nm.

Fueron preparadas soluciones denominadas blanco de extracto, conteniendo
solucion de almiddn, extracto vegetal y DNS, eliminando asi variaciones
relacionadas con la coloracién caracteristica del extracto vegetal, ademas
soluciones que contenian DNS y tampdn fueron utilizadas para ajustar el equipo
antes de la determinacion de absorbancia de las muestras.

Como controles positivos de inhibicion de a-amilasa fue utilizado el inhibidor
acarbosa. La acarbosa es un inhibidor de esta enzima actualmente comercializada
como medicamento en diferentes concentraciones, recomendado como patron de
inhibicion por Sigma Aldrich. La curva de calibracion para acarbosa fue
construida con concentraciones variando entre 3,9 y 125,0 pg/mL. La solucién
usada como blanco de control fue preparada sustituyendo la enzima por tampon
fosfato de sodio 20 mM (pH 6,9 con cloruro de sodio 6,7 mM). La curva de
inhibicion fue obtenida graficando el % de inhibicion versus el logaritmo de
concentracion de acarbosa. Los parametros de regresion no lineal fueron trazados
para cada curva y los valores de ICsy fueron obtenidos utilizando el software
GraphPadPrism 5.0.
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6.11. Perfil cromatografico
6.11.1. Determinacion de compuestos nitrogenados por CG/EM.

Se emple6 un Cromatdgrafo de gases Agilent, modelo 6890, acoplado a un
Espectrometro de Masas de impacto electrénico (CG/EM) (modelo 5975) el cual
opera a 70 eV a una temperatura de 230%C en la fuente ionica, Columna: DB-5
MS. Con una temperatura de 280°C en el inyector y el flujo de Helio fue de 0.8
mL/min. Adicionalmente se utiliz6 el modo de dilucién (split) en una proporcion
1:20. Para la obtencion de los datos espectrales se utilizo el software AMDIS
2.64 (NIST), atil en la verificacion de pureza de las sefiales y el calculo de indices
de retencion de kovats (IRK).

Rampa de temperatura programada:

a) un aumento inicial desde 100°C hasta 180°C (15°C/min.)
b) un minuto a 180°C

¢) un aumento desde 180°C hasta 300°C (5°C/min.)

d) un minuto a 300°C.

Los resultados obtenidos fueron comparados con la base de datos existente en el
Departamento de Productos Naturales, Fisiologia Vegetal y Edafologia, Facultad
de Farmacia de la Universidad de Barcelona(74, 75).

6.11.2. Determinacion de compuestos fenélicos por CLAR-DAD

Se utiliz6 un Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion con Detector de Arreglo
de Diodos (CLAR-DAD) modelo Hitachi, incluyendo horno, inyector automatico,
bomba e integrador, Columna LiChroCART 150-4,6 purospher STAR RP-18e
(5um) con una pre columna LiChroCART 4-4,6 purospher STAR RP-18e (5um).
Las muestras se disolvieron en metanol grado analitico (Img/mL) previo a su
analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR). Condiciones del
analisis cromatogréfico:

Flujo: 0.6 mL/min

Tiempo de analisis: 55 min

Fase movil: Solucion al 1% de acido fosforico (Bomba A) y acetonitrilo (Bomba
B) y sistema de elucién por gradiente (tabla 6).

Temperatura: 35°C

Volumen de inyeccion: 10 pL

Intervalos de analisis: 230 a 400 nm.

Los datos fueron cuantificados a 280 y 354 nm.
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Tabla 6. Gradiente de elucion para el analisis por CLAR-DAD

Tiempo Solucién de acido Acetonitrilo Flujo
(min) fosforico al 1% (%) (%) (mL/min)
0 90 10 0.6
40 70 30 0.6
50 50 50 0.6
51 90 10 0.6
55 90 10 0.6

6.11.3. Determinacion de azucares libres por CLAR-IR

Para este analisis se empled un Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion con
Detector de indice de refraccion (CLAR-IR) modelo Hitachi, incluyendo horno,
inyector automatico, bomba e integrador, Columna LiChroCART 250-4
LiChrosppher 100 NH, (HP 5 pm) con una pre-columna LiChroCART 4-4,6
Purosher STAR RP 18e (5 um).

Las muestras se disolvieron en solucion de metanol grado analitico (1mg/mL)
previo al andlisis por CLAR. Condiciones del analisis cromatografico:

Flujo: 1 mL/min

Fase movil: Una mezcla de acetonitrilo: agua ultrapura en proporcion 80:20
(bomba A) en sistema isocratico

Temperatura: 30°C

Volumen de inyeccion: 10 pL
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Tamizaje fitoquimico y extraccion

Los rendimientos de la extraccion provenientes de las hojas y bulbos de P. dubia
se presentan en la anexo 1(tabla 1).

El porcentaje de materia extractable obtenida de las hojas fue mayor con los
diferentes solventes empleados, en comparacion con la obtenida a partir de
bulbos, siendo el extracto etanolico total (EET) y la fraccion Ac, los que
presentaron mayor porcentaje de extraccion (figura 16). Para las hojas y bulbos
los resultados se expresaron en porcentaje en peso con respecto al material vegetal
seco.
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Figura 16. Porcentajes de extraccion del extracto etandlico total (EET) y las
subfracciones obtenidas de las hojas y bulbos de P. dubia.

% extraccion

El tamizaje fitoquimico se realizd6 con el fin de identificar los metabolitos
secundarios presentes en el extracto etandlico total de hojas y bulbos de P. dubia,
evidenciandose reaccién positiva frente a las pruebas cualitativas para alcaloides,
que en este caso, son aquellas que confirmaron lo mencionado por algunos
autores, (76) donde realizaron un estudio sobre alcaloides presentes en P. dubia.
Ademas, se corrobor6 asi el hecho que por tratarse de una especie de
Amaryllidaceae presenta alcaloides. Adicionalmente, se determind la presencia
de otro tipo de especies quimicas como cardiotonicos, saponinas, triterpenos y
flavonoides, siendo este ultimo importante exponente en el campo de los
antioxidantes de origen natural. Las pruebas colorimétricas para la identificacion
de dichos metabolitos se realizaron empleando diferentes métodos (anexo 1, tabla
2)

Algunos de los resultados anteriores se corroboraron mediante cromatografia en
capa fina con revelacion quimica, manifestando resultados positivos para
alcaloides, compuestos fendlicos y triterpenos, tanto en hojas como en bulbos
(tabla 7). En el analisis de alcaloides (anexo 1, grafica 1), se encontraron cuatro
tipos de posibles alcaloides para los bulbos, y tres para las hojas. La
determinacion de compuestos fendlicos permitié establecer que los bulbos
presentan cuatro tipos y las hojas tres (anexo 1, grafica 2). Para los triterpenos, en
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las hojas se encontraron cuatro clases de compuestos y en los bulbos tres (anexo
1, grafica 3).

Tabla 7. Compuestos presentes en el extracto etandlico proveniente de hojas y
bulbos de P dubia determinados por tamizaje fitoquimico de acuerdo a la
metodologia propuesta por Dominguez (57).
Prueba Ensayo en Numero de Ensayo por CCF
tubo compuestos (RF)

Hojas Bulbos Hojas Bulbos Hojas Bulbos

Alcaloides 0,11 0,14
+++ +++ 3 4 0,66 0,27
0,97 0,56
0,94
Cardioténicos  ++ ++ NR NR NR NR
Cumarinas - - NR NR
volatiles
0,45 0,42
Flavonoides +++ ++ 3 4 0,58 0,50
0,75 0,58
0,67
Taninos - - NR NR NR NR
Saponinas + + NR NR NR NR
0,018 0,091
Triterpenos + ++ 0,27 0,45
4 3 0,45 0,97
0,95
Derivados
antracénicos - - NR NR NR NR
libres

Interpretacion de resultados: (-) ausencia del metabolito, (+) poca presencia del metabolito, (++)
moderada presencia del metabolito, (+++) alta presencia del metabolito. NR: no realizado
Ry.  distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién

distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente.
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7.2.  Actividad antioxidante
7.2.1. Contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu.

Las sustancias fenolicas se han reconocido por su aporte a la actividad
antioxidante de los materiales vegetales. Debido a lo anterior, se determind el
contenido de fenoles totales (TPC) en los extractos empleando el método de
Folin-Ciocalteu. El contenido de compuesto fendlicos presentes en hojas y bulbos
de P. dubia fue expresado como miligramos equivalentes de acido galico por
gramo de extracto seco (mg EAG/ g ES), empleando la curva de calibracion del
estandar de acido galico (figura 17). EI TPC para el extracto proveniente de las
hojas de P. dubia estuvo en el rango de 69,524+ 0,300 a 152 + 0,450 mg EAG/g
ES (tabla 8). Aunque en la fraccién de Hex fue menor comparado con la fraccion
de BuUOH, el TPC (152,000 % 0,450 mg EAG /g ES) fue casi dos veces mayor que
la fraccion de Hex (69,524+ 0,300 mg EAG/g ES). De acuerdo a los resultados
obtenidos, los compuestos de origen fendlicos presentes en las hojas son de origen
medianamente polar a polar, para las demas fracciones el TPC en orden
descendente tiene el siguiente comportamiento: BuOH > AcOEt > Ac > EET >
DCM > Hex.

Para los bulbos el TPC para la fraccion de BuOH (84,364+0,519 mg EAG/g ES)
fue aproximadamente dos veces mayor que la fraccion Ac (35,359+0,541 mg
EAG/g ES) y mayor que la fraccion de Hex (50,165+0,654 mg EAG/g ES),
indicando que los compuestos responsables de dicha actividad son de origen
medianamente polar a apolar, para las demas fracciones se encontrd que el TPC
varia descendentemente de acuerdo a la polaridad de la siguiente manera: BUuOH >
AcOEt > DCM > Hex > Ac > EET.
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Figura 17. Valores de absorbancia determinados para acido galico en diferentes
concentraciones, empleadas en la construccion de la curva de calibracién para la
determinacion del TPC segun el método Folin-Ciocalteu, donde Y=0,0077x +
0,0812, r*=0,9978
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Tabla 8. Contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu y actividad antioxidante estimada mediante los métodos DPPH y ABTS en
el extracto etandlico total y diferentes fracciones provenientes de hojas y bulbos de P. dubia, expresados como mas o menos la desviacion

estandar (xDS).
Folin-Ciocalteu DPPH ABTS
Fraccion HOJAS BULBOS HOJAS BULBOS HOJAS BULBOS
EAG* TEAC** %AA TEAC** %AA TEAC** %AA TEAC** %AA

ETT 104,670+0,541 22,880+0,200 72,281+0,287 66,233+0,990 34,230+0,049 20,868+0,850 386,520+4,530 36,314+0,474 130,860+1,100 23,240+0,231
Ac 132,670+0,794 igggg 65,827+0,197 57,511+2,264 45,940+0,303 33,608+1,675 302,250+1,580 27,487+0,166 181,790+1,24 33,911+0,259
BuOH 152,000+0,450 56,242+0,346 84,582+0,192 81,663+0,230 46,154+0,695 35,634+0,833 723,210+0,802 71,583+0,084 307,660+1,070 60,280+0,224
AcOEt 146,760+0,654 52,260+0,346 70,995+0,044 65,388+0,053 52,508+0,251 42,903+0,586 681,660+0,000 67,230+0,000 296,800+1,160 58,006+0,243
DCM 87,238+0,750 44,179+0,265 36,520+0,000 24,094+0,000 79,965+0,000 76,132+0,000 219,750+3,880 18,844+0,406 278,100+3,590 54,088+0,753
Hex 69,524+0,300 33,443+0,436 38,064+0,748 25,944+0,896 83,579+0,000 80,462+0,000 146,800+2,120 11,204+0,222 163,520+1,060 30,083+0,221
AA NR NR 100,700+0,010 97,887+0,105 100,700+0,010 97,887+0,105 513,140+4,460 49,577+0,468 513,140+4,460 49,577+0,468
o-T NR NR 99,969+0,184 95,386+0,283 99,969+0,184 95,386+0,283 605,220+5,270 59,223+0,552 605,220+5,270 59,223+0,552
BHT NR NR 63,810+0,274 50,304+2,992 63,810+0,274 50,304+2,992 733,91+0,270 72,703+0,024 733,910+0,270 72,703+0,024

*= mg EAG/g ES, **= umol trolox/g ES, EAG: equivalentes de &cido galico, TEAC: capacidad antioxidante equivalente a trolox, ES: extracto seco, % AA: porcentaje de
actividad antioxidante, pmol: micromoles, ETT: extracto etandlico total, Ac: acuosa, BUOH: butanol, AcOEt: acetato de etilo, DCM: diclorometano, Hex: hexano, AA: acido
ascorbico, a-T: tocoferol, BHT: butilhidroxitolueno, trolox: acido-6- hidroxi- 2, 5, 7, 8 tetrametilcromano- 2-carboxilico, g: gramos, DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazil),
ABTS: 2.2” acido azinobis-3-etil- benzotiazolin-6- sulfénico, NR: No realizado.
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En las fracciones obtenidas a partir de hojas y bulbos a medida que aumenta la
polaridad del solvente de Hex a BUOH, aumenta el TPC. Con relacién al TPC, las
fracciones provenientes de hojas mostraron una marcada diferencia respecto a las
obtenidas de bulbos; ya que los valores de TPC para las fracciones extraidas de
hojas fueron entre dos y cuatro veces mayores que los valores estimados para
fracciones provenientes de bulbos (figura 18). Con base en esta observacion, se
podria esperar que las fracciones provenientes de hojas presenten mayor actividad
antioxidante que las fracciones provenientes de bulbos.
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Figura 18. TPC (mg EAG/g ES) determinados a una concentracion de 1000 ppm
para el extracto etandlico total (ETT) y las fracciones de hojas y bulbos de P.
dubia, obtenidos mediante el método Folin-Ciocalteu.

Los valores de TPC determinados para extractos provenientes de hojas y bulbos
de P. dubia, no se pudieron comparar con los de otra especie de la familia
Amaryllidaceae, dado que no se encontr6 en la literatura estudios similares con
especies de esta familia, por lo que se realizd6 una comparacion con el valor
estimado para Calophyllum genus, donde emplearon el mismo método usado en el
presente estudio. (77) Al comparar los resultados, se encontré que el TPC en el
extracto etanodlico total de hojas de P. dubia (104,670+0,541 mg EAG/g ES), es
aproximadamente la mitad del TPC reportado para el extracto metandlico total de
C. genus (249,000 * 15,400 mg EAG/g ES), el resultado obtenido para las hojas
de P. dubia es medio, y el TPC depende de la especie investigada y de la
polaridad del solvente de extraccion. Al realizar la comparacion respecto a los
bulbos, este valor confirma que el TPC en el extracto etandlico total de bulbos de
P. dubia es relativamente bajo (34,320+0,300 mg EAG/g ES).
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7.2.2. Actividad antioxidante determinada por el método del 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH)

El DPPH- es usualmente empleado como sustrato para evaluar la actividad
antioxidante de compuestos que tienen la capacidad de captar radicales libres. En
este ensayo se determind la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de
hojas y bulbos de P. dubia. Los resultados fueron obtenidos empleando una curva
de calibracién trolox (figura 19), expresados como TEAC (umol trolox / g ES), en
donde los extractos mostraron una favorable actividad inhibidora del radical
DPPH-.
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Figura 19. Valores de absorbancia determinados para trélox en diferentes
concentraciones, empleadas en la construccion de la curva de calibracion para la
determinacion del TEAC segun el método DPPH-, donde (Y= 5,5604x — 18,725
R?=0,9953)

En este estudio se emplearon antioxidantes sintéticos como BHT, AA y o-T,
siendo estos dos ultimos los que presentan mayor capacidad antirradicalaria con
respecto al DPPH-. La capacidad antioxidante para las dos muestras estudiadas en
solventes de diferente polaridad, se encontré en un rango de 84,582+0,192 a
34,230+0,049 umol trolox / g ES. En las hojas las fracciones BUuOH, EET, AcOEt
y Ac fueron las que presentaron mayor actividad antioxidante (tabla 8),
sobresaliendo la fraccion de BuOH (84,582+0,192 pmol trolox / g ES) e
indicando que los compuestos responsables de dicha actividad son polares a
medianamente polares, estos podrian ser de naturaleza fendlica como flavonoides.
El analisis de varianza realizado permitié establecer que existen diferencias
significativas (p < 0.05) y correlacion positiva entre las fracciones estudiadas (r’=
0,501). Al comparar estos resultados con los obtenidos para el AA se observa que
las hojas son una buena fuente de compuestos antioxidantes, ya que los valores
entre AA (100,700+0,010 pumol trolox / g ES) y la fraccion con mayor actividad
antioxidante difieren muy poco.
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La actividad antioxidante del extracto etandlico y las subfracciones provenientes
de bulbos, mostré que la fraccion de Hex (83,579+0,000 pumol trolox / g ES) es la
que presenta mayor capacidad antioxidativa comparada con las demaés fracciones
(Hex > DCM > AcOEt > BuOH > Ac > EET), indicando que los compuestos
responsables de dicha actividad son de origen apolar a medianamente polar. El
andlisis de varianza aplicado indico que existen diferencias significativas (p <
0.05) y correlacion negativa entre las fracciones estudiadas (r*= -0,807), indicando
que a medida que aumenta la polaridad del solvente, disminuye el contenido de
compuestos con actividad antirradicalaria. Al realizarse la comparaciéon de los
resultados obtenidos para la fraccion con mayor actividad, respecto al a-T
(99,969+0,184 pmol trolox / g ES) se observd que los resultados difieren muy
poco y se encuentran directamente relacionados entre si, debido a que los
compuestos presentes en la fraccion de Hex y el o-T son de origen apolar.

En las hojas se observo que para el extracto etanolico total (EET) vy las fracciones
Ac, BuOH y AcOEt, la actividad antirradicalaria fue mayor que en los bulbos, y
las fracciones de DCM y Hex mostraron que dicha actividad se invierte, siendo la
de los bulbos dos veces mayor (figura 20).
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Figura 20. TEAC (umol trolox/g ES) a una concentracion de 730 ppm para el
extracto etandlico total (ETT) y las fracciones de Hojas y Bulbos de P. dubia,
obtenidos mediante el método DPPH-.

En el estudio realizado sobre el contenido de fenoles y actividad antioxidante de
C. genus (77), esté directamente relacionado con los resultados obtenidos para las
hojas de P. dubia, encontrandose que las fracciones de BUOH y AcOEt, muestran
comportamientos analogos para ambas especies e indicando la fraccion de BuOH
como la mas promisoria para la obtencion de metabolitos con alta actividad
antioxidante.
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7.2.3. Actividad antioxidante determinada por el método del 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (ABTS*").

Otro de los meétodos utilizados para determinar la capacidad de un antioxidante
para captar radicales libres, y aplicable tanto a antioxidantes lipofilicos como
hidrofilicos, es el protocolo de decoloracion del cation radical ABTS*". Este
método es uno de los méas aplicados porque se considera un protocolo de elevada
sensibilidad, practico, rpido y muy estable (78). Los resultados obtenidos para las
muestras estudiadas se expresaron en TEAC (umol trélox/g ES) empleando una
curva de calibracion trolox (figura 21). Los extractos totales y fracciones
procedentes de las hojas y bulbos revelaron una alta capacidad antirradicalaria,
ante el cation radical ABTS, con valores de TEAC en el rango de 723,210+0,802
a 146,800+2,120 umol trolox/g ES y 307,660+1,070 a 163,520+1,060 pmol
trolox/g ES, respectivamente (tabla 9). La fraccion de BUOH obtenida de hojas y
bulbos es la que presenté mayor actividad, lo que esta directamente relacionado
conel TPC.

Trolox
100~

Absorbancia
N (o)} (o]
T <@ 2

N
T

o

50 100 150
Concentracion (ppm)

o

Figura 21. Valores de absorbancia determinados para trolox en diferentes
concentraciones, empleadas en la construccion de la curva de calibracion para la
determinacion del TEAC segun el método ABTS*", donde Y= 0,838x- 4,1743
R%=0,9944

Los extractos totales provenientes de hojas y bulbos de P. dubia y sus diferentes
fracciones, presentaron un comportamiento similar al ser evaluada la actividad
antioxidante por este método, siendo mayor la actividad en el extracto total y
fracciones de hojas. Para las fracciones (Ac, BUOH y AcOEt) obtenidas a partir de
las hojas, los valores son dos veces mayor con respecto a las fracciones (Ac,
BuOH y AcOEt) provenientes de bulbos (figura 22). Estos resulatados indican que
los compuest