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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis doctoral se realizo el estudio fitoquimico, farmacolégico
y biotecnoldgico de la planta medicinal Phlegmariurus taxifolius. Es importante mencionar que
existen pocos estudios del género Phlegmariurus, y de manera mas limitada estudios
cientificos de la planta P. taxifolius. Aunado a esto, la planta es de lento crecimiento, (tardando
hasta 15 afios) ademas de que se encuentra en peligro vulnerable de extinciéon segun la UICN.
En este trabajo se desarrolla un método de desinfeccion de explantes de los frondes de P.
taxifolius, un método sumamente dificil de conseguir y por tal razén existen pocos trabajos
reportados al respecto. También se desarrolla un método para la generacion y propagacion in
vitro de callos de la planta Phlegmariurus taxifolius para la produccién de los metabolitos de
interés con actividad anticolinesterasica como la Huperzina A. Es importante resaltar que
significo un gran logro conseguir la generacion de callos de este género, debido a que se trata
de una planta inferior, la cual es muy dificil su propagacion in vitro y por lo tanto la induccion a
callogénesis. Como se menciond, esta planta es un potencial candidato para la produccién de
huperzina A y alcaloides activos obtenidos a partir del cultivo in vitro de callos. En estudios
fitoquimicos previos se identifico que esta planta es productora de este alcaloide. Estos fueron
realizados en el Laboratorio de Investigacion de Plantas Medicinales del Centro de
Investigaciones en Biotechologia de la Universidad Autdbnoma del Estado de Morelos. El
presente trabajo desarrolla un método biotecnoldgico para la generacion y produccion de callos
de la especie Phlegmariurus taxifolius a partir de explantes axénicos. En este trabajo se
muestra la formulacion de un medio éptimo que permitié la callogénesis mediante el disefio
experimental Plackett-Burman, utilizando el medio de cultivo vegetal en medio B5 modificado
y enriquecido. Se seleccionaron los fitorreguladores adecuados para inducir callogénesis en
Phlegmariurus taxifolius y su concentracion 6ptima, asi como el ajuste del pH idéneo y las
condiciones de luminosidad, lo que permiti6 la generacion de callos viables y friables.
Adicionalmente se evalud la actividad farmacolégica anticolinesterasica de fracciones del
extracto alcaloideo. En relacion al estudio fitoquimico de la planta silvestre, se aislaron y
purificaron compuestos mayoritarios llegando a la propuesta estructural de un compuesto

novedoso para esta planta, se trata de un triterpeno del tipo serratano.



1. INTRODUCCION

La demencia es un sindrome que actualmente afecta la capacidad para procesar
pensamientos de 46 millones de personas en el mundo, ademas de que la enfermedad de
Alzheimer es una de las formas mas comunes, siendo responsable de entre un 60 y un 70%
de los casos. En este tipo de demencia el deterioro cognitivo progresivo es superior al
observado en el envejecimiento y se estima que entre un 5y 8% de las personas con 60 afios
0 mas lo padece en algin momento determinado. Este Gltimo se relaciona con la pérdida de
la memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprension, el célculo, la capacidad de
aprendizaje, el lenguaje y el juicio, asi como con la falta de control emocional, social y
motivacional. De acuerdo con los datos reportados por World Alzheimer Report 2015 (ADI
Report, 2015), se calcula que cada 20 afios este niumero duplicara ocasionando que la cifra
aumente a 131.5 millones para el afio 2050.

Una de las dificultades mas importantes en el control de la enfermedad de Alzheimer
es su diagnostico temprano, ya que los sintomas clinicos relacionados con su patologia
(deterioro cognitivo) pueden ser visibles una vez que el dafio neuronal progresivo antecede
hasta con dos décadas de su comienzo. Esta circunstancia hace imposible la recuperacion de
las funciones neuronales afectadas, y su control continla siendo incierto debido a que su
etiologia es multifactorial (por riesgos genéticos defectos en el gen ApOE4 o mutaciones en
presenilinas 1 y 2,) (Gandia et al., 2006), disminucion de acetilcolina, por acumulacién de
placas seniles (compuestas principalmente de péptido B-amiloide fibrilar y neuritas distréficas)
y por acumulacién de ovillos neurofibrilares (compuestos de proteina TAU hiperfosforilada).
Todos estos factores conllevan a la pérdida de las sinapsis y eventualmente la muerte neuronal
(Gandia et al., 2006).

Hasta el momento, los farmacos actuales contra el Alzheimer sélo han conseguido
disminuir su sintomatologia, tratando de suplir el déficit colinérgico, disminuir la agregacion del
péptido B-amiloide y la proteina TAU hiperfosforilada, asi como la inflamacion y el estrés
oxidativo. Otro dato adicional es que desde el afio 2006 no han surgido nuevos farmacos

aprobados por la FDA para el tratamiento del la EA.

En recientes investigaciones enfocadas en la busqueda de un tratamiento mas efectivo
para el Alzheimer, el metabolito secundario denominado huperzina A presente en plantas y

hongos endéfitos, ha demostrado ser una molécula efectiva para su tratamiento, ya que



presenta multiples actividades biolégicas relacionadas con la patologia de la enfermedad (anti-
B-amiloide, anti-proteina TAU, anticolinesterasica, antiinflamatoria y antioxidante, entre otras).
No obstante, su forma de obtencién y el costo de este compuesto contindia siendo un reto
biotecnoldgico, por lo que, hoy en dia se realizan esfuerzos relacionados con el mejoramiento

de su accesibilidad y asequibilidad.

Phlegmariurus taxifolius es considerada una fuente prometedora de huperzina A, ya
gue de estudios fitoquimicos realizados en nuestro grupo de trabajo (Laboratorio de
Investigacion de Plantas Medicinales del Centro de Investigaciones en Biotecnologia de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM)) se ha logrado identificar este
metabolito a partir de la preparacion de extractos alcaloideos (Soto, 2016). En este sentido, el
presente trabajo tuvo como objetivo establecer una linea celular de P. taxifolius productora de
huperzina A a partir de la induccion de callos friables con diferentes sistemas de cultivo,
fitorreguladores, condiciones de pH, luz y oscuridad. Uno de los beneficios importantes
obtenidos en este trabajo fue la generacién de callos friables con una velocidad de crecimiento
mayor al observado en la planta silvestre, ya que esta puede tardar hasta 15 afios en crecer.
Al mismo tiempo, las células en suspension de este tejido indiferenciado (callos friables) ofrece
un sistema de cultivo in vitro biotecnoldgico ventajoso para la produccion del alcaloide

huperzina A.

2. ANTECEDENTES
2.1 El papel de la medicina tradicional y las plantas en el descubrimiento de farmacos
La naturaleza ha sido una fuente de productos medicinales durante milenios, con
muchos medicamentos Utiles desarrollados a partir de fuentes vegetales. A lo largo de los
siglos, los humanos han confiado en la naturaleza para atender a sus necesidades basicas,
entre las cuales se encuentran los medicamentos para el tratamiento de un amplio espectro
de enfermedades. Los sistemas basados en plantas contindan desempefiando un papel
esencial en la atenciébn médica, y su uso por diferentes culturas ha sido ampliamente

documentado.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé en 1985 que aproximadamente el
65% de la poblacion mundial dependia predominantemente de medicamentos tradicionales
derivados de plantas para su atencion primaria de salud, razén por la cual los productos

vegetales juegan un papel importante en la medicina, aunque de manera mas indirecta. Una



encuesta de compuestos puros derivados de plantas utilizados como medicamentos en los
paises que albergan Centros de Medicina Tradicional de la OMS indic6 que, de 122
compuestos identificados, el 80% se utilizaron para los mismos fines etnomédicos o
relacionados y se derivaron de solo 94 especies de plantas. Sin embargo, la diversidad
estructural no es la Unica razon por la que los productos naturales son de interés para el
desarrollo de farmacos. Una caracteristica adicional importante es que a menudo poseen
actividades bioldgicas altamente selectivas y especificas basadas en mecanismos de accion.
En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en las terapias alternativas y el uso
terapéutico de productos naturales, especialmente los derivados de plantas. Los compuestos
fitoquimicos se consideran ingredientes, que pueden comercializarse de muchas maneras
diferentes. Pueden ser alimentos convencionales, suplementos dietéticos, medicamentos,
cosmeéticos o dispositivos médicos, dependiendo de los atributos del producto terminado
(Puglia et al., 2016: Hoffman et al., 2015).

Los gobiernos, las agencias internacionales y las corporaciones estan buscando
hierbas medicinales prometedoras y productos nhaturales como fuente rica de nuevos
compuestos farmacoldgicos y un nimero notable de nuevas entidades quimicas aprobadas en
los dltimos 20 afios han sido productos naturales de moléculas pequefias (Puglia et al.,2016).
México es un pais multifacético y heterogéneo con alta riqueza cultural y cuenta con el 10 al
12% de la biodiversidad del mundo. Este pais ocupa el cuarto lugar en la variedad de plantas
vasculares con aproximadamente 31,000 especies diferentes; de este recurso mas de 3350

forman parte de la flora medicinal (Mata et al., 2019: Bye & Linares 2016)

En México ocurre concomitantemente una pérdida de biodiversidad, sobreexplotacion,
biopirateria y regulaciones limitadas sobre el uso de plantas medicinales, que son los
principales impedimentos para el crecimiento de la medicina herbal como una industria
nacional importante. Por lo tanto, la investigacion actual sobre plantas medicinales también
debe incluir cuestiones de conservacion y la busqueda sostenible de productos naturales
bioactivos basados en el conocimiento tradicional, la regulaciéon y el control de calidad de las
especies mas importantes. Estas son cuestiones esenciales para el crecimiento de un uso

racional de la medicina a base de hierbas (Mata et al., 2019; Soria & Fuentes 2016).



2.2. Productos naturales como fuentes naturales clasicas:

La excepcional complejidad y diversidad molecular de los productos naturales se ha
destacado siendo aun mas notable el hecho de que estos recursos naturales Unicos han sido
poco estudiados. A pesar de la intensa investigacion de la flora terrestre, se estima que solo
el 6% de las aproximadamente 300,000 especies (algunas estimaciones son tan altas como
500,000 especies) de plantas superiores han sido sistematicamente investigadas,
farmacologicamente, y solo un 15% fitoquimicamente. (Cragg & Newman, 2013).

Los productos naturales, a menudo definidos como compuestos derivados de fuentes
naturales que poseen actividades biolégicas, han sido histéricamente una fuente clave e
inspiracion de medicamentos y lo siguen siendo hasta el dia de hoy (Xie et al., 2015). Si bien
los productos naturales pueden presentar enormes oportunidades y beneficios en términos de
novedad, potencia y selectividad del blanco, también pueden estar asociados con desafios
como la solubilidad, la estabilidad y el aislamiento. La historia de los productos naturales en la
medicina nos ensefia que estos problemas pueden superarse con frecuencia. El éxito y el
progreso continuos requeriran una cooperacion interdisciplinaria, un sentido renovado de
invencién creativa y experimentacion, y una voluntad de enfrentar el desafio de hacer que
estos medicamentos "dificiles de formular" sean eficaces para los pacientes necesitados
(Press et al., 2019). Los productos naturales son una fuente prolifica para el descubrimiento
de farmacos (Newman & Cragg 2014) y los métodos tradicionales solo han producido
productos naturales conocidos, lo que desafortunadamente indica la necesidad de nuevos

métodos que puedan descubrir nuevos productos naturales. (Ren et al., 2017).

Las fuentes naturales son un elemento integral de la atencion médica alternativa y el
mejor testimonio de su eficacia. El valor cultural es la persistencia de las plantas medicinales
en los mercados mexicanos actuales, donde se vende el mayor porcentaje de plantas
medicinales y aromaticas. Durante mas de 100 afios, los investigadores han explorado la flora
medicinal mexicana desde los puntos de vista etnobotanico, antropolégico, quimico,
farmacoldgico y biotecnoldgico; en algunos casos se han realizado algunas investigaciones
clinicas (Mata et al., 2019; Alonso et al., 2017). Los productos naturales se han utilizado en la
medicina tradicional en toda la historia de la humananidad. Con sus derivados, los productos
naturales comprenden mas de un tercio de las nuevas entidades moleculares (NME)
aprobadas por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) (Press

et al., 2019; Patridge et al., 2015). Algunos desafios estan asociados con muchos productos



farmacéuticos derivados de productos naturales, como las propiedades de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion deficientes y la estabilidad inadecuada. Esto es, a
primera vista, contradictorio, ya que uno de los atractivos de los productos naturales como
medicamentos es que uno esperaria que tales compuestos hayan evolucionado en la
naturaleza para ser estables en los sistemas biol6gicos y alcanzar su blanco de manera
eficiente para inducir efectos biolégicos. Sin embargo, la evolucién de tales compuestos en los
sistemas vivos ha generado moléculas exquisitamente disefiadas para alcanzar sus objetivos
por una ruta particular de suministro y a una concentracién local efectiva durante un tiempo
especifico, que puede no traducirse facilmente en una dosificacion oral en una tableta (Press
et al., 2019; Ertl 2017).

Solo se ha explorado una pequefia fraccion de la inmensa diversidad del metabolismo
de las plantas para la produccion de nuevos medicamentos y otros productos importantes para
el bienestar humano. La investigacion se esta expandiendo rapidamente hacia mayor nimero
de especies que para el descubrimiento de metabolitos bioactivos. La explotacion de estos
recursos se lleva a cabo a través de la bioquimica sintética interdisciplinaria para disefiar vias
en los sistemas de plantas y microorganismos para mejorar la produccion de medicamentos
existentes y para crear bibliotecas de productos biolégicamente activos que pueden ser
seleccionados para nuevas aplicaciones de farmacos. La vasta biodiversidad quimica del
mundo vegetal ha sido explotada durante miles de afios por las culturas humanas para prevenir
el dolor, producir placer, usar en ceremonias religiosas y curar diversas enfermedades

humanas (De Luca et al., 2012).

2.2.1 Plantas medicinales y sus metabolitos secundarios

Las entidades quimicas responsables de la actividad biolégica en las plantas son
pequefias moléculas organicas que a menudo se forman en un nimero limitado de especies
vegetales, un género, una sola familia o algunas familias. El hecho de que la mayoria de las
moléculas individuales estén restringidas en su distribucién a un grupo taxondémico particular
ha llevado a su clasificacion tradicional como metabolitos "secundarios” o mas recientemente
"especiales" (De Luca et al.,, 2012; Schilmiller et al.,, 2008) para diferenciarlos de los
metabolitos "primarios" presentes en todas las plantas vivas. La entrega tradicional de tales
remedios es a través del consumo de plantas terapéuticas como alimentos 0 como
formulaciones botanicas que son componentes de farmacopeas tradicionales en todo el mundo
(De Luca et al., 2012).



Se puede hacer referencia a los metabolitos secundarios como sustancias organicas
gue se encuentran en las plantas, los cuales no tienen un papel definido en los procesos de
respiracion, asimilacion y transporte. Ademas, no todos los metabolitos secundarios se
encuentran en todas las plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades a partir del
metabolismo primario y no de forma generalizada; puede estar a menudo su produccion
restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies
(Robles et al.,, 2016). Sin embargo, a pesar de producirse en las plantas en pequeias
cantidades, algunos productos de este metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas
especificas que intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas, actuando como
atrayentes y repelentes de animales, proporcionando a la planta sabores amargos,
haciéndolas indigestas o venenosas frente a diferentes depredadores. También tienen un
importante valor medicinal, econémico, en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica
(Avalos & Pérez 2009). Como ejemplos de estos metabolitos se encuentran los compuestos

fendlicos, cumarinas, saponinas, esteroides y alcaloides, entre otros (Robles et al., 2016).

Histéricamente se sabe que los metabolitos secundarios son los componentes activos
de muchas medicinas tradicionales y han recibido atencidon continua por sus amplias
actividades farmacologicas y / o bioldgicas, que pueden ser de gran valor terapéutico y
potencial en el mercado. Al darse cuenta del potencial terapéutico inherente de los productos
naturales, se ha hecho un gran esfuerzo en su estudio, del cual un niamero considerable de
compuestos bioactivos se han aislado e investigado cada afio, compilando un vasto recurso
para futuras investigaciones. Mientras tanto, se reconoce que los productos naturales y sus
derivados representan mas de la mitad de los medicamentos aprobados por la FDA, y
continban siendo fuentes ricas para el descubrimiento de medicamentos. Sin embargo, los
datos muestran que, incluso a medida que la tecnologia se desarrolla y la inversion aumenta
sustancialmente, las aprobaciones de nuevos medicamentos a partir de productos naturales
no han aumentado en consecuencia, 1o que deja a la industria farmacéutica convencional
inesperadamente desinformada (Xie et al., 2015).

En contraste, los desarrollos cientificos en los paises industrializados han llevado a la
identificacion de los componentes activos individuales involucrados en las plantas y a la
produccion de medicamentos de un solo ingrediente a través de la sintesis quimica. Hoy, casi
el 25% de las medicinas modernas se derivan de la naturaleza, muchas de las cuales se
derivan de usos tradicionales. A lo largo del siglo XX, los medicamentos con ingredientes

Unicos definidos a partir de extractos naturales fueron reemplazados cada vez mas por



moléculas sintéticas, que ahora se usan predominantemente en naciones ricas Yy
cientificamente avanzadas. Los paises en desarrollo, que comprenden el 80% de la poblaciéon
mundial, dependen principalmente de remedios etnoboténicos. Los productos farmacéuticos
mas importantes comercialmente relevantes que se derivan de las plantas (Tabla 2.1) estan

valorados en mas de $ 25 mil millones (EE. UU.) por afio (De Luca et al., 2012).

Tabla 2.1 Farmacos de origen vegetal con mayor valor econémico (De Luca et al., 2012).

Analgesicos L Anti- Anti- :
D Antiamibico : : : . Antigota
antitusivos colinesterasico hipertensivo
Codeina Morfina : .Atr.opn?a . -
. Emetina Hiosiamina Reserpina Colchicina
Capsaicina :
Escopolamina
. . . . - Depresor . .
Antimalarico | Antineoplasico Afrodisiaco P . Cardiotonico
cardiaco
Campotecina
Artemisina Vinblastina L
. . L A Digoxina
Quinina Vincristina Yoimbina Quinidina S
. . Digitoxina
Quinoleina Taxol
Podofilotoxina
Inhibidor . . Contraceptivos : .
. Colinergico Emeticos Laxativos
Colinesterasa Hormonales
Fisostigmina Diosgenina
Galantamina . g : Heccogenina Ipecac Senosidos Ay B
Pilocarpina .
Estigmasterol
Anestesico Relajante .
Dejar de fumar
Local Muscular
Cocaina Tubocuranina Nicotina

2.2.2. Plantas Medicinales y sus usos en diversos padecimientos
La busqueda de metabolitos bioactivos del reino vegetal ha proporcionado muchos

productos naturales de beneficio terapéutico. A pesar de que solo entre el 5% y el 15% de las



250,000 especies de plantas estimadas han sido seleccionadas como productos naturales,
aproximadamente el 50% de todos los medicamentos derivados de productos naturales se
obtienen de fuentes botéanicas. Analgésicos como la aspirina y la morfina, antipalidicos como
la quinina y la artemisinina, y los agentes anticancerigenos como el paclitaxel y la vincristina
son ejemplos bien conocidos de medicamentos derivados de plantas. La lycophyta Huperzia
serrata se ha utilizado durante siglos en la medicina popular china para el tratamiento del
Alzheimer, la contusion, la tensién, la hinchazén y la esquizofrenia. En 1986, Liu et al
informaron que el aislamiento del alcaloide (-)-huperzina A de los extractos de esta planta, el
cual era el responsable de dicha actividad biolégica. La enfermedad de Alzheimer (EA) es una
enfermedad neurolégica degenerativa que afecta a mas de 46 millones de personas alrededor
del mundo (Tun y Herzon 2012). La EA es un trastorno progresivo e identificado como un
importante problema de salud a nivel mundial. Las personas con EA y sus cuidadores se ven
afectados a nivel personal, emocional, financiero y social. Debido a su impacto significativo y
su gran carga para el individuo, las familias de los pacientes y la sociedad, es muy necesario
buscar objetivos terapéuticos de retencion rentables a largo plazo (Manoharan et al., 2016).
La EA representa el tipo de demencia mas comun en los adultos mayores y cursa con una
alteracion grave en la memoria y en la funcionalidad de los pacientes. Debido a la importancia
de esta enfermedad y el aumento de su frecuencia en la morbilidad, es vital revisar su
patogenia, el impacto como principal tipo de demencia en el mundo e investigar sus posibles

tratamientos terapéuticos.

2.3 La Demencia en el Mundo.

La poblaciéon mundial que envejece actualmente comprende casi 900 millones de
personas, la mayoria de las cuales viven en paises relativamente pobres. El costo mundial
estimado de la demencia asciende a US $ 818 mil millones. (Liang et al., 2018; Mortby et al.,
2018). La demencia es una enfermedad neurodegenerativa, con diversas causas, que afecta
progresivamente la memoria, el pensamiento y la habilidad para realizar actividades de la vida
diaria y conduce a un estado de discapacidad y dependencia. El aumento en la incidencia de
esta enfermedad hace de las demencias un problema nacional de salud prioritario, para el que
debemos tomar medidas urgentes que permitan el desarrollo y la implementacién de
estrategias enfocadas a la prevencién y reduccién de factores de riesgo, al diagndstico
oportuno, al tratamiento médico integral, asi como a intervenciones sociales y psicoldgicas que

cuenten con algun nivel exitoso de evidencia (Guitierrez et al., 2017) .



Como se mencioné anteriormenete la demencia es un sindrome progresivo
caracterizado por el deterioro de la funcibn cognitiva o la capacidad para procesar
pensamientos. En este sindrome se puede observar la afectacion de la memoria, el
pensamiento, la orientacion, la comprension, el calculo, la capacidad de aprendizaje, el
lenguaje y el juicio. No obstante, la conciencia no llega a ser afectada durante las primeras
etapas de la patologia. La demencia puede resultar abrumadora no solo para quienes la
padecen, sino también para sus cuidadores y familiares, esto debido a que la falta de
concientizaciéon y comprensién de la demencia, puede causar estigmatizacion y ser un
obstaculo para la llegada oportuna a los servicios de diagnostico y atencién. El impacto de la
demencia en los cuidadores, la familia y la sociedad puede ser de caracter fisico, psicolégico,
social y econOmico, actualmente es considerada una de las principales causas de
discapacidad y dependencia entre las personas de la tercera edad de todo el mundo. Sin
embargo, su desarrollo no necesariamente se relaciona con el envejecimiento, ya que puede
ser causada por diversas enfermedades y dafios cerebrales primarios o secundarios, como los
accidentes cerebrovasculares y la EA (OMS, 2017).

Antes de su inicio, la demencia afecta a cada persona de manera diferente,
dependiendo del impacto de la enfermedad y la personalidad del sujeto. Los signos y sintomas
relacionados con la demencia pueden describirse en tres etapas: temprana, intermedia y
tardia. La etapa temprana a menudo pasa desapercibida y dentro de los sintomas se puede
observar: la tendencia al olvido, pérdida de la nocién del tiempo, desubicacién espacial (incluso
de lugares conocidos). Por otro lado, en la etapa intermedia los signos y sintomas son mas
limitantes y se comienza con el olvido de acontecimientos recientes y los nombres de las
personas. Al mismo tiempo, los enfermos se encuentran desubicados en su propio hogar;
presentan dificultades para comunicarse; necesitan de ayuda con el aseo y cuidado; y
presentan cambios de comportamiento relacionados con conductas repetitivas (dar vueltas por
la casa o preguntar lo mismo una y otra vez). Posteriormente en la etapa tardia, la
dependencia y la inactividad son casi totales. Las alteraciones de la memoria son graves y los
sintomas y signos fisicos son aun mas evidentes. Dentro de estos Ultimos se incluye una
creciente desubicacion en el tiempo y en el espacio, dificultades de reconocimiento de amigos
y familiares, mayor necesidad para el cuidado personal y dificultad para caminar, asi como
alteraciones en el comportamiento que pueden exacerbarse y desembocar en agresiones
(OMS, 2017).

Las formas de la demencia son multiples y diversas y frecuentemente coexisten formas

mixtas. Dentro de las formas de mayor incidencia se encuentran la demencia vascular, la



demencia por cuerpos de Lewy (agregados anormales de proteinas en el interior de las células
nerviosas) y un grupo de enfermedades que pueden contribuir a la demencia fronto temporal
(degeneracion del I6bulo frontal del cerebro). Sin embargo, la enfermedad de Alzheimer es la
forma mas comun de demencia representando entre un 60% y un 70% de los casos (OMS,
2017). La demencia a nivel mundial ha alcanzado a afectar cerca de 46.8 millones de personas,
de las cuales alrededor del 60% viven en paises de ingresos bajos y medios como México.
Cada afio se registran cerca de 10 millones de nuevos casos y se prevé que el nimero total
de personas con demencia alcance los 82 millones en 2030 y 131.5 millones en 2050. Hasta
el momento, no existe ningln tratamiento que pueda curarla o revertir su evolucion progresiva.
Sin embargo, numerosos tratamientos aun en procesos de investigacion ya se encuentran en
etapas clinicas. En este sentido, algunas intervenciones pueden mejorar la vida de las
personas con demencia como su diagndéstico precoz a partir de biomarcadores para posibilitar
un tratamiento. Por ejemplo, los biomarcadores de los procesos patogénicos de la enfermedad
de Alzheimer participan de manera importante en su diagnéstico y como herramientas para
identificar, monitorear y detectar potenciales farmacos y sus efectos secundarios. Estos
incluyen el analisis de liquido cefalorraquideo (LCR) para isoformas de tau y -
amiloide; mediciones de resonancia magnética (MRI) de atrofia cerebral; y técnicas de
tomografia por emisién de positrones (PET) para el metabolismo cerebral y el depésito de
amiloide-B (Hampel et al., 2010; Oviedo et al., 2016).

Actualmente, la OMS reconoce a la demencia como una prioridad de salud publica y
en mayo del 2017, la Asamblea Mundial de la Salud respaldé el Plan de accién mundial sobre
la respuesta de salud publica a la demencia 2017-2025. El Plan es un marco integral de
referencia para las instancias normativas; los asociados internacionales, regionales y
nacionales, y la OMS en las siguientes esferas: la evaluacion de la demencia como prioridad
para la salud publica; la concientizacién y la puesta en marcha de iniciativas para satisfacer
las necesidades de las personas afectadas; la reduccion de riesgos; el diagnéstico, el
tratamiento y la atencién; los sistemas de informacién; el apoyo a los cuidadores, y la
investigacion y la innovacion. Las Directrices de la OMS para la reduccion del riesgo de
deterioro cognitivo y de demencia ofrecen recomendaciones basadas en datos cientificos
sobre intervenciones que reducen los factores de riesgo modificables de la demencia, como el
sedentarismo y las dietas malsanas, asi como sobre problemas de salud relacionados con la
demencia, como la hipertension y la diabetes. La demencia es una de las enfermedades
prioritarias del Programa de Accion Mundial para Superar las Brechas en Salud Mental
(mhGAP, por sus siglas en inglés), un instrumento que pueden utilizar los médicos de
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cabecera, sobre todo en los paises de ingresos bajos y medianos, para atender directamente
a las personas con trastornos mentales, neuroldgicos o relacionados con el uso de sustancias.

2.3.1 Epidemiologia de la Demencia a nivel mundial y nacional
2.3.1.1 Envejecimiento poblacional mundial y nacional

Entre 2015 y 2030, se prevé que haya un incremento de 56% en las personas de 60
afios o0 mas a nivel mundial, pasando de 901 millones (M) a 1 400M; y para el afio 2050 se
estima que se duplicara, llegando a casi 2 100 M. A su vez, el nUmero de personas del estrato
mas envejecido (80 afios y mas), esta creciendo proporcionalmente mas rapido que el resto
del nimero de adultos mayores; las proyecciones indican que en 2050 habra 434 M de
personas pertenecientes a este grupo, lo que equivale a mas del triple de los que hay
actualmente (125 M). Se prevé que el crecimiento global de la poblacion de 60 afios y mas
sucedera de manera diferencial; asi, en los proximos 15 afios el nimero de personas mayores
en América Latina y el Caribe tendra un aumento de 71%, seguido por Asia (66%), Africa
(64%), Oceania (47%), América del Norte (41%) y Europa (23%). En México este grupo
poblacional pasara de tener 12 M de adultos mayores en 2015, a 22 M para 2030 y a 40 M
para 2050, lo que representa inicialmente 11.2%, 16.8% en 2030 y la cuarta parte del total de
la poblacién en 2050 (Gutierrez et al., 2017).

En 1990 la esperanza de vida en México era de 70 afos, se espera que para 2020 sea
de 76 afios y de 77.2 para 2030, es importante mencionar que el afio pasado 2019 la
esperanza de vida fue 75.1 segun la CONAPO. Los andlisis por sexo proyectan que, en estos
mismos afios, las mujeres alcanzaran una esperanza de vida de 78.4 y 79.5 afos,
respectivamente, mientras que para los hombres se estima en 73.7 para 2020 y 75 afios para
2030. La piramide poblacional actual presenta una cuspide cada vez mas ancha. De acuerdo
con datos reportados por el Instituto Nacional de Geografia y Estadistica entre los afios 2000
y 2010, la poblacién de adultos mayores creci6 a una tasa anual de 3.8%. En 2010, el Censo
de Poblacién y Vivienda arrojé6 que hay 10,055,379 adultos mayores de 60 afios, lo que
corresponde a 9.06% de la poblacién; en la encuesta intercensal 2015, se contaron
119,530,753 habitantes, de los cuales 12,436,321 tienen 60 afios y mas (10.4%). En la
actualidad se calcula que en nuestro pais existen mas adultos mayores de 60 afios que nifios
de 0 a 4 afios y se prevé que esta proporcion se duplique para 2029 (Guitierrez et al., 2017).
El primer bono demografico en México se agotara en el afio 2030 y con esto habra un aumento
porcentual de ancianos con respecto al 2010 donde se duplicara la cantidad de este grupo
etario. De este modo, ocurrira entonces un aumento de las personas con demencia que

pudiera ser desmesurado. En este sentido, se ha calculado que partiendo del 2010, cada 20
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afos, el nimero acumulado de personas con demencia se duplicara en el mundo. En 2015,
se calculd que existian 46.8 millones de personas con demencia a nivel mundial y esta cifra
se casi duplicara cada 20 afios. Se estima que para 2030, sean 74.7 millones y en 2050, sea
131.5 millones quienes sufren demencia. Gran parte de este crecimiento de prevalencia se
producira en paises emergentes y en vias de desarrollo. En el 2015, aparecieron 9.9 millones
de casos de demencia en todo el mundo, uno cada 3 segundos (ADI Report 2015; GPC IMSS
2017)

2.3.2 Costos Demencia en poblacional mundial y nacional

Para 2009, Wimo et al. estimaron el costo social mundial de la demencia con base en
una poblacion total de 34.4 millones de personas con demencia, que alcanzé los 422 billones
de ddlares, de los cuales 34% (142 billones de ddlares) representan cuidado informal, es decir,
el realizado en casa por familiares y otras personas cercanas a la persona con demencia.
(Guitierrez et al., 2017). En 2010, la ADI (Alzheimer's Disease International) estimé el costo
global de la atencion de la demencia, incluida la atencion informal de familiares y cuidadores,
en $ 600 mil millones. Los costos de atencién en Europa y América del Norte representaron el
70% de esta carga. Durante décadas, la demencia ha sido una de las enfermedades mas caras
en los Estados Unidos en términos de costos totales para la economia; el costo anual de la
atencion formal para la demencia excede los gastos directos de atencion médica para
enfermedades cardiacas o cancer. Se proyecta que para 2040, casi 10 millones de
estadounidenses tendran demencia, incluido el 50% de los mayores de 80 afos. (Kogan &
Jeong 2018). En el caso de México, segun una primera estimacién de los costos unitarios de
atencion a la demencia, siguiendo la trayectoria de atencién recomendada por la ADI y
asumiendo 10% de adultos mayores con diagnostico de demencia, el costo de atencion reportd
un gasto de 3 millones de dolares para 2015, equivalente a 0.010% del presupuesto del sector
salud y 0.0003% del producto interno bruto (PIB) (Guitierrez et al., 2017).

2.4 Alzheimer como principal forma de Demencia

Los sintomas de la enfermedad de Alzheimer fueron identificados por Emil Kraepelin y
la neuropatologia caracteristica fue observada por primera vez en 1907 por Alois Alzheimer,
guien trabajaba en el laboratorio de Emil. La enfermedad en su conjunto, fue descubierta por
Kraepelin y Alzheimer; sin embargo, dada la importancia que Kraepelin daba a las bases
neurologicas de desoérdenes psiquiatricos, decidi6 nombrar la enfermedad en honor a

Alzheimer. Esta enfermedad clinico-patolégica degenerativa crénica y progresiva, se presenta
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con deterioro de: la memoria, la orientacion, el habla y otras funciones relacionadas con la
personalidad y la capacidad visual-espacial. Esta demencia se caracteriza en general por fallo
en la consciencia en combinacion con amiloidosis cerebral; cambios fibrilares intraneuronales;
pérdida neuronal y sinaptica; y deficiencias en los neurotransmisores (Hampel et al., 2010). La
enfermedad de Alzheimer es una enfermedad cerebral degenerativa y la causa mas comun de
demencia algunos consideran que comprende 70% -90% (Kogan & Jeong 2018) y en otros
estudios se ha estimado entre 60-70% de todos los casos (AD Report 2019). Se caracteriza
por una disminucion de la memoria, el lenguaje, la resolucién de problemas y otras habilidades
cognitivas que afectan la capacidad de una persona para realizar actividades cotidianas
(Kogan & Jeong 2018).

2.4.1 Epidemiologia de la Enfermedad de Alzheimer (EA)

Se estima que 44 millones de personas tienen EA en todo el mundo (2015 & 2019 AD
Report). Se ha observado que la incidencia de la enfermedad de Alzheimer aumenta a medida
gue la poblacién crece y la vida promedio se alarga. La incidencia de la enfermedad de
Alzheimer se duplicara en todo el mundo para el afio 2050. Todos los estudios sobre la
incidencia de demencia y de EA en particular coinciden en mostrar que se trata de una
patologia que aumenta con la edad y que presenta un patron de crecimiento exponencial
(Figura 2.1) a partir de los 65 afios (Garre 2018).
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Figura 2.1 Estimacion de la incidencia de demencia en mayores de 60 afos (adaptado de Alzheimer’s
Disease International 2015, Garre 2018).
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La enfermedad de Alzheimer y otras formas de demencia siguen siendo un problema
de salud desafiante en todo el mundo, especialmente entre los ancianos en los paises en
desarrollo. Se ha sefialado que la prevalencia especifica de edad de la enfermedad de
Alzheimer se duplica cada 5 afios en las personas mayores después de los 65 afios. Los
estudios epidemioldgicos han informado que la incidencia de la enfermedad de Alzheimer en
los paises en desarrollo fue del 3 al 4%. La incidencia de la enfermedad de Alzheimer en
personas mayores de 65 afios en areas urbanas de China fue de entre 3.5 y 4.8%, siendo que
Wimo & Prince (2017) sefialaron que la prevalencia de demencia aumentara a 65,7 millones
para 2030 y a 115,4 millones para el afio 2050. La incidencia de la demencia aumenta de la
cifra actual de 25 millones a 30 millones para el afio 2020 (Rodriguez et al. 2014; Manoharan
et al., 2016). La incidencia de demencia en India y América Latina rural fue aproximadamente
una cuarta parte de las tasas de incidencia en paises europeos, siendo la enfermedad de
Alzheimer la causa mas comun (Aprahamian et al. 2013). Otros estudios basados en la
poblacién en Europa sugirieron que la prevalencia estandarizada por edad en personas
mayores de 65 afios es del 6.4% de la demencia y del 4.4% de la enfermedad de Alzheimer.
En los EE. UU., el estudio de una muestra representativa nacional de personas mayores de
70 afos arrojé una prevalencia de la enfermedad de Alzheimer en un 9,7%. (Manoharan et
al., 2016). Por otro lado, De acuerdo con un metaanalisis de 157 estudios epidemioldgicos
realizados entre 1980 y 2009 en el mundo, la prevalencia de demencia se sitla, dependiendo
de la zona geogréfica, entre el 5-8% para mayores de 60 afios, muestra un patron de
crecimiento exponencial con la edad, doblandose cada cinco afios aproximadamente, y un

predominio del sexo femenino (Figura 2.2) (Garre 2018; Prince et al., 2015).

Las tasas de mortalidad y supervivencia globales y especificas son indicadores
epidemiolégicos muy relevantes desde una perspectiva de salud publica para monitorizar la
salud de las poblaciones y describir las consecuencias negativas de las enfermedades a lo
largo del tiempo, y contribuyen en la planificacién de los recursos sanitarios. De acuerdo con
los resultados del Global Burden Disase Study, la EA y las otras demencias son un grupo de
enfermedades que durante el periodo 1990-2013 escalé un mayor nimero de posiciones entre
las 50 principales causas de mortalidad (Christopher & Murray 2015). Actualmente no hay
dudas sobre el hecho de que la demencia incrementa el riesgo de mortalidad, y disponemos
de informacion robusta con relacion a la demencia en general y segin su gravedad. Sin
embargo, la supervivencia tras el diagnéstico es muy variable, oscila de media entre 1,1y 8,5
afios (Garre 2018).
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Figura 2.2 Estimacion de la prevalencia de demencia en mayores de 60 afios (tomado de Garre 2018).

La EA representa actualmente una emergencia social y de salud toda vez que implica
no solo la progresion clinica para el paciente sino también las consecuencias en el costo
humano y economico. El costo de los cuidados a largo plazo, las hospitalizaciones
recurrentes, ademas de los costos secundarios derivados por los cuidados como dias
laborales perdidos y consecuencias médicas psiquiatricas de los cuidadores, son solo algunos
de los problemas socio-econdmicos que provoca esta entidad (Alzheimer Association Report,
2016). Se ha calculado el costo anual per capita en México de $6,157 ddlares para el cuidado
de una persona con demencia. El gasto catastréfico para la atencion de una persona con
demencia como la EA, puede mermar hasta el 60 % del presupuesto familiar (ADI, 2015; GPC
IMSS 2017).

2.4.2 Descripcién de la Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo grave, crénico y
progresivo asociado con el deterioro de la memoria y la cognicién que conduce a la muerte
(Akram & Nawaz 2017). La EA es uno de los trastornos mas complejos y heterogéneos

patolégicos y se caracteriza por la presencia de placas seniles (acumulaciones esféricas de
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proteinas B-amiloides), ovillos neurofibrilares (compuestos de filamentos helicoidales
emparejados y otras proteinas), deterioro de la memoria y capacidad cognitiva. Este trastorno
neurodegenerativo progresivo se identifica como un importante problema de salud en casi
todos los paises. Si bien la demencia se reconoce como las primeras caracteristicas clinicas,
la recuperaciéon de recuerdos distantes se conserva relativamente bien en el curso de la
enfermedad. Una vez que la demencia progresa, es mas comun el deterioro adicional de la
capacidad cognitiva, como la capacidad de calcular y la capacidad de usar objetos y
herramientas comunes (Manoharan et al., 2016).

2.4.3 Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Alzheimer

Es una enfermedad clinico-patolégica degenerativa crénica y progresiva que se
caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria y funciones cognitivas. Se presenta
deterioro a nivel de memoria, orientacion, habla, y otras funciones relacionadas con la
personalidad y capacidad visual-espacial (Cascales & Gonzalez 2009).
En resumen, la EA clinicamente se caracteriza de manera principal por deterioro de la
memoria, afasia, discapacidad, discapacidad visual, disfuncién ejecutiva y personalidad, y
cambios de comportamiento. Los pacientes que padecen EA tienen una baja capacidad de
autosuficiencia, y su enfermedad impone una gran carga a sus familias, cuidadores, sistema
de salud e incluso a la sociedad. (Liang et al., 2018). Adicionalmente el dafio neuronal
eventualmente afecta partes del cerebro que permiten a una persona realizar funciones
corporales basicas como caminar y comer. Las personas en las etapas finales de la
enfermedad estdn en cama y requieren atencion las 24 horas. La enfermedad de Alzheimer
es en Ultima instancia fatal (2015 y 2019 AD Report). El cerebro con enfermedad de Alzheimer
muestra mdltiples caracteristicas patologicas, que incluyen placas amiloides, ovillos
neurofibrilares, niveles elevados de productos finales de glicacion avanzada y su receptor,
dafio oxidativo e inflamacion. El cerebro de la enfermedad de Alzheimer se caracteriza
predominantemente por la presencia de placas seniles y nudos neurofibrilares, que se cree

gue juegan un papel central en la cascada inflamatoria (Manoharan et al., 2016).

2.4.4 Sintomas

Casi el 60% al 70% de los casos de demencia crénica explican la EA. Se han
categorizado tres fases clinicas de EA como fase pre-sintomatica, fase pre-demencia y fase
de demencia clinicamente definida. El sintoma principal de esta enfermedad es la pérdida de

memoria a corto plazo y, con la gravedad cada vez mayor de la enfermedad, conduce a la
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disminucion del comportamiento cognitivo de la persona afectada (Shakir et al., 2013). Aunque
la mayoria de las investigaciones recientes se centran principalmente en la enfermedad de
Alzheimer de aparicion tardia (LOAD), las investigaciones recientes también han comenzado
a centrarse en la enfermedad de Alzheimer de aparicion temprana (EOAD) (Méndez, 2012).
La EA se considera la forma neurodegenerativa mas comun de demencia mientras que la
apatia se considera uno de los sintomas mas persistentes de la EA y sigue siendo el sindrome
neuropsiquiatrico mas comun en todo el estado enfermo. Otra dificultad que enfrentan los
pacientes con EA es el problema de comunicacién que se caracteriza por la disminucion del
nivel de vocabulario y fluidez de las palabras. Se ha encontrado que algunos pacientes
afectados desarrollan algunos sintomas delirantes junto con la incontinencia urinaria (Akram
& Nawaz 2017).

En la enfermedad de Alzheimer, los sintomas se desarrollan lentamente y empeoran
gradualmente con el tiempo. Los principales sintomas incluyen (Manoharan et al., 2016;

Alzheimer Association Report 2015):

. Pérdida de la memoria que interrumpe la vida diaria.

. Dificultad para completar tareas familiares en casa, en el trabajo o en el tiempo libre.
. Confusion con el tiempo o el lugar.

. Problemas para comprender imagenes visuales y relaciones espaciales.

. Dificultad para recordar eventos recientes.

. Defecto en el comportamiento y las habilidades de pensamiento.

. Problemas con el lenguaje, nuevos problemas con las palabras al hablar o escribir.

. Extraviar cosas y perder la capacidad de volver sobre los pasos.

© 00 N O 00~ W DN PP

. Cambios en el estado de animo y la personalidad, incluidas la apatia y la depresion;
confusién, irritabilidad, agresiéon y pérdida de memoria a largo plazo.

10. Deterioro en el aprendizaje y el recuerdo de la informacién recientemente aprendida.

11. Diferencias culturales en la busqueda de palabras.

12. Agnosia de objetos, reconocimiento facial deteriorado y alexia.

13. Problemas en el Razonamiento, juicio y desafios en la planificacion o resolucién de
problemas.

14. Retiro del trabajo o actividades sociales.
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2.4.5 Estadios de la enfermedad de Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer se desarrolla 0 avanza de manera gradual. El modelo de
siete etapas de la enfermedad de Alzheimer se representa de la siguiente manera:
Etapa 1 Sin deterioro
Etapa 2 Deterioro minimo / olvido normal
Etapa 3 Deterioro cognitivo precoz confusional / leve
Etapa 4 Confusion tardia / enfermedad de Alzheimer leve
Etapa 5 demencia temprana / enfermedad de Alzheimer moderada
Etapa 6 demencia media / enfermedad de Alzheimer moderadamente grave

Etapa 7 Demencia tardia o severa y falta de crecimiento

2.4.6 Generalidades de la Patogénesis de la EA

Esta enfermedad afecta los tres procesos que mantienen las neuronas sanas:
comunicacion, metabolismo y reparacion. Ciertas células nerviosas dejan de funcionar, pierden
conexiones con otras células nerviosas y finalmente mueren. La destruccion y muerte de estas
células nerviosas causa el fracaso de la memoria, cambios de personalidad, problemas en la
realizacién de actividades diarias y otras caracteristicas de la enfermedad (GPC IMSS, 2017).
En la actualidad, se han identificado las caracteristicas patolégicas de la EA; inicialmente se
desarrollan placas de [(-amiloide en el hipocampo, una estructura cerebral que ayuda a
codificar los recuerdos, y ademas en otras areas de la corteza cerebral que participan en el
pensamiento y la toma de decisiones. La acumulacién de placas de $-amiloide precede al inicio
clinico de la EA. Asimismo, las neuronas sanas tienen una estructura de soporte interna
parcialmente formada por estructuras llamadas microtibulos. Estos microtibulos actian como
vias, guiando nutrientes y moléculas desde el cuerpo de la célula hasta los extremos del axén
y la espalda. Un tipo especial de proteina, llamada proteina tau, se une a los microtdbulos y
los estabiliza (Lakham, 2017). En la EA, la proteina tau sufre un cambio quimico y se acopla
con otros hilos de proteina tau, enredandose entre si, formando los ovillos neurofibrilares.
Cuando esto sucede, los microtibulos se desintegran, colapsando el sistema de transporte de
la neurona y provocando primero el mal funcionamiento en la comunicacién entre neuronas y
mas tarde en la muerte de las células. Los ovillos neurofibrilares, la pérdida de neuronas y la
pérdida de sinapsis acompafian a la progresion del deterioro cognoscitivo. A la fecha se
desconoce si las placas provocan la EA o si son un subproducto del proceso de esta
enfermedad. Adicionalmente se ha encontrado una disminucién de la acetilcolina (GPC IMSS,
2017).
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2.4.7 Mecanismo Molecular (Fisiopatologia)

Segun lo descrito por Alois Alzheimer, las caracteristicas fisiopatologicas de la EA se
caracterizan por la generacion de placas AB (Abeta: B-amiloide) y NFT en la corteza cerebral
y dieron lugar a arteriosclerosis cerebral en las células nerviosas cerebrales responsables de
la pérdida de memoria. En la etapa progresiva de AD, estas fibras amiloides se agruparan
alrededor de los vasos sanguineos y, como resultado, el suero sanguineo se escapa al espacio
cerebral causando hemorragia intercerebral, accidente cerebrovascular y muerte. Hay
diferentes hipotesis, se resumen conceptos y teorias de AD y adn la fisiopatologia de AD

todavia no se reconoce por completo.

2.4.8 Teorias de la EA

2.4.8.1 Factores involucrados en la teoria quimica

2.4.8.2 Defectos en la funcion mitocondrial. Defectos en la funcion mitocondrial.
El mecanismo de las neuronas piramidales deficientes en enzimas mitocondriales establece
gue los defectos en la funcién mitocondrial pueden causar ADNmt (mutante) en el hipocampo,

responsable de disminuir el nivel de varios neurotransmisores en la EA (Moreira et al., 2010).

2.4.8.3 Exceso de productos quimicos toxicos. Las sustancias toxicas como pesticidas,
aditivos alimentarios, contaminacion del aire, iones metalicos y algunos compuestos son
responsables de la EA. Los iones metalicos trazados como aluminio, plomo y pesticidas como
DDT y DDE (un metabolito de DDT) mejoran el desarrollo de proteinas amiloides responsables
de enfermedades neuroldgicas. Las nitrosaminas, los quimicos / fertilizantes a base de
nitrégeno y los conservantes de alimentos, también son agentes causales de dafio
neurologico, enfermedades relacionadas con la insulina, enfermedades cardiovasculares
causando EA (DeKosky y Gandy, 2014).

2.4.8.4 La contaminacién del aire. Hoy en dia, la contaminacion del aire es una causa
importante que produce enfermedades neurolégicas. Preclinicamente, se informa el desarrollo
de placas AR en el cerebro de ratones cuando se exponen a nanoparticulas de niquel en
aerosol, un componente de la contaminacién del aire. Se ha informado de demencia severa a

altos niveles de humo de segunda mano (Moulton y Yang, 2012).
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2.4.8.5 Teoria genética

Mutaciones en los cromosomas 1, 14 y 21 se encuentra en la EA y el 10% de EA de aparicion
temprana (EOAD) se relaciona a mutaciones en el cromosoma 14, mientras que las
mutaciones en el cromosoma 12 también se vincularon efectivamente con EA con aparicion
tardia (LOAD). Hasta ahora, APP, PS1 y PS2 se han identificado como genes mutantes en
EOAD, mientras que APOE se han identificado genes mutantes en LOAD (Tang y Gershon,
2003). Actualmente, las asociaciones genéticas representan aproximadamente el 50% de la
poblacién que es vulnerable a la EA

2.4.8.6 Generacién de anticuerpos por teoria autoinmune.
La sobreexpresion de autoinmunidad de una manera incorrecta afecta sus propios tejidos y
generan anticuerpos de sus propias células, lo que puede causar un aumento en la produccién

de AB y por ende de las placas para matar las células cerebrales en EA (Klein, 2002).

2.4.8.7 Teoria del virus lento

El virus del herpes y la clamidia se han identificado como un agente causante de la EA; ya que
producen placas AB pegajosas y proteinas T (tau) mal plegadas en el cerebro y, por lo tanto,
bloquean las neuronas para comunicarse entre si. Esto puede conducir a la pérdida de
memoria y al deterioro cognitivo. El virus del herpes también dafia el SNC y el sistema limbico
en el cerebro que regula los cambios de humor, instinto y personalidad debido a la mutacion
de APOEe4 (Itzhaki, 2014).

2.4.8.8Teoria de los vasos sanguineos al afectar los astrocitos

Los astrocitos protegen las neuronas contra el dafio oxidativo al neutralizar los radicales libres
en el envejecimiento y en otros factores de estrés. Los defectos en el suministro de sangre en
el cerebro pueden afectar a las neuronas, las células gliales o los astrocitos en el hipocampo

como resultado de trastornos neurolégicos (Garg et al., 2011).
2.4.8.9 Hipoétesis de AD

La teoria y la hip6tesis son fendbmenos de interconexion y algunas de las hipétesis se ilustran

aqui para explicar el mecanismo patolégico de la EA que ayuda a desarrollar farmacos.
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2.4.8.10 Proteina precursora amiloide (APP) implicada en la hip6tesis de la cascada
amiloide

En condiciones normales, el gen APP en el cromosoma 21 se escinde por la secretasa ay y
para producir dos péptidos solubles como P3 y la proteina precursora amiloide secretada a
(sAPPa) que protege las neuronas contra la excitotoxicidad y regula la proliferacion de células
madre neurales. Pero, en condiciones anormales, la APP dividida secuencialmente por la
secretasa B y y genera sAPP[ y AB insoluble que afectara el parénquima cerebral causando
demencia. Esta hipoétesis es respaldada por las proteinas presenilina (PSEN1; PSEN2), ya que
ambas proteinas estan presentes en la -secretasa y juegan un papel importante en la
produccion de beta amiloide (AB) a partir de la proteina precursora amiloide (APP). Estas
mutaciones de proteinas solo se asocian con el enlace hereditario de la EA (Pagani y Eckert,
2011). En base a esta hipétesis, la basqueda actual de nuevos agentes terapéuticos apunta a
atacar diferentes sitios de beta amiloide (AB) mediante la reduccion de la produccion de AR, o

facilitando la eliminacion de AB o evitando la agregacion de AR.

2.4.8.10 Los cambios conformacionales de AB.

Existen dos formas principales de AB (Abeta: betamiloide) en formas solubles y fibrilares en el
cerebro, es decir, AB40 y AB42. Debido a su naturaleza hidrofébica, AB42 se pliega y agrega
de manera incorrecta para formar una estructura de lamina plegada en B a partir de una
conformacion helicoidal a y da como resultado placas seniles neurotdxicas (Li et al., 2010). La
gravedad de la neurotoxicidad de AB depende del cambio conformacional rapido en la

estructura de la hoja 8 plegada (He et al., 2010).

2.4.8.11 Funcién Abeta.

Los péptidos beta amiloides (AB o Abeta) que consisten en 36 a 43 aminoacidos estan
involucrados en gran medida en la EA. La escisién de APP por B secretasa genera un
fragmento C-terminal (APP-CTF ), que posteriormente es escindido por y secretasa para
producir Abeta y la sobreproduccion de estos péptidos genera péptidos AB. Estos péptidos
estdn mal plegados por oligdmeros o por la produccién excesiva de los mismos lo que se
traduce en la formacion de placas AR y del NFT que son toxicos para las células nerviosas y

la pérdida de neuronas.
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2.4.8.12 Mecanismo de desregulacion de la homeostasis intracelular de Ca** en la
neurotoxicidad A.

El Ca*? es un segundo mensajero que se mantiene en condiciones de homeostasis donde la
concentracion extracelular es mas alta que la concentracion intracelular. La interrupcion o
desequilibrio de los canales de calcio en la membrana celular se produce debido a la
generacion de placas AB y, como resultado, habra un aumento en la entrada de Ca* que
puede conducir a la toxicidad del péptido AB en la EA. El Ca*? intracelular sobrecargado
paralizara la capacidad de las mitocondrias para amortiguar o ciclar el Ca ?*, lo que resulta en
toxicidad celular conduciendo a la muerte celular. La desregulacion y un mayor desequilibrio
en la homeostasis de Ca*? pueden conducir a la peroxidacion lipidica y a la generacién de
radicales libres, ya que se generaran placas seniles neurotéxicas. Hay informes de péptidos
beta amiloides (AB1-42) en respuesta para inducir una entrada masiva de Ca'? en las
neuronas como resultado de que habrda una sobrecarga de Ca' en las neuronas

mitocondriales y muerte celular (Supnet y Bezprozvanny, 2010).

2.4.8.13 Hipotesis Tau: Proteinas Tau, isoformas y su fosforilacion.

Las proteinas Tau (proteinas 1) abundan en las neuronas y son responsables de estabilizar los
microtubulos axonales, ubicados en el cromosoma 17 en forma de MAPT (proteina asociada
a los microtubulos T1). En el cerebro humano, la existencia de seis isoformas 1 propensas a la
fosforilacion a medida que avanza la edad debido a la activacion de las fosfatasas. En el
proceso de fosforilacién, un tipo de T fetal se genera solo en la etapa embrionaria que en el
adulto, lo que puede causar ovillos neurofibrilares y placas seniles que provocan EA (Alonso
et al., 2001).

2.4.8.14 Hipotesis GSK3.

Las actividades del gluc6geno sintasa cinasa 3 (GSK 3) se han asociado con las caracteristicas
patolégicas de la EA mediante la deposicion de AB y la formacion de NFT. GSK-3 promueve
directamente la produccion de AR y la hiperfosforilaciéon de las proteinas 71, lo que conduce a
los enredos (Schaffer et al.,, 2003). GSK3 ha sido recientemente objeto de interés en la
investigacion debido a su participacién en varias enfermedades como diabetes tipo Il, EA,
inflamacién, cancer y trastorno bipolar, metabolismo del glucégeno y transcripcién génica. Los
inhibidores de GSK-3 se estan probando actualmente para efectos terapéuticos en EA. El litio

es un inhibidor selectivo de GSKS3, utilizado para tratar el trastorno bipolar y actia como
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estabilizador del estado de &nimo en la EA. Pero pocas drogas estan disefiadas en base a
esta hipotesis.

2.4.8.15 Neurotoxicidad por glutamato.

El glutamato es uno de los aminoécidos involucrados en la construcciéon de proteinas, es el
neutransmisor mas abundante en el sistema nervioso y participa en mas del 90% de la
transmision sinaptica en el cerebro humano. Los receptores quimicos del glutamato son los
receptores AMPA, los receptores NMDA vy los receptores metabotropicos de glutamato. Los
receptores AMPA son receptores ionotropicos implicados en la excitacion rapida en sinapsis,
mientras que los receptores NMDA también son ionotrépicos, pero participan en la activacion
de Ca* y ayudan en el aprendizaje y la memoria. En cualquier tipo de mutaciéon por
transportadores de glutamato habra una acumulaciéon de glutamato en una concentracion mas
alta en la sangre que en el cerebro y, como resultado, el cuerpo comienza a bombear
glutamatos fuera del torrente sanguineo hacia las neuronas del cerebro y la activacién
adicional de los receptores NMDA resulta en la acumulacion de Ca*2. El aumento en el nivel
de Ca*? aumenta directamente el estrés en las mitocondrias y, como resultado, habra una
fosforilacion oxidativa excesiva y la produccién de ROS que conducira a la muerte celular
(Simpson et al., 1988). Con base en la hipétesis del calcio y antagonista del receptor NMDA,
es posible que se hayan disefiado medicamentos y que actualmente se encuentren en ensayos

clinicos.

2.4.8.16 Hipoétesis de estrés oxidativo asociada con ciertas concentraciones de iones
metalicos.

En el cerebro con EA, el AB induce el aumento en el nivel de Fe, Al y Hg que interviene en la
generacibn de ROS, que es responsable del aumento de la peroxidaciéon lipidica /
malondialdehido (MDA), disminucién de los acidos grasos poliinsaturados, aumento de 4-
hidroxinenal, aumento de proteinas y oxidacion del DNA, disminucién del metabolismo
energético y disminucion de la citocromo ¢ oxidasa, productos finales de glicacion avanzada
(AGE), son carbonilos, peroxinitrito, hemo oxigenasa-1 y SOD-1 en ovillos neurofibrilares (Zhu
et al., 2005).

2.4.8.17 Hipo6tesis colinérgica.
Establece que las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden ser responsables de la

generacion de placas AB y, como resultado, habra una reduccidon en la sintesis del
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neurotransmisor colinérgico acetilcolina (ACh) en los ganglios corticales y basales del cerebro.
Esto puede afectar la transmision sinaptica que inicia procesos inflamatorios, disminucién de

la memoria, aprendizaje y muerte celular (Perry, 1986).

2.5 Factores de Riesgo

Estos resultados sugieren la posibilidad de reducir el riesgo de demencia para generaciones
futuras segun su exposicion a factores de riesgo (tabla 2.2) y estilos de vida durante su ciclo
vital. En algunos paises, las cohortes actuales de personas de 65 afios y mas son
cognitivamente mas sanas que sus predecesoras, debido a la reduccién en la exposicion a
factores de riesgo de demencia 0 mayor exposicion a factores protectores (Garre 2018). Se
han propuesto distintas hipétesis plausibles para explicar una disminucién de la incidencia de
demencia, como la mejoria en el control de los factores de riesgo cardiovasculares, un mayor
nivel educativo de las nuevas generaciones, cambios en los estilos de vida, caracterizados por
un mayor nivel de actividad fisica, adopcién de dietas mas saludables y abandono de habitos

toxicos como el tabaquismo (Livingston et al., 2017).

Tabla 2.2. Factores de riesgo en la enfermedad de Alzheimer (GPC IMSS, 2017, Bibul & Schiper 2011)

CUADRO 1. FACTORES DE RIESGO ENFERMEDAD ALZHEIMER

TOXICOS METABOLICOS NUTRICIONALES COGNOSCITIVOS
-Medicamentos Protectores Educacion
-Vacunas -Insulina -Dieta del mediterraneo ‘Desfarrollo S
-Alcohol _Lipidos Vitamina E, C, B6, B12 &

Estimulacion social

-Drogas ilicitas -Sindrome -Folatos ;
2 -Trauma de craneo
-Metales pesados metabolico -Omega 3 2 X
QUi . -Enfermedad de Parkinson
-Pesticidas -Hormonas sexuales  -Café 3 T
T Esclerosis lateral amiotrofica
-Herbicidas -Hormonas tiroideas Dafinos TRRER
-Metales pesados -Homocisteinemia pliEP
PSICOLOGICOS VASCULARES INFLAMATORIOS GENETICOS
Trastornos psiquiatricos
Estrés familiares.
¥ S -Cistatina C -Sindrome de Down
-Depresion -Hipoxia o e ; -
. , 3 Anti-inflamatorios no Proteina precursora amiloide.
-Esquizofrenia -Isquemia cerebral y o
2 esteroideons - Prosenilinaly 2
-Personalidad : ;
- Apolipoproteina E
-GSTM 3

2.6 Tratamiento Farmacolégico
Todavia no hay un tratamiento efectivo disponible para detener la progresion o prevenir

el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Esto podria atribuirse principalmente a la
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fisiopatologia compleja de la enfermedad de Alzheimer, que es poco conocida. Actualmente
existen dos tipos de tratamientos terapéuticos clasificados como tratamiento colinérgico y no
colinérgico. El tratamiento colinérgico se trata de los inhibidores de la acetilcolinesterasa
(IAChE), y el no colinérgico, la memantina. Estos son los Unicos agentes aprobados por la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. (Manoharan et al., 2016). El tratamiento actual solo proporciona alivio sintomatico
al ofrecer una terapia paliativa temporal que disminuye la tasa de deterioro cognitivo asociado
con la EA. La inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) se considera una de las
principales estrategias terapéuticas que ofrece solo una creencia sintomatica y un efecto
modificador moderado de la enfermedad. La demostracion del dafio de las vias colinérgicas
en el cerebro genera un gran interés en el desarrollo de farmacos. Los inhibidores de la
acetilcolinesterasa generalmente se utilizan para tratar la EA. Estos farmacos ayudan a
mejorar las funciones cognitivas como la memoria y los pensamientos. Estos medicamentos
son efectivos en pacientes con EA leve a moderada (Houghton y Howes, 2005; Akram &
Nawaz 2017).

2.7 Tratamiento convencional

La EA todavia es incurrable a pesar de ser una enfermedad conocida por el ser humano
por mas de cien afios (Fang et al., 2013). El tratamiento actual solo ofrece alivio sintomatico al
proporcionar una terapia paliativa temporal que ralentiza el deterioro cognitivo asociado con la
EA (Manoharan et al., 2016). Como se menciond, la inhibicién de la acetilcolinesterasa sirve
como estrategia para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, ademas de la demencia
senil, la ataxia, la miastenia grave y la enfermedad de Parkinson. El primer inhibidor de la
acetilcolinesterasa aprobado especificamente para el tratamiento de la EA fue la tacrina
(1,2,3,4-tetrahidro-9-aminoacridina). Actualmente, varios inhibidores de la acetilcolinesterasa,
como donepezil, galantamina y rivastigmina estan disponibles para el tratamiento en pacientes
con enfermedad de Alzheimer (Manoharan et al., 2016). La inhibicibn de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) se considera una de las principales estrategias terapéuticas que
proporcionan efectos modificadores de la enfermedad sintomaticos y moderados. La
memantina es un inhibidor del receptor de N-metil D-aspartato (NMDA), que se aplica en las
etapas avanzadas de AD que puede combinarse con éxito con inhibidores de AChE (IAChE).
Debido a sus acciones farmacoldgicas y su mecanismo de acciéon se han clasificado este grupo

de farmacos anti Alzheimer como farmacos con efectos colinérgicos denominados
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anticolinesterasicos y no colinérgicos denominados moduladores de la transmision
glutamatérgica (Davinelli et al., 2012; Manoharan et al., 2016).
2.8 Agentes terapéuticos utilizados en AD.

La Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA) ha aprobado
cinco agentes terapéuticos (tacrina, donepezil, rivastigmina, galantamina y memantina) para
mejorar la funcién cognitiva en la enfermedad de Alzheimer (EA) clasificados en dos tipos de
medicaciones (Zhang et al., 2020; Sahoo et al., 2018):

1. Moduladores de la transmisién glutamatérgica denominados antagonistas de los receptores
N-metil-D-Aspartato (NMDA).

2. Anticolinesterasicos denominados inhibidores de la acetilcolinesterasa (IAChE).

2.8.1 Moduladores de la transmision glutamatérgica:

Poseen efecto antagonista del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), el modo de
accion de la memantina se opone a la actividad de glutamato al bloquear los receptores NMDA
(tabla 2.3) (Sahoo et al., 2018; Zhang et al., 2020 y L6pez 2015).

El nivel de aminoacido excitador se puede aumentar en el cerebro de pacientes con
EA. La activacion del receptor de NMDA es una caracteristica importante para la induccion de
la potenciacion a largo plazo (LTP) en el mecanismo celular de aprendizaje y la memoria. Los
receptores de NMDA tienen en una activacion leve sostenida en el cerebro con EA, lo que lleva
a la pérdida de LTP y deterioro de la funcién cognitiva, provocando toxicidad de aminoacidos
excitadores, conllevando a la sobrecarga de calcio y la apoptosis (Zhang et al., 2020). La
memantina es un antagonista del receptor NMDA no selectivo, no competitivo, dependiente
del voltaje y de afinidad media. Este farmaco esta aprobado para la EA de grado moderado a
severa. Existen estudios que avalan la eficacia de la memantina sola o combinada con un
inhibidor de la colinesterasa para el tratamiento de la EA de grado moderada a severa. Los
estudios que agregan memantina a los anticolinesterasicos para controlar los sintomas
cognitivos 0 no cognitivos no son claros, se necesitan mas informacion para demostrar el
beneficio del agregado de memantina a los anticolinesterasicos (Porsteinsson et al., 2008).
Esta actiia sobre la via del glutamato implicada en los procesos de aprendizaje y memoria
(neurotransmisién glutamatérgica en hipocampo) y en la neurodegeneracion, ya que una
actividad glutamatérgica excesiva tiene efectos neurotéxicos. Se inicia a dosis de 5 mg/dia por
una semana, incrementando progresivamente de a 5 mg semanales, en dos tomas, hasta

lograr una dosis terapéutica de 20 mg/dia (10 mg dos veces al dia). Una vez alcanzada la
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dosis de 20 mg/dia, se puede recurrir al uso de comprimidos de 20 mg para administrar en una

sola toma diaria con la misma eficacia. En general es bien tolerada, las reacciones adveras

mas frecuentes son la agitacion y las alucinaciones (Gauthier et al., 2008; Lépez 2015).

2.8.2 Anticolinesterasicos.

Los farmacos tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina se clasifican como

inhibidores de la colinesterasa y se estan aprobados sus usos en la etapa leve a moderada en

la demencia de la EA. Adicionalmente el donepezil también es recomendado para la EA severa

0 en etapa tardia (Tabla 2.3). Tacrina no se prescribe regularmente, debido a que ocasiona

toxicidad en el higado.

Tabla 2.3. Aspectos farmacolégicos de los agentes utilizados en el tratamiento del Alzheimer:
anticolinesterasicos (Donepecilo, Rivastigmina y Galantamina) y Modulador de la transmision
glutamatérgica (Memantina). Tomado de Lopez, 2015.

Donepecilo Rivastigmina Galantamina Memantina
Clase quimica |Piperidina Carbgmgto Alcal_0|d¢ fenantreno Clorhidrato
R Sk Acetilcolinesterasa & | Acetilcolinesterasa receptor
Selectividad Acetilcolinesterasa S o et Glutamato
butirilcolinesterasa | nicotinico
Macaticin Reversible, Reversible, compe- | Reversible, mixto no-compe- | Bloqueo no competitivo
pseudoirreversible titivo titivo de receptor NMDA
. e Periférico Hepatico (75%)
Metabolismo  |Hepatico Renal Renal (25%) Renal
Vida media 70 horas 1-2 horas a 10 horas |7 a 8 horas 60 -100 horas
Dosis diaria 1 2 102 102
2 Comprimidos Gapsuis . Tabletas Comprimidos
Presentacion 3 Parches transdér- : o
Solucién . Capsulas de liberacion lenta | Tabletas
Citocromo CYP2D6,CYP3A4 Minima CYP2D6,CYP3A4 No
Relajantes musculares, . .
e ' . ; Amantadina, ketamina,
; ketoconazol, quinidina, | Relajantes muscu- Relajantes musculares, digo- AR
Interacciones baclofeno, cimetidina,

rifampicina, fenitoina,
carbamacepina, alcohol

lares

xina, Bbloqueantes

ranitidina, quinidina

Efectos secun-
darios

Nauseas, vomitos, dia-
rrea, anorexia y pérdida
de peso

Nauseas, vomitos,
diarrea, anorexia y
pérdida de peso

Nauseas, vomitos ,diarrea,
anorexia y perdida de peso

Agitacion, opsicosis

Asma/ EPOC Asma/ EPOC
: ; ; : Asma/ EPOC
Bradicardia, enfermedad | Bradicardia, enferme- : :
Contra Bradicardia
T del seno dad del seno
indicaciones Ulcus gastroduodenal
Ulcus gastroduodenal Ulcus gastroduode- ! 5
: : : | activo,anestesia
activo, anestesia nal activo, anestesia
Relacion con : Administrar con las i ’
¢ Indiferente g Administrar con las comidas
los alimentos comidas

Como se ha sefialado anteriormente, los IAChE son un grupo de farmacos con efectos

colinérgicos que evitan la degradacion de acetilcolina (ACh) (Figura 2.3) mediante la inhibicion
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de la enzima acetilcolinesterasa (Figuras 2.4 y 2.6) y actualmente constituyen la Unica
estrategia farmacoterapéutica que de momento ha demostrado cierta eficacia en la
disminucion de la sintomatologia en la EA (Sanabria et al., 2016). Para entender el mecanismo
de accion de este grupo de farmacos y sus efectos terapéuticos es elemental revisar conceptos
de la acetilcolina y la sinapsis colinérgica.

2.8.2.1 Acetilcolina y Sinapsis colinérgica

Neurotransmisor Acetilcolina:

La acetilcolina (ACh) fue el primer neurotransmisor caracterizado tanto en el sistema
nervioso periférico (SNP) como en el sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos, el cual
participa en la regulacién de diversas funciones como fendmenos de activacion cortical, el paso
de suefio a vigilia y procesos de memoria y asociacion. La participacion de la acetilcolina en
multitud de funciones fisiolégicas y su caracter de neurotransmisor en la unién neuromuscular
han propiciado la aparicion de una farmacologia muy extensa, destinada a bloquear o
incrementar la actividad colinérgica en la periferia, sin embargo, existen pocos farmacos con
accion selectiva para los sistemas colinérgicos cerebrales (Sanabria 2017; Flores & Segura
2005).

Biosintesis

La ACh se sintetiza a partir de la colina, que se acumula en las neuronas colinérgicas
mediante una reaccion con la acetilCoA y bajo la influencia enzimatica de la colina
acetiltransferasa (CAT). Existen mecanismos que regulan de manera precisa su sintesis y
liberacion (Figura 2.3). La CAT se localiza en el SNC, especificamente donde tiene lugar la
sintesis de ACh. La mayor actividad de la CAT se encuentra en el nlcleo interpeduncular, el
ndcleo caudado, la retina, el epitelio coronal, el hipocampo, la corteza cerebral y las raices
ventrales de la médula espinal; se sintetiza en el soma neuronal y viaja a lo largo del axén,
posiblemente unida a los neurotdbulos, que actiGan como transportadores; sin embargo,
también se ha sefialado la sintesis de esta proteina en los axones preterminales y botones

terminales (Sanabria 2017; Flores & Segura 2005).

CHa

| o] CHs
No———CH: 4 AcetilCol LA I | g S H
vy WA

Ha CHa
Colina Acetilcolina

Fig 2.3. Biosintesis de la Acetilcolina (ACh) mediante la acetilcolina transferasa (CAT)
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Liberacion

En las terminales colinérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el citoplasma, de
donde puede ser liberado directamente al espacio sinéptico, o bien, ser transportado al interior
de las vesiculas sinapticas para ser liberado por exocitosis. En este proceso, la acetilcolina
contenida en vesiculas es liberada al exterior al fusionarse la membrana vesicular con la
membrana de la terminal presinaptica. La acetilcolina liberada al espacio sinaptico actia sobre
sus receptores, o puede ser hidrolizada por accién de la acetilcolinesterasa. Lo anterior permite
la induccién de cambios bioquimicos y eléctricos en la célula postsinaptica, que depende del
tipo de receptor y de la forma en que éste se encuentre sincronizado con los sistemas de
transduccién (Figura 2.4 y 2.5) (Flores y Segura 2005, Sanabria et al., 2016 y 2017).

Neurona / \,
/ \

Presinaptica 1
/ N
’l T \
/' CA AC 2H+‘ .
Colil;a A DI
/ Vesicula ATP 7\
/ sinaptica A\
‘/ YDP '
[ Colina : .'
‘ 7 AC /l}
\ <> '
< -
Transportador pe 5 " Hendidura
de colina ! Colina <Acetil;olinestt;::nsa < sinaptica

4

Ll
Receptor Nicoh

Neurona Postsinaptica

Fig 2.4. Sinapsis colinérgica; biosintesis mediante la CAT (acetilcolinatransferasa) y degradacion por
la AChE (acetilcolinesteresa)
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Receptores de Acetilcolina

Los receptores de membrana colinérgicos (Figura 2.4 y 2.5), su funcion principal es la
transduccion de sefiales, pueden dividirse en dos tipos:
1. Los receptores ionotropicos que permiten la apertura de canales iénicos, como los
nicotinicos (rN) para ACh, GABAA y los de glicina, que poseen un sitio de union para el
neurotransmisor y contiene el canal i6nico responsable de transmitir la sefial hacia el interior
de la célula.
2. Un segundo tipo de receptor metabotrdpico que interactia con proteinas unidas a
nucleétidos de guanina (proteina G), como los colinérgicos de tipo muscarinico (rM) (Flores y
Segura 2005, Sanabria et al., 2016 y 2017).

subunidades del receptor a acetilcolina, de tipo muscarinico.

ESPECIE M1 M2 M3 M4 M5
Humano 460 466 590 479 532
(Aminoacidos)
Distribucion  Corteza cerebral, Cerebro, tronco Hipocampo, Estriado, Cuerpo
ganglios basales, del encéfalo, corteza cerebral tubérculo estriado,
tubérculo olfativo, hipocampo, estriado y olfativo, hipocampo y
cerebro medio e cerebro medio, estructuras corteza corteza
hipocampo. tubérculo olfativo, talamicas. cerebral cerebral.
corazon y musculo hipocampoy
liso. pulmon.
bt boabs NH2 7, EXTRACELULAR EXTRACELULAR
o R | o ps
5 3 a

a)

.mi'c}fﬁlm SennsB . o

":'.!.Q'

(i XETR
o

e
=

-

b ey L vt
S —
—

I |

ot - 3 VC-OOH INTRACELULAR

Figura 2.5. Estructura de los receptores de acetilcolina. a) Se esquematiza la estructura del receptor de tipo
muscarinico. I-VIl, dominios transmembranales. il, 2, i3; asas citoplasmaticas; el, e2, e3; asas
extracelulares. NH2, extremo amino terminal; COOH, extremo carboxilo terminal y nicotinico. b) Este tipo de
receptores contienen dos subunidades del tipo a 'y el resto del tipo b, d y g y varios sitios de unién a agonistas
y antagonistas selectivos (Tomado de Flores y Segura, 2005).
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Degradacion de la acetilcolina

El papel principal de AChE es la degradacion de la acetilcolina (Figura 2.6) y por lo tanto la
terminacion de la transmision del impulso nervioso en las sinapsis colinérgicas por hidrélisis
rapida del neurotransmisor de acetilcolina. Su inhibicion refuerza la neurotransmision
colinérgica que opera a una velocidad cercana al limite de difusion en la asociacion y
disociacion del sustrato. Por esta razén, la AChE ha sido el objetivo de muchos compuestos
gue van desde agentes nerviosos organofosforados e insecticidas hasta medicamentos para
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y la recuperacion del bloqueo neuromuscular en
cirugia. Como inhibidor de AChE en uso clinico, Huperzina A ha atraido considerable interés
debido a su menor toxicidad, mayor selectividad e inhibicion a largo plazo. (Rydzewski et al.,
2018)

0 CHjy
)L 1 j’\ oy
N*-CH;,
ch o/\/ \\CH3 ‘ , H3C o + qu/\/ \CH + H
CH, Acetilcolinesterasa 3
Acetilcolina AChE Acetato Colina

Fig 2.6. Degradacion de la Acetilcolina (ACh) mediante la acetilcolinesterasa (AChE)

Existen diversas funciones cerebrales en las que la acetilcolina y sus receptores tienen una
funcion reguladora. Esta funcion se ve ejemplificada de manera significativa por algunos
procesos patologicos, relacionados con alteraciones en la transmisién colinérgica,
principalmente en enfermedades neurodegenerativas como son la enfermedad de Alzheimer.
(Flores y Segura 2005, Sanabria et al., 2016 y 2017).

Acetilcolinesterasa (AChE)

La familia colinesterasa consiste principalmente en dos enzimas; acetilcolinesterasa (AChE) y
butirilcolinesterasa (BuChE). AChE puede catalizar la hidrélisis del neurotransmisor llamado
"acetilcolina" (ACh) en colina y 4cido acético, mientras que BChE (pseudocolinesterasa) puede
funcionar de la misma manera que AChE, diferenciandose solo hidrolizando otro
neurotransmisor "butirilcolina” (BuCh) en lugar de ACh. La acetilcolinesterasa (AChE) y
butirilcolinesterasa (BuChE) son importantes en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer
(EA), explicada por "hipétesis colinérgica". La acetilcolinesterasa degrada la acetilcolina lo que
conduce a una deficiencia de este neurotransmisor algo que es caracteristico en los cerebros

de pacientes con EA. En consecuencia, la inhibicién de la acetilcolinesterasa se ha convertido
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en una de las estrategias de tratamiento mas recetadas para la EA. Adicionalmente, los
inhibidores de la colinesterasa también han sido reportados por su efectividad en algunas otras
enfermedades como miastenia grave, glaucoma y el sindrome de Down. Todas estas
aplicaciones pueden convertirlas en una clase de farmacos de objetivos multiples, poniendo

un énfasis especial en la terapia contra la EA en primer lugar.

2.8.3 Inhibidores de la AChE y la hipétesis colinérgica de la EA

Como se ha revisado, durante la neurotransmision, la acetilcolina (ACh) es liberada de las
ataduras nerviosas presinapticas al receptor correspondiente. En la membrana postsinaptica
la acetilcolina se hidroliza a acetato y colina mediante acetilcolinesterasa para terminar el
relevo de la neurotransmision (Tun y Herzon 2012). La hipétesis colinérgica, como una de las
teorias importantes en la patogénesis de la EA, sugiere que la disfuncion y la degeneracion de
las neuronas que contienen acetilcolina en el cerebro contribuyen sustancialmente a la pérdida
de memoria y la orientacion, las alteraciones del comportamiento, y la personalidad anormal
observada en aquellos pacientes con AD (Zhang et al., 2020). Desde el afio 2006 no han
surgido nuevos farmacos aprobados a nivel mundial y en la actualidad existen varios farmacos
en fase de desarrollo. Hace varias décadas que se demostré una correlacion directa entre el
déficit colinérgico cerebral y el deterioro cognitivo y desde entonces surge la utilizacion de
farmacos potenciadores de la funcion colinérgica como inhibidores de la acetilcolinesterasa
(tabla 2.3) (Zhang et al., 2020; Budson & Solomon 2015).

2.8.4 Mecanismo de accion de los Anticolinesterasicos

El mecanismo de accién de los inhibidores de la acetilcolinesterasa (anticolinesterasicos) es
evitar la degradacion de la ACh (Figura2.7). Actualmente constituyen la Gnica estrategia
farmacoterapéutica que de momento ha demostrado cierta eficacia en la disminucién de la
sintomatologia en la EA (Sanabria et al., 2016). A su vez, la efectividad de los inhibidores de
la acetilcolinesterasa disminuye a medida que progresa la enfermedad debido a que su efecto
depende del estado funcional de las terminaciones nerviosas, las cuales se degeneran a
medida que la enfermedad progresa; estos farmacos inhiben de forma reversible la
acetilcolinesterasa cerebral evitando la degradacion del neurotransmisor y favoreciendo una
elevacion de los niveles de acetilcolina en la hendidura sinaptica. La inhibicién que producen
estos agentes es relativamente inespecifica ya que no solo actlian sobre la acetilcolinesterasa
cerebral sino también sobre otras colinesterasas como la butirilcolinesterasa (Tun y Herzon

2012). La elevacioén sinaptica de la ACh conlleva un aumento en los efectos no selectivos del
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neurotransmisor que se ven reflejados tanto a nivel nicotinico como muscarinico (Figura 2.5);
contribuyendo a la presencia de efectos adversos no deseados relacionados con la
estimulacion de los receptores muscarinicos M2 y M4, y la consecuente generacion del péptido
beta amiloide (AB). En términos generales podemos decir que actualmente los inhibidores de
acetilcolinesterasa constituyen los principales medicamentos disponibles para el tratamiento
de la EA, y proporcionan una mejoria modesta y transitoria de la sintomatologia, asi como

mejoras cognitivas en un 5% de los pacientes (Sanabria et al., 2016; Budson & Solomon 2015).
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t
AChE ‘

Colina — ACh » AChO

Ach O t)o o

a AChE O o
Sinapsis colinérgica - Enfermedad de Alzheimer
Colina + acido acético

4
AClI)E ‘

Colina—>» ACh » ACh O M
O O] o :
O
° 1€
) o ‘;
ACh O ‘> o
®) AChE‘ ©

Sinapsis colinérgica - Enfermedad de Alzheimer

Inhibidor de la AChE 2 Yo o
Colina + acido acético

O]
Colina —>» ACh » AChO > M

AChE‘ @) O Tacrina
(ODonepezil
AChE (O Rivastigmina
® #25.0
=/ inactivada O Galatamine

Figura 2.7 Mecanismo de accion de los iIAChE. A) Sinapsis colinérgica normal en receptor muscarinico (M); B)
Sinapsis colinérgica en AD; C) iAChE, tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina (tomado de Budson & Solomon

2015).
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2.8.5 Clasificacion de los Anticolinesterasicos

Los agentes promotores de la acetilcolina se han convertido en una estrategia
importante para la terapia AD. Los farmacos anticolinestreésicos clasificados en la primera
generacion se encuentran la fisostigmina, tetrahidroaminoacridina, y tacrina. Estos agentes no
se han utilizado para el tratamiento a largo plazo de la EA debido a su mal eficacia, corta
duracion, y los efectos secundarios graves (Zhang et al., 2020). Para el caso de la tacrina, la
escasa evidencia de eficacia clinica junto con las caracteristicas farmacolégicas de este
farmaco (vida media: 2-4 h), que hacen que se tenga que administrar en forma de cuatro dosis
al dia, y junto con un grave problema de hepatotoxicidad que se ha observado en un alto
porcentaje de los pacientes tratados (20%) ha llevado a su retirada progresiva (Gandia et al.,

2006). La segunda generacion de inhibidores de la acetilcolinesterasa tales como donepezil,

rivastigmina, galantamina y huperzina A (detallada en la seccion 2.9), actualmente se han
utilizado como tratamiento de primera linea en la EA. Los estudios clinicos han confirmé que
la segunda generacion de inhibidores de la colinesterasa puede mejorar la funcion de la
memoria y la calidad de vida en pacientes con EA con menos efectos secundarios después de

su uso a largo plazo (Zhang et al., 2020)

Los farmacos utilizados para el tratamiento de la demencia recomendados son: donepezil,
galantamina y rivastigmina. Estos farmacos, al inhibir la acetilcolinesterasa (AChE),
aumentan la disponibilidad de acetilcolina en el cerebro. La galantamina, ademas, tiene una
accién agonista nicotinico presinptico y rivastigmina inhibe a la butirilcolinesterasa (BuChE).
(Lépez 2015).

Donepezil esta aprobado para la EA leve a severa. Es un inhibidor selectivo y reversible de la
acetilcolinesterasa, con mucha menor afinidad por la butirilcolinesterasa, de posologia
cdémoda, por su mayor vida media plasmatica (70 horas, alcanzando el estado de equilibrio en
aproximadamente 3 semanas tras el inicio del tratamiento) y carente de efecto hepatotdxico.
Se une a proteinas plasmaticas en un 95% y se metaboliza por via renal y hepatica. Se inicia
a dosis de 5 mg/dia, titulando a 10 mg luego de un mes (Lépez 2015). Se demostré una dosis
de donepezil en ensayos clinicos de 5-10 mg/dia, usando 10 mg/dia, y la dosis maxima era 23
mg/dia. El tiempo de observacién para la eficacia en estos ensayos fue en su mayoria de 24
semanas, el mas corto fue de 12 semanas y el mas largo fue de hasta 254 semanas (4.9 afios)
(Zhang et al., 2020).
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Galantamina, aprobado para EA de leve a severa, actla inhibiendo la acetilcolinesterasa de
forma selectiva, competitiva y reversible, y también mediante modulacion alostérica de los
receptores nicotinicos, aumentando la actividad de la acetilcolina sobre estos receptores, a
partir de ciertas concentraciones (Lopez 2015). Regula el receptor nicotinico de transicion
alostérico en la membrana presinaptica, reduce la reabsorcion de la acetilcolina, y aumenta el
nivel de acetilcolina en la hendidura sinptica (Zhang et al., 2020). Ademas, produce un
aumento de la densidad de unién a los receptores nicotinicos de la corteza e hipocampo. Se
debe iniciar con dosis de 2 a 4 mg/dia. Al mes de iniciado el tratamiento y en las presentaciones
gue no son de liberaciébn prolongada, titular con 4 mg 2 veces por dia, aumentando
progresivamente, mes a mes, a 8 mg 2 veces por dia hasta llegar a 12 mg cada 12 hs, siendo
éste el objetivo terapéutico (L6pez 2015). La galantamina tiene preparacion oral y parenteral,
pero por lo general se administra por via oral para el tratamiento de EA. La via parenteral de
galantamina se utilizan principalmente para el tratamiento de la miastenia grave (Zhang et al.,
2020).

Rivastigmina, aprobada para EA de leve a moderada, es un inhibidor pseudoreversible de la
AChE y BuChE, con accion selectiva en hipocampo y la corteza. Inhibe la acetilcolinesterasa
cuatro veces mas en el sistema nervioso central que en los tejidos periféricos, actuando
fundamentalmente sobre la forma G1 que, ademas, es la predominante en el cerebro de
pacientes con EA. Se absorbe rapidamente por via oral, preferentemente sin consumo de los
alimentos, presenta una débil unién a las proteinas plasmaticas (40%) por lo que presenta
escasa interaccion con farmacos con afinidad proteica. Ademas, el metabolismo hepético es
minimo, lo que incrementa su perfil favorable. Su principal via de eliminacién es la renal. Al
igual que donepezil no debe asociarse a farmacos tipo succinilcolina durante la anestesia por
el riesgo de aumentar la relajacibn muscular. La inhibicion dual de AChE y BuChE puede
resultar de mayor utilidad cuando se encuentran asociados determinados sintomas como
apatia, déficits atencionales y trastornos conductuales. Se debe iniciar a dosis de 1.5 mg dos
veces al dia, titulando 1.5 mg mas por dosis cada 15 dias, hasta llegar a 6 mg cada 12 h.
Preparaciones de rivastigmina incluyen tanto las capsulas y parches transdérmicos.
Actualmente se dispone de parches transdérmicos de 5y 10 cm? equivalentes a 9 y 18 mg del
principio activo con una tasa de liberacién in vivo de 4.6 y 9.5 mg/dia, respectivamente. Se
debe iniciar con el parche de 5 cm? y cambiar al mes, al parche de 10 cm? (Lépez 2015). El

parche transdérmico de rivastigmina aumenta el cumplimiento de los pacientes y también
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reduce las reacciones adversas en cierta medida. El parche transdérmico tiene el mismo efecto
y menos reacciones gastrointestinales (7.2% y 23.1%, respectivamente) en comparacion con
12 mg cépsula. De manera similar a otros inhibidores de la acetilcolinesterasa la rivastigmina
puede causar diarrea, nauseas, vomitos, pérdida de apetito, mareos y otras reacciones
adversas, con vomitos los mas comunes. Adicionalmente los parches transdérmicos también
puede causar reacciones alérgicas en la piel topica, pero la incidencia es baja (Zhang et al.,
2020).

2.8.6 Efectos adversos de los iIAChE’s

Si bien en la mayoria de los casos de estos fArmacos son bien toleradas es necesario
la titulacién de la dosis de las drogas anticolinesterasicas, para detectar la aparicion de efectos
adversos. Estos efectos son: nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal, pérdida del apetito,
pérdida de peso, insomnio, sincope y bradicardia. Por su efecto colinomimético pueden
exacerbar o inducir sintomas extrapiramidales. Cualquiera de los tres farmacos puede
utilizarse para el tratamiento de la EA en etapa leve a moderada; s6lo donepezil y galantamina
fueron aprobadas también para la EA severa. La seleccién de la droga a utilizar dependera
entonces, no solo de la etapa de la EA sino también de la preferencia del paciente y cuidador,
de la disponibilidad del farmaco y de la aparicion e intensidad de efectos adversos y de
reacciones medicamentosas. En este sentido, la aparicibn de reacciones adversas, no
inhabilita su sustitucion por otro anticolinesterasico (Zhang et al., 2020; Budson & Solomon
2015).

2.8.7 Eficacia de los iAChE’s

En la evaluacion de la efectividad de estos farmacos, se consideran los cambios en la
cognicion, en las actividades de la vida diaria (funcién) y en los trastornos conductuales. La
mayoria de los estudios clinicos con inhibidores de la acetilcolinesterasa han demostrado una
eficacia en mejorar el estatus cognitivo y en la funcién (discapacidad) en sujetos con EA de
grado leve a moderado. Con respecto a los sintomas conductuales, se ha demostrado la
eficacia en algunos de ellos, sobretodo en la agitacion, apatia y psicosis (Zhang et al., 2020;
Budson & Solomon 2015; Lopez 2015).

2.9 Recomendaciones en el tratamiento farmacolégico en el EA
En los pacientes con EA el tratamiento con drogas anticolinesterasicas el donepezil

galantamina y rivastigmina debe considerarse desde el momento que se realiza el diagndstico,

36



teniendo en cuenta los beneficios terapéuticos esperados y los potenciales problemas de
seguridad (Recomendacion A). Los beneficios sobre los sintomas cognitivos y no cognitivos
han sido demostrados en aquellos con enfermedad leve moderada y severa (Recomendacion
A) (Zhang et al., 2020; Lépez 2015).

Recomendacion para los tratamientos en la EA (Tabla 2.4):

* Anticolinesterasicos

* Memantina

« Combinacién anticolinesterasicos-memantina

* No indicar Ginkgo biloba, vitamina E, AINES, estatinas y otros.

Tabla 2.4. Esquema terapéutico segun severidad de la EA

EA leve EA moderada EA severa
Donepecilo :

i : Donepecilo
Donepecilo Galantamina :

. . . Galantamina
Galantamina Rivastigmina +
Rivastigmina + .

. Memantina
Memantina

Varios inhibidores de acetilcolinesterasas con origenes sintéticos y naturales estan
disponibles en el mercado; sin embargo, las razones que incluyen efectos secundarios y la
biodisponibilidad relativamente baja limitan sus usos en la medicina y todavia existe una gran
demanda para descubrir nuevos anticolinesterasicos. Por esta razén es importante descubrir

novedosas fuentes de agentes terapéuticos para el tratamiento del Alzheimer.

2.10 Otros Agentes Terapéuticos

En resumen, los tratamientos disponibles para abordar la demencia degenerativa
primaria buscan: aumentar la concentracién colinérgica a nivel sinaptico, prevenir la
excitotoxicosis por glutamato, contrarrestar el estrés (figura 2.8). Actualmente existen farmacos
gue se usan para el tratamiento de la EA, la mayoria no estan aprobados por la FDA y muy
pocos si lo estan, también existe un grupo grande que se encuentra en fase experimental de
investigacion. Dentro de este Gltimo grupo incluyen la terapia con antioxidantes, Ginkgo biloba
y vitaminas, la terapia con células madre, la terapia hormonal, el uso de medicamentos
antihipertensivos o hipolipemiantes y los inhibidores selectivos de la fosfodiesterasa (PDE), la

inhibicion de la B-secretasa y la y-secretasa, inhibidores de la agregacion de AR, inhibicién de
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Hiperfosforilacion de Tau y NFT intracelular, uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE), quelantes de metales de transicion, farmacos de resistencia a la insulina, etanercept,
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Hasta la fecha ninguna de estas sustancias
con efectos antioxidantes, neuroprotectores y/o nootropicos ha demostrado beneficios
significativos en el tratamiento de la EA (Akram & Nawaz 2017; Sanabria et al., 2016).
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USO COMUN
1 [ 1 1
INHIBIDORES ANTAGONISTAS PRECURSORES .
COLINESTERASA | | RECEPTOR NMDA SiTEsicach | [IENDEDANTES: | | ENCOTROPICOS elhiies
Donepecilo - Colina Ginkgo biloba Piracetam Huperizina
Rivastigmina Memantina Lecitina Vitamina E Latrepirdina
Galantamina Citicolina

EXPERIMENTAL

| | ! l ! !

MODULADORES INHIBIDORES y INHIBIDORES 8 INHIBIDORES
y SECRETASA SECRETASA SECRETASA ESTATINAS [ | FOSFORILACION OTROS
- - AGREGACION TAU -
AINEs LY-450139 Simvastatina Estimunlantes a
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Figura 2.8. Principales farmacos utilizados y en investigacién para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. Farmacos denominados como “aprobados” segun los lineamientos de la Food and Drug
Administration (FDA) de los EEUU. La cual establece el uso de inhibidores de la colinesterasa en casos
leves a moderados y la utilizaciébn de antagonistas del receptor NMDA de glutamato para casos
moderados a severos. ACh: acetilcolina, AINEs: analgésicos antiinflamatorios no esteroideos, RAGEs:
receptores de productos avanzados de glicacién, APOE: apolipoproteina E, PPIs: interacciones
proteina—proteina, M1: receptores muscarinicos de acetilcolina subtipo M1 (tomado de Sanabria et al.,
2016).
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2.11 Plantas medicinales en el tratamiento de la EA
2.12 Papel de la etnobotanica

Muchos medicamentos se basan en las adaptaciones sintetizadas de compuestos
naturales que se encuentran en las plantas. En los ultimos afos, el interés en la medicina a
base de hierbas ha aumentado, lo que lleva a un mayor interés cientifico en el uso medicinal
de las plantas para tratar enfermedades y mejorar la salud, a menudo con menores efectos
secundarios significativos. Las hierbas medicinales y los productos naturales son los remedios
mas antiguos conocidos por la humanidad. Las plantas medicinales han sido utilizadas por
todas las culturas a lo largo de la historia. En el escenario actual, la demanda de productos
herbales esta creciendo exponencialmente en todo el mundo (Hasegawa, 2016; Akram &
Nawaz 2017).

La etnobotanica es el estudio de las plantas utilizadas por los seres humanos como
parte de su cultura. Toda sociedad humana hace un amplio uso de plantas y sus productos
derivados para una amplia gama de propdsitos, incluida la medicina. El estudio de las plantas
utilizadas para la medicina es una parte importante de la disciplina conocida como
etnofarmacologia, un término acufiado en la década de 1960, en el que la investigacion y el
interés se han desarrollado considerablemente en los ultimos cuarenta afos. La
etnofarmacologia como ciencia abarca estudios bioquimicos, farmacolégicos o clinicos para
dilucidar cualquier actividad que pueda apoyar el uso tradicional, ademas de describir los usos
tradicionales de las plantas para tratar enfermedades. Esto a veces se acompafa de
investigaciones quimicas para determinar la naturaleza de cualquier compuesto activo en el

material que se esta estudiando (Howes & Houghton 2012).

Ademads de varias revistas cientificas que se especializan en trabajos de investigacion
sobre este tema, en los Ultimos afios se han escrito muchas resefias y capitulos de libros
(Howes & Houghton 2012). La etnobotanica, siendo popular en China y en el Lejano Oriente y
posiblemente menos enfatizada en Europa, desempefia un papel importante en el
descubrimiento de agentes anti-EA a partir de productos botanicos. Las plantas medicinales
chinas se han utilizado tradicionalmente en el tratamiento de la EA. Ayurveda ha contribuido
en el descubrimiento de farmacos y muchos de estos también estan siendo investigados
clinicamente. Una serie de plantas medicinales, ya sea en forma cruda o como compuestos
aislados, se han exhibido para reducir las caracteristicas patolégicas asociadas con la EA

(Akram & Nawaz 2017). Sin embargo, en la literatura europea, las plantas como Salvia
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officinalis, Melissa officinalis, Rosmarinus officinalis, entre otras, fueron citadas por sus
acciones colinérgicas y sus propiedades de mejora de la memoria. Segun los informes, la
psicofarmacologia de la medicacion europea a base de hierbas para mejorar la cognicion
estuvo mediada por actividades antioxidantes, antiinflamatorias, estrogénicas e inhibidoras de
la BUChE y AChE (Howes & Houghton 2012). Adicionalmente a la medicina ayurvédica
(Medicina Tradicional de la India) y la china, se sabe que la medicina europea y japonesa
ejercen propiedades procognitivas y antidemenciales al inducir la eficacia colinérgica del
sistema nervioso central (SNC). Ademas de la EA, se encontré que las plantas y los extractos
de plantas protegen contra la enfermedad de Parkinson (EP) (Dey y De, 2015), la enfermedad
de Huntington (HD) el trastorno por déficit de atencion / hiperactividad (TDAH) (Pellow et al.,
2011), esclerosis mudltiple (EM), esquizofrenia (Ahmed y Kabidul Azam, 2014), accidente
cerebrovascular, catalepsia etc. El mecanismo molecular subyacente de la neuroproteccion
exhibido por los compuestos naturales depende de su capacidad para influir en varias vias de
sefializacion vinculadas con el plegamiento de proteinas y la neuroinflamacion (Essa et al.,
2012). Howes & Houghton en el 2012 hacen una revison donde presentan una lista de plantas
medicinales anti-AD con sus nombres cientificos, familias de plantas, partes usadas, extracto
activo / fraccién usada, eficacia anti-EA exhibida en modelos neurotéxicos in vitro y / o in vivo

/ ensayos y mecanismos de accion humanos (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Fitoquimicos y derivados con Efectos farmacoldgicos y clinicos relevantes para la
enfermedad de Alzheimer tomado de Howes & Houghton 2012.

Fitoquimico (y Uso . Observaciones y efectos )
R Plant Fuente * - Efectos farmacolégicos o Conclusiones
Derivativo) etnobotéanico clinicos en seres humanos
de la planta
Descrito por L
hindtes y chinos CDB reduce |a psicosis en CDB produce efectos
Canabis trabajos sobre Acciones mecanicista de pacientes normales y PD; mecanicistas y se
idi medicina; una de CDB incl tividad nabilona mejora los sintomas muestra prometedor
Cannabidiol Cannabis sativa las dr;)gas |nc‘uy.E;n oo de la ansiedad en pacientes para la eficacia en
(C8D) L. psicotrépicas antHOXI‘ ’ante, tra A comparados con placebo BPSD, pero son
4 mas antiguos neurolpr_o EC[)C'On cgn Ira P Faltan pruebas concluyentes necesari;)s mas ECA
nabilona y la inhibicién de la o
(d ivad (Cannabaceae) conocidos; hiperfosforilacion de tau para Ia.eﬂ?ama de los para determinar la
ervaco fechas de estimulado las células cannabinoides para la eficacia de CDB y
sintético icosi ;
) Partes aéreas negocio Volver a neuronales; también anti- p5|005||s eE?Adgmenaa en otros cannabinoides
4000 aC en psicética y ansiolitica 0s ciego (incluyendo derivados
China sintéticos)
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Curcumina

Clrcuma

Curcuma longa
L.

(Zingiberaceae)

Rizoma

Se utiliza en
Ayurveda como
un rejuvenecedor
para ralentizar el
proceso de
envejecimiento y
enfermedades
neurodegenera-
tivas. También se
indica para la
mania de
acuerdo ala
Farmacopoea de
la Republica
Popular China

Efectos mecanisticos
incluyen antioxidantes, anti-
inflamatorias,
neuroproteccion contra EA.
Previene y trata los
deterioros cognitivos in vivo
incluyendo en un modelo
animal de demencia

Mejora la funcién cognitiva y
se ha encontrado menor
prevalencia de EA en las

poblaciones que consumen de
curry; indicativo de prevencion
contra la demencia un efecto
protector en el deterioro
cognitivo. En pacientes con
EA no se observé en un
estudio doble ciego 6 meses
RCT

Los datos
epidemiolégicos
sugieren la curcumina
puede ser mas
relevante para la
prevencion en lugar de
tratamiento de la
demencia; mas largo
plazo se necesitan
ECA para determinar la
eficacia para la
cognicion (en la
demenciay el deterioro
cognitivo leve (DCL))

Huperzina A

lycopodium

Huperzia serrata
(Thunb.) Trevis.

(Lycopodiaceae)

Desde hace 1000
afios en China e
utiliza para las
varias dolencias
incluyendo a
promover la
circulacién de la
sangre;
prescripcion
como preparado
la 'Qian Ceng ta'
es utilizado para
aliviar la pérdida
de memoria

Principal modo de accién es
la inhibicién de la AChE
accion neurotréfica y neuro-
protector contra el AB, el
estrés oxidativo y glutamato
[24] Mejora la funcion
cognitiva in vivo

La eficacia clinica (mejorado
puntuaciones del MMSE **y
actividades de la vida diaria)
que se muestran en los ECA
en pacientes con EA; ensayos
han alcanzado la fase II.
Una revision Cochrane evalu6
seis ensayos con sélo uno de
buena calidad; se concluyd
que la huperzina A parece
mejorar la funcién cognitiva
general, el estado clinico
global, alteracion del
comportamiento y el
rendimiento funcional en la
EA, con pocos efectos
adversos

Muchos RCT indican
eficacia en EA con
efectos adversos
limitados reportados,
este Ultimo también un
factor importante es
que los iIAChE’s parala
EA produce efectos
adversos
particularmente GI; Sin
embargo, los problemas
con los métodos de
ECA significan que se
requieren datos mas
importantes y fiables de
ECA

Magnolol (M)
Honokiol (H)
4-O-metil-

honokiol
(4-MH)

Magnolia
officinalis
Rehdery E.H.
Wilson

(Magnoliaceae)

Bark

Se utiliza en la
medicina
tradicional china
y se considera un
remedio para la
andiedad y
trastornos
nerviosos

M, Hy 4-MH inhibe AChE;
son neuroprotectores contra
la toxicidad AB in vitro; 4-MH

también in vivo
M, Hy 4-MH inhiben el
deterioro de la memoria in
vivo; Hy M prevenir déficits
colinérgicos invivo, Hy
4-MH son anti-
inflamatoriios (incluyendo via
de lainhibicion de la proteina
quinasa C y la ruta de NF-
KB).
4-MH inhibe B secretasay
fibrilisacion in vitro
4-MH inhibe efectos
neurotéxicos de NMDA in
vivo.
mejora los
comportamientos del
suefio en vivo
posiblemente a través de
mecanismos gabaérgicos.

Faltan datos clinicos para
lignanos (M, H y 4-MH) o
extractos estandarizados. Un
estudio piloto doble ciego

controlado con placebo sugirié

una combinacion de M.
officinalis y Rupr amhelnse de
Phellodendron pueden aliviar

los sintomas de ansiedad
transitoria leve en mujeres
premenopausicas

Aungue se inform6 de
numerosos efectos
mecanisticos para M,
Hy 4-MH relevante
para la patologia EA 'y
Cognicién, y puede ser
relevantes para BPSD,
hay una relativa falta
de evidencia de la
eficacia clinica en EA;
efectos mecanicistas
parecen justificar la
investigacion de estos
lignanos en DCL o EA
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Fitoquimico (y

Plant Fuente *

El uso

Efectos farmacolégicos

Las observaciones y los

conclusiones

Derivativo) etnoboténico efectos clinicos en seres
Tradicionalmente

utilizado en A los derivad

. fei . g unque los derivados
frijol Calabar Africa, La evidencia limitada q ) L
; e ) - de fisostigmina y
N particularmente La fisostigmina mejora la para la eficacia de la o

fisostigmina el sureste de numerosos sintéticos

(Y derivados
sintéticos
Rivas-tigmine)

Physostigma

venenosum Balf.

(Leguminosae)

Nigeria, por las
muertes rituales
asociados con el
funeral de un
jefe, y como un

Cognicién in vivo
El modo de accién principal
de la fisostigmina y
numerosos derivados
sintéticos es la inhibicion
AChE

fisostigmina en EA
La rivastigmina anal6gica
es eficaz para el
tratamiento sintomatico de
la EA'y es un farmaco
autorizado para este

se han explorado para
potencial terapéutico
en EA, soélo el anélogo
sintético de
rivastigmina ha

vincamina
y
(Derivado
sintético
vinpocetina)

semillas . demostrado eficacia
veneno prueba propésito -
clinica en EA
para evaluar la
culpabilidad de
los presuntos
Criminales
Los alcaloides de la
vinca parecen mejorar
las funciones
Vinpocetina mejora la cognitivas en la
, vincamina aumenta el flujo funcién cognitiva en demencia, aunque se
vinca menor

Vinca minor L.
(Apocynaceae)

Partes aéreas

Se utiliza para
los trastornos
cerebrales y la
memoria en la
medicina popular
europea [41]

sanguineo cerebral, bloquea

canales de voltaje Na* y
mejora la memoria La
vinpocetina es neuroprotector
frente a la toxicidad inducida
por NMDA y mejora la
memoria en un modelo
animal de EA

pacientes con demencia en
ECA doble ciego; datos son
més prometedores para la
demencia vascular en lugar
de EA Cochrane describe
pruebas insuficientes para
apoyar el uso de
vinpocetine para tartar la
demencia

necesitan ECA
adicionales para
confirmar la falta
general de las pruebas
y la relevancia parala
EA; otros tratamientos
(sobre todo iIACHE)
muestran beneficios
mas favorables y los
los ECA adicionales
para los alcaloides de
la vinca no estan
justificados en la
actualidad.

Ensayo Controlado Aleatorio (ECA); Sintomas Fisioldgicos de la Demencia (BPSD); MMSE:Test Mini Examen del
Estado Mental; Deterioro cognitivo leve (DCL)

La mayoria de estos estudios etnobotanicos estan dirigidos principalmente a buscar

evidencia cientifica para explicar el uso tradicional de la planta, o al descubrimiento de nuevos

compuestos que podrian proporcionar 'moléculas blanco' para huevos medicamentos que se

agregaran al repertorio terapéutico, especialmente para enfermedades donde el tratamiento

no es muy satisfactorio. El primer enfoque es mas comun en los circulos académicos, mientras

gue el segundo es mas empleado por la industria farmacéutica. (Howes & Houghton 2012;
Akram & Nawaz 2017).
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Las relevantes propiedades medicinales de las plantas se han documentado durante
siglos en diferentes culturas, y hay muchas especies de plantas que se han utilizado
tradicionalmente para los trastornos de la memoria, que ahora se estan explorando para
determinar cualquier base cientifica para sus destacados usos. Las plantas han sido una
fuente valiosa de farmacos, y los fitoquimicos también han proporcionado plantillas para
desarrollar drogas sintéticas (por ejemplo, rivastigmina, basada en la estructura quimica de la
fisostigmina de Physostigma venenosum). Aunque el desarrollo de farmacos de origen
botanico es un blanco, el uso de plantas como hierbas medicinales sigue siendo popular. Se
han explorado pruebas cientificas de eficacia y seguridad para muchas especies, aunque se
necesita mas investigacion, particularmente para identificar fitoquimicos activos para producir
productos herbales estandarizados. Como se ha descrito anteriormente, para la enfermedad
de Alzheimer (EA) hay pocos medicamentos disponibles para tratar los sintomas, y faltan
terapias exitosas que modulan la progresién de la enfermedad. Dado que dos de los
medicamentos actualmente autorizados para la EA se basan en productos naturales
(galantamina y rivastigmina), no es sorprendente que muchas plantas estén siendo
investigadas como una fuente potencial de nuevas terapias para la EA (Howes & Houghton
2012).

Como se ha resaltado, las plantas medicinales juegan un papel importante en el manejo
de la EA y el déficit de memoria. Los métodos terapéuticos tradicionales importantes son los
sistemas del interés global de la profesion médica se centra en las plantas medicinales. El
sistema tradicional de medicina es fundamentalmente preventivo, protector, nutritivo y curativo
(Akram & Nawaz 2017).

2.13 Relevancia etnofarmacolo6gica en la EA:

El déficit de memoria es un importante problema de salud global. Las terapias actuales
son inadecuadas y tienen numerosos efectos adversos. Existe una necesidad urgente de
posibles tratamientos alternativos para la EA y el déficit de memoria. Se prescriben varias
plantas medicinales para mejorar la memoria. Hemos revisado la literatura sobre plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de la EA y el déficit de memoria (Xu et al., 2009). Varias
plantas medicinales se han utilizado durante décadas en diferentes culturas para mejorar la
memoria (Akram & Nawaz 2017). La EA es un trastorno neurodegenerativo perjudicial que
deteriora la memoria, las funciones cognitivas y puede conducir a la demencia en la etapa
tardia de la vida. La causa patogénica de la EA sigue sin comprenderse y los medicamentos

aprobados por la FDA son inhibidores parciales en lugar de curativos. La mayoria de los
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farmacos son productos sintéticos o naturales, ya que la galantamina es un alcaloide obtenido
de Galanthus spp. En la Medicina china y ayurvédicos, las plantas medicinales se usan para
tratar la EA, los cambios neurodegenerativos y las enfermedades cognitivas. Varios
medicamentos occidentales que se usan en la pérdida de memoria y se derivan de las plantas.
Los alcaloides derivados de plantas como la anticolinesterasicos se han utilizado para tratar la
EA. En el Reino Unido, la galantamina derivada de plantas también se usa en el tratamiento
de trastornos neurodegenerativos (Akram & Nawaz 2017). La sobreexplotacion de plantas
medicinales con principios bioactivos limitados ha proporcionado plantillas para disefiar drogas
sintéticas en el tratamiento del EA. Rivastigmina, fenerina, eptastigmina basada en la
estructura quimica de fisostigmina de Physostigma venenosum Balf. Otro ejemplo destacable
en este grupo es la huperzina A (HupA), de origen natural aislada de una pteridofita, una planta
medicinal de la familia Lycopodacea llamada Huperzia serrata. Es el candidato a farmaco més
prometedor con un potente efecto anticolinesterasico, el cual se trata de un medicamento anti-
EA con licencia en China (Orhan et al., 2011 y Sahoo et al., 2018). La HupA ha logrado una

nueva direccion en el desarrollo de fArmacos en el tratamiento de la EA.

2.14 Huperzina A (HupA)

El alcaloide huperzina A (figura 2.9) se encuentra en las especies de los licopodios
Huperzias y Phlegmariurus. La HupA es un inhibidor de la acetilcolinesterasa de primera linea
y se ha afirmado que la huperzina A de Huperzia serrata es efectiva en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (Manoharan et al., 2016). La HupA es un medicamento con licencia
contra la enfermedad de Alzheimer en China y esté disponible como nutracéutico en los EE.
UU. (Orhan et al., 2011).

CH,
=
7 N
NR - ©
b)

Figura 2.9. Alcaloides aislados de plantas del género Huperzia: a) huperzina Ay b) huperzina B
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2.14.1 Mecanismo de Accién de la HupA

La huperzina A es un alcaloide sesquiterpénico del tipo quinolizidina. Es un inhibidor
potente y selectivo y bien tolerado de la acetilcolinesterasa (AchE), la cual degrada al
neurotransmisor acetilcolina (ACh). Fue aislado por primera vez de la planta medicinal popular
china Huperzia serrata (Qian Ceng Ta) (Zhang et al., 2008; Qian y Ke, 2014). La huperzina A
previene el deterioro cognitivo y el dafio cerebral (Wang et al., 2002), y también protege contra
la isquemia cerebral focal transitoria en ratas, posiblemente a través de una via antiinflamatoria
colinérgica que involucra el receptor nicotinico de acetilcolina (hnAChR) (Wang et al., 2008). Se
encontré un efecto protector contra la inflamacion y los déficits cognitivos en ratas con
hipoperfusion cerebral mediante la administracion de huperzina A (Wang et al., 2010).
Ademas, la huperzina A, ha exhibido una disminucion de las actividades de apotosis, ROS y
caspasa-3 en neuronas corticales de rata inducidas por AB (Xiao et al., 2002).

La huperzina A fue identificada por los cientificos en China en la década de 1980 como un
inhibidor potente, reversible, selectivo de la acetilcolinesterasa (AChE), que tiene un
mecanismo de accion similar al donepezilo, rivastigmina y galantamina. Un gran namero de
estudios preclinicos y ensayos clinicos habia demostrado el efecto potencial de la huperzina
A en el tratamiento de EA. En una revision sistematica publicada por Cochrane (2008) indica
la realizacion de 6 ensayos aleatorios con 454 participantes con la EA sugiere que la huperzina

A parece tener algunos efectos beneficiosos sobre esta enfermedad (Yang et al., 2013).

2.14.2 Propiedades Farmacoldgicas
2.14.2.1 Efectos Colinérgicos de la HupA
Se descubrié que la huperzina A posee muchas de las actividades farmacologicas,
como la inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE). Este descubrimiento encendidé una gran
cantidad de investigacion dirigida a evaluar el alcance de los efectos farmacoldgicos de HupA
y su potencial clinico. La HupA se obtiene con bajos rendimientos (0.011%) de la lycophyta
Huperzia serrata (Thunb.) Trevis. (Lycopodiaceae), que se usa en varias formulaciones en la
medicina tradicional China (MTC) para enfrentar los problemas asociados con la pérdida de
memoria y la inflamacién (Tun y Herzon 2012). Debido al bajo rendimiento de HupA producido
por la esta especie vegetal se ha buscado desarrollar fuentes alternativas como la
biotecnologia. La HupA puede entrar facilmente en el sistema nervioso central a través de la
barrera hematoencefélica y tiene ambos efectos terapéuticos centrales y periféricos. Aunque
la HupA actualmente se usa menos que los otros 3 farmacos IAChE, un meta-analisis de 20

ensayos controlados aleatorios con 1823 pacientes con EA confirmo su eficacia y la seguridad.
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Este farmaco no solo se utiliza para mejorar el déficit cognitivo en pacientes con EA, sino
también se considera como un modificador de la enfermedad que puede disminuir el hierro y
los niveles del B amiloide (A B) en el cerebro. Puede haber posibles efectos colinérgicos
aditivos si se toma HupA con otros iIAChE como galantamina o donepezil. Ademas, la HupA
puede tener efectos aditivos si se toma con 8 bloqueadores que causan bradicardia, lo que
puede disminuir la frecuencia cardiaca. No se recomienda el uso de HupA durante el embarazo
y la lactancia debido a la falta suficientes datos de seguridad (Zhang et al., 2020).

2.14.3 Efectos No Colinérgicos de la HupA

Otros estudios han demostrado que la HupA ademas de inhibir reversiblemente la
AChE (efectos colinérgicos) también es antagonista del receptor NMDA. (Ratia et al., 2013;
Huang et al., 2014), ademas del efecto sintomatico y de mejora cognitiva de la inhibicién de la
colinesterasa. Estos nuevos hallazgos han mejorado enormemente nuestra comprension de
los mecanismos farmacol6gicos de HupA en el tratamiento de la EA. Como es sabido, ademas
del efecto sintomatico y de mejora cognitiva a través de la inhibicion de AChE, varios estudios
recientes han informado que este medicamento tiene efectos "no colinérgicos" sobre la EA
(Wang et al., 2009). Algunos estudios indican el mejoramiento de la memoria en ratas con
deterioro cognitivo y se ha demostrado neuroproteccién contra el fragmento de péptido 3-
amiloide ademas de evitar la citotoxicidad inducida por radicales libres. Para atenuar la
apoptosis la HupA inhibe las mitocondrias via de la caspasa. Debido a sus sobresalientes
propiedades farmacocinéticas, como la rapida absorcién y una amplia distribuciéon con una
tasa moderada de eliminacion, es un medicamento ampliamente aceptado en la EA en China.
El ensayo clinico de fase Il se fijo la dosis maxima tolerada de huperzina A hasta 0.4 mg dos
veces al dia durante 24 semanas, lo que demostré un beneficio significativo para la mayoria
de los pacientes que fueron intolerantes a otros inhibidores de la AChE durante un largo
periodo de tiempo. Actualmente se comercializa en China y se ha llevado a cabo un ensayo
clinico de fase lll bien disefiado en EE. UU. y en otras demencias. Damar et al., en el 2017
han propuesto la hipotesis de que la HupA puede mejorar los sintomas de la epilepsia en
pacientes con EA, que puede evitar los efectos adversos de los farmacos antiepilépticos
tradicionales. A pesar de esto, no existe actualmente ninguna investigacioén clinica de alta
calidad en el tratamiento con HupA. Debido a sus relevantes propiedades farmacocinéticas,
se ha prestado mas interés en la efficacia y las reacciones adversas cuando se utiliza la
huperzina A (Zhang et al., 2020).
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2.14.4 Efectos no colinérgicos de la HupA en la EA

Varios estudios recientes han informado que HupA tiene propiedades neuroprotectoras, que

poseen efectos "colinérgicos" y "no colinérgicos” sobre la EA (Figura 2.10). A continuacion se

datallan los efectos no colinérgicos presentados por la HupA (Qian & Ke 2014):

-Proteccion de las neuronas contra las lesiones y apoptosis inducidas por induccion;

-Mejora el malfuncionamiento mitocondrial en el cerebro con EA;

-Efectos antagonizantes en receptores de n-metil-d-aspartato;

-Regulacion de la expresion y secrecion del factor de crecimiento nervioso;

-Promueve el procesamiento de proteina del precursor de amiloides no amiloidégeno;

-Activa la proteinquinasa c y la ruta de sefalizacion de wnt / b-catenina;

-Reduce el hierro en cerebro de pacientes con EA.

Huperzine A

| [ | [ [ |
(-) AChE (+) Antioxidant (-} AB (-) NMDA-R t NGF (+) PKC & + TR
enzymes penetration; Wnt/g-
(GSH-Px, +ROS; catenin
SOD & CAT) (+)
mitochondria
integnty & n
| energy Oce || protectig o
: mobiiization :
t ACh () AB- induced | |_Mmetabolism Ehchis
oxidative (=) amylprdo-
stress & genic (+) non-
apoptosis (1 () AB- processing; amyloido-
Bel-2, +p53 induced (VMDA (+) tau phospho- genic
4 caspase 3 & mitochondrial icced rylation i + Brain i
4 Bax) malfinction toxicity processing rain iron
+Cognitive (-) Oxidative Stress & apoptosis; Neuroprotection
deficits

Symptomatic
treatment

Disease-modifying
treatment

‘Cholinergic’

‘Non-cholinergic’

Figura 2.10. Resumen de los mecanismos farmacoldgicos de la HupA en el tratamiento de la EA, efectos
colinérgicos y no colinérgicos (Qian & Ke 2014)
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2.14.5 Fuentes de huperzina A

La planta medicinal Huperzia serrata es la fuente original de la huperzina A. Se ha
reportado un bajo contenido de HupA (aproximadamente 0.007%), que varia de 0.0047 a
0.025% dependiendo de las estaciones de recoleccion y las regiones de crecimiento, con
distribucion geografica limitada y una tasa de crecimiento muy lenta. Se tarda un minimo de
15 afios desde la germinacion de esporas hasta la etapa de gametofito para llegar finalmente
a la etapa de esporofito maduro. Ademas, esta especie esta a punto de extinguirse en un futuro
préximo. Por lo tanto, la sintesis total organica y el cultivo in vitro se han aplicado para la
produccion en masa de HupA. Debido a estas razones, la propagacion in vitro del material
vegetal ha atraido mas interés en los ultimos afios. Desafortunadamente, los esfuerzos en esta
area han llevado a un éxito limitado. Muchos analogos y derivados de la HupA fueron
preparados y probados por sus actividades inhibitorias hacia AChE. La sintesis total del
compuesto se ha logrado hasta la fecha, sin embargo, su mezcla racémica sintética exhibié
menos actividad inhibidora de AChE que la de la HupA natural (Orhan et al., 2011).

2.15 Pteridofitas

Las Pteridofitas constituyen las plantas sin semillas, y estan ampliamente distribuidas
en todo el mundo, siendo que la mayoria se encuentra en los tropicos. Actualmente, pueden
ser clasificadas en cinco clases, siendo estas Lycopodiopsida, Psilotopsida, Equisetopsida,
Marattiopsida y Polypodiopsida. Las Pteridofitas se presentan en una extraordinaria variedad
de ambientes, que abarcan zonas articas y alpinas al interior de florestas pluviales tropicales
vegetacion arbérea sub-desértica, rocas costeras y manglares. El 80% de las especies se
encuentran en areas tropicales, siendo mas comunes en montafas tropicales y subtropicales
himedas. Particularmente, las montafias presentan alta riqueza y endemismo de especies de
Pteridofitas, que coinciden con regiones montafosas en el Neotropico (dllgaard, 1990; Pereira,
2003). La region neotropical concentra importantes areas geograficas de Pteridofitas con
cuatro regiones de alta diversidad que reunen aproximadamente el 40% de especies
endémicas: las Grandes Antillas, el sureste de México y América Central, la region de los

Andes, el sureste y sur de Brasil, y Argentina.

Plantas del Phylum Pteridophyta han sido consideradas un importante blanco para
estudios farmacolégicos, siendo reportadas, entre otras, actividad antimicrobiana, antiviral,
hepatoprotectora, antitumoral, citoprotectora y anti-gonadotrépica, tanto para extractos como

para metabolitos aislados de diferentes especies (Imperato, 2001). Entre los metabolitos
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secundarios aislados de estas especies se destacan los alcaloides, polifenoles, flavonoides y
biflavonoides. En el grupo de los alcaloides se destacan aquellos aislados e identificados a
partir de plantas de la familia Huperziaceae recientemente aceptada como Lycopodaceae,
como las huperzinas y los alcaloides del lycopodium (Liu et al., 1986; Zangara, 2003).

Dentro de la division Pteridofita se encuentra la familia Lycopodiaceae que incluye 400
especies en el mundo. Son ampliamente distribuidas en zonas tropicales templadas y frias,
(Zangara, 2003). En 1992 Wagner y Beitel reconocieron que la familia Huperziaceae estaba
conformada por los géneros Phlegmariurus y Huperzia. Por muchos afios esta clasificacién ha
sido empleada a nivel mundial; ademés de la relacion quimiotaxonémica marcada por la
presencia de un compuesto alcaloideo, empleado en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, la HupA, que ha sido identificado Unicamente en estos géneros. Sin embargo,
recientemente Testo et al. (2018) propusieron a la subfamilia Huperzioideae, como la familia
Lycopodiaceae, que estd conformada por tres géneros: Phlegmariurus, Huperzia y

Phylloglossum.

2.15.1 Género Phlegmariurus

En particular el género Phlegmariurus es el mas numeroso de la familia Lycopodaceae;
es de amplia distribucion y ha sido encontrado desde el nivel del mar hasta 3000 m; son plantas
epifitas péndulas, presentan tallos dicotdmicos y hojas micréfilas alternadas, con esporangios
generalmente solitarios. En el caso particular de Huperzia taxifolia, ésta ha sido reclasificada
como Phlegmariurus taxifolius.

Phlegmariurus es un género de casi 200 especies de la familia Huperziaceae. Hasta ahora,
seis especies del género Phlegmariurus se han investigado quimicamente, y 89 compuestos,
incluyendo alcaloides de Lycopodium que poseen diversas estructuras y de tipo serratane
triterpenos, se han aislado. Estos compuestos muestran bioactividades potentes, tales como
actividades citotoxicas e inhibidoras de la acetilcolinesterasa (Yang et al., 2016).

Phlegmariurus es un género que se encuentra principalmente distribuido en el Asia
tropical y subtropical, con 23 especies que son endémicas al sur de China. Las plantas enteras
de varias especies del género Phlegmariurus se han utilizado en la medicina tradicional china
(MTC). Por ejemplo, P. phlegmaria se ha utilizado para el tratamiento de dolor reumaético,
artritis, lesiéon traumatica, dolor de garganta, edema, urticaria. La HupA, como se ha
mencionado, es un inhibidor de la acetilcolinesterasa potente, reversible, y selectivo. Es un

farmaco prometedor para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer el cual fue descubierto
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de Huperzia serrata (Huperziaceae reclasificada como Lycopodacea). Numerosos esfuerzos
en el aislamiento de nuevos alcaloides potentes de H. serrata y plantas relacionadas se han
llevado a cabo por muchos grupos de investigacion, que condujo al aislamiento de una serie
de componentes de las plantas, especialmente alcaloides y terpenos de lycopodios con
diversas estructuras de muchos esqueletos inusuales de interés desde puntos biogenéticos y
biolégicos de vista y objetivos desafiantes.

2.15.2 Phlegmariurus taxifolius

La especie vegetal Phlegmariurus taxifolius (Sw.) A. Love et D. Love [=Huperzia
taxifolia (Sw.)Trevis, Lycopodium taxifolium Sw.] es una planta epifita, tallos arqueado-
decumbentes a péndulos, de hasta 30 cm de largo y 2 a 4 mm de ancho excluyendo las hojas,
2 a 6 bifurcados; con hojas de las divisiones proximales en verticilos alternos de 3 a 4, lineares
a lanceoladas, con 13 a 20 mm de largo y 2 a 3 mm de ancho, patentes a ascendentes o0 algo
adpresas, margenes aplanados a escasamente revolutos. Crecen en Nebliselvas, bosques
hamedos y bosques de pino-encinos (900 a 1800 m); de México a Bolivia, las Antillas (Davidse
et al, 1995).

Ma et al. (1998) estudiaron la relacion entre los diferentes licopodios y propuso que la
presencia de HupA se relacionaba quimiotaxonémicamente con algunas especies. Se
descubri6 que este alcaloide presenta actividad anticolinesterasica muy especifica, con

importante aplicacion en la enfermedad de Alzheimer.

En México crecen aproximadamente 15 especies de licopodios, incluyendo Huperzia
serrata (Thunb.) Trevis, por lo que se ha motivado a la investigacion en la busqueda de nuevos
alcaloides anticolinesterasicos en esta familia de plantas, potencialmente Utiles en el
tratamiento del Alzheimer, una vez que muchos alcaloides inéditos han sido continuamente
aislados e identificados a partir de especies de licopodios (Ma et al., 2007). Dentro de este
grupo de licopodios también se encuentra Phlegmariurus taxifolius, el cual carece de estudios
fitoquimicos, bioldgicos y farmacolégicos, ademas que esta planta se encuentra en peligro
vulnerable de extincién. Por tal razén, la biotecnologia vegetal es una alternativa prometedora
para la conservacion de las especies de licopodios y de estrategias para la busqueda de

nuevas fuentes y procesos de produccion de huperzina A.
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Los alcaloides de Lycopodium representan una variedad diversa de moléculas de las
lycophytas pertencientes a la familia Lycopodiaceae. Como se ha mencionado los alcaloides
mas sobresalientes son la huperzina Ay B, destacando la HupA como un potente inhibidor de
la AChE para lo cual se considera un potencial farmaco lider para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, el desarrollo farmacéutico adicional se ve
obstaculizado por la falta de un reabastecimiento sostenible del compuesto. Aunque se han
propuesto una serie de técnicas, como la sintesis total y la fermentacion de microorganismos
productores de HupA, la principal fuente de este alcaloide todavia depende en gran medida de
los materiales es a base de hierbas, que podria conducir a la sobreexplotacion (Xu et al., 2018).
Por esta raz6n es importante investigar en nuevas fuentes de HupA, derivados y otros
metabolitos para el tratamiento de la EA empleando herramientas biotecnol6gicas como la
micropropagacion y cultivo in vitro de brotes de licofitas como las especies de Huperzia y

Phlegmariurus.

2.15.3 Estudios Fitoquimicos de Phlegmariurus

Segun la literatura, hasta ahora, seis especies del género Phlegmariurus han sido
guimicamente investigadas, y se han aislado una variedad de compuestos estructuralmente
interesantes, incluyendo alcaloides de licopodios que poseen diversas estructuras de
triterpenos tipo serratano. Estos compuestos muestran potentes actividades farmacoldgicas,

tales como actividades inhibidoras de la acetilcolinesterasa y actividades citotoxicas.

Desde la década de 1960, los compuestos 1-89, descritos en la revisidn de Yang et al.,
(2016) (tabla 2.6 y 2.7), han sido aislados de las plantas del género Phlegmariurus. Sus
estructuras se muestran a continuacion, sus nombres correspondientes y fuentes de la planta
(tablas 2.6 y 2.7). Como se puede ver los alcaloides y los triterpenoides de tipo serratano son
los constituyentes quimicos dominantes en las plantas del género Phlegmariurus (figuras 2.11
y 2.12) (Yang et al., 2016).

2.15.1 Alcaloides

Los alcaloides 1-59 han sido aislados del género Phlegmariurus (tabla 2.6). Los alcaloides
Licopodina 1-20 fueron aislados de P. carinatus, P. fargesii, P. fordii, P. phlegmaria, P.
squarrosus, y P. yunnanensis. Esta clase se caracteriza porque cuatro anillos de los seis
miembros estan conectados, en las posiciones C (5), C (6), C (8), C (10),y C (12) por lo general

se oxida a C=0 y grupos OH o esterificado por AcOH y acido dihidroferulico, y el enlace C=C
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puede existir en C (11/12) y C (8/15). Ademas, el atomo de N podria ser oxigenado como N-
oxido, tal como en licopodina N-6xido (9).

De los alcaloides identificados y en este género mas destacables son: la huperzina A (28),
huperzinina (29), isofordina (30), y phlegmariurina M (31) entre otros (Yang et al., 2016).

2.15.2 Terpenoides
Se han encotrado metabolitos terpenoides del tipo Triterpeno y diterpeno (Yang et al., 2016):

2.15.2.1 Triperpenos. Los veintinueve triterpenoides (tablas 2.6 y 2.7), 60-88, fueron
aislados de P. phlegmaria, P. squarrosus y P. yunnanensis. Los Terpenos mas relevantes son
los del 60- 87, que pertenecen a los Triterpenos del tipo serratano, en el que las posiciones
C (3) y C (21) podrian oxidarse a grupos OH o mas esterificados por acido acético y cinamico,
y el enlace C=C puede existir en C (14/15). A veces, C (24), C (29), o C (30) también podria
estar oxidado a grupos OH, y C (24) podria ser oxidado a acido carboxilico. Ademas, el enlace
C=C en C (14/15) se puede hidratar al grupo OH. a-onocerina (88) fue aislado de P.

phlegmaria.

2.15.2.2 Diterpenos. EIl diterpeno tipo abietano, margocilina (89) fue aislado de P.

phlegmaria (Yang et al., 2016).
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Tabla 2.6. Constituyentes quimicos (1-81) del género Phlegmariurus (tomado de Yang et al., 2016)

Table. Chemical Constituents from the Genus Phlegmariurus®)

Table. (cont.)

No.

~No o b w

[ee]

10

11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21

22

24
25

26
27
28

29
30
31
32
33

34
35

36
37
38
39
40
4

42
43

Compound class and name

Alkaloids
Lycopodine

Lycodoline

8b-Acetoxy-12b-
Hydroxyepidihydrolycopodine
Dihydrolycopodine
6a-Hydroxylycopodine
Deacetyllycoclavine
15a-Methyllycopodane-
5b,6b-diol
Malycorin C
Lycopodine N-oxide
15a-Methyllycopodane-
5b,6b-Diol N-oxide
Lucidioline
Gnidioidine
Malycorins B

Acrifoline
Lycophlegmine
Lycopodatine C
8,15-Dehydrolycopodine
Lycoposerramine H
Annotine

Annotinine

Lycodine

b-Obscurine
des-N-Methyl-b-obscurine
a-Obscurine
11b-Acetoxyl-N-
methylhuperzine B
N-Methylhuperzine B
Fordimine
Huperzine A

Huperzinine
Isofordine
Phlegmariurine M
Carinatine A
Fawcettimine

Alopecuridine
Fawcettidine

8b-Acetoxyfawcettimine
8-Deoxyserratinidine
Epidihydrofawcettidine
(= lycoposerramine Q)
Phlegmariurine A

Phlegmariurine B
Phlegmariurine C

Lycojapodine A
8a-Hydroxylycojapodine A

Source

T TUTUUTUTUDO

T UUDU

. carinatus

. fargesii

. phlegmaria
. carinatus

. squarrosus

fordii

. squarrosus

. phlegmaria
. fargesii

. fargesii

. yunnanensis

P. phlegmaria

T U

U UDoWwUUUTUTUUUUUUUUUTUT

VTTUUUUUUUUUUUUUUUUUUTUUUUTUT

. fargesii
. yunnanensis

. carinatus

. carinatus

. carinatus

. phlegmaria
. phlegmaria
. phlegmaria
. carinatus

. fargesii

. yunnanensis
. phlegmaria
. phlegmaria
. carinatus

. squarrosus
. fargesii

. phlegmaria
. squarrosus
. phlegmaria
. squarrosus

. fargesii

. fordii

. squarrosus
. phlegmaria
. squarrosus

fordii
fordii

. carinatus
. carinatus
. squarrosus
. squarrosus
. squarrosus
. phlegmaria
. squarrosus
. phlegmaria
. phlegmaria
. carinatus
. carinatus

fordii

. carinatus
. squarrosus

fordii

. fordii
. squarrosus
. squarrosus

References

No. Compound class and name
[9] 44 Lobscurinol
[10] 45 Lycophlegmarine
[11] 46 Obscurinine
[9] 47 8-Deoxy-13-
[12] dehydroserratinine
[13] .
[12] 48 Lycoposerramine U

49  Acetyllycoposerramine U
[11] 50 8b-Acetyllycoposerramine U
[10] 51 Lycoflexine
[10]
[14] i )

52 N-Oxide-lycoflexine
[15] 53 Carinatine B
[10] 54 Malycorin A
[14] 55 Phlegmarine

56  N,N°-Dimethylphlegmarine
[9] 57 Huperminone A
[9] 58 Hupermine A
[9] 59 Phlegmariurine N
[15] Triterpenoids
[11] 60  Serratenediol
[16]
[9 )
[10] 61  Serratenediol-3-acetate
[14]
[11] ) .
[11] 62 21-Episerratenediol
[9] (= 21b-hydroxyserrat-
[12] 14-en-3a-ol)
[10] 63 21b-Hydroxy-serrat-14-
[L1] en-3a-yl acetate
[12] 64 21b-Hydroxy-serrat-
(1] 14-en-3b-ol
[12] 65  2la-Hydroxy-serrat-

14-en-3b-ol

[10] 66  2la-Hydroxy-serrat-
[18] 14-en-3b-yl acetate

67 Phlegmanol A
[17] ¢
19
{12} 68 21a-Hydroxy-serrat-14-
[20] en-3b-yl propanedioic
[21] acid monoester
[9] 69 Phlegmanol C
[9] 70 Phlegmanol B
[12] 71 Hydroxyserratenone
[12] 72 Serratriol
[12] )
[16] 73 Serrat-14-ene-3b,21a,24-triol
[12] 74 Lycophlegmariol A
[16] 75 Lycophlegmariol C
[16] 76 (3a,21a)-Serrat-14-ene-
[9] 3,21,24,29-tetraol
[9] (= lycocryptol)
[22] 77 Phlegmanol E
[9] 78 Lycophlegmariol B
[12] 79 (3a,21b)-Serrat-14-
[22] ene-3,21,24,29-tetraol
[18] 80 (3a,21b)-Serrat-14-
[12] ene-3,21,24,30-tetraol
[12] 81 Phlegmaric acid

Source

P. carinatus

o U U UUUUTUTUTUT T U o WU UTUUDUTUTO

T T

VWUV UUUUUUUUUUUUUTUUTUT

. phlegmaria
. carinatus

. carinatus

. squarrosus
. phlegmaria
. squarrosus
. squarrosus
. squarrosus
. carinatus

. squarrosus
. phlegmaria
. carinatus

. carinatus

. phlegmaria
. fargesii

. phlegmaria
. phlegmaria
. phlegmaria

fordii

. squarrosus
. yunnanensis
. phlegmaria
. squarrosus

. yunnanensis
. phlegmaria
. phlegmaria
. squarrosus

. phlegmaria
. phlegmaria
. phlegmaria
. phlegmaria

. squarrosus
. phlegmaria
. squarrosus

. phlegmaria
. phlegmaria
. phlegmaria
. yunnanensis
. phlegmaria
. squarrosus

. phlegmaria
. phlegmaria
. squarrosus

. yunnanensis

. phlegmaria
. phlegmaria
. squarrosus

. squarrosus

. phlegmaria

References

[9]
[16]
[9]
[9]
[12]
[16]
[12]
[12]
[12]
[9]
[12]
[16]
[9]
[9]
[15]
[10]
[16]
[19]
[6]
[23]

[24]
[14]
[25]
[24]
[14]
[25]
[26]
[24]

[27]
[26]
[26]
[26]

[24]
[25]
[24]

[25]
[25]
[25]
[14]
[25]
[24]
[27]
[27]
[24]
[14]

[25]
[27]
[24]
[24]

[25]
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Tabla 2.7. Constituyentes quimicos (82-89) del género Phlegmariurus (tomado de Yang et al., 2016)

No. Compound class and name Source References

82  3a,2la-Dihydroxyserrat- P. squarrosus [24]
14-en-24-oic acid

83  (3a,14a,15a,21a)- P. squarrosus [24]
3,14,15,21,29-
Pentahydroxyserratan-
24-oic acid

84  Tohogenol

85 Phlegmanol D

86 Lycophlegmarin

87 Lycophlegmariol D

88 a-Onocerin
Diterpenoids

89 Margocilin

. phlegmaria  [25]
. phlegmaria  [25]
. phlegmaria  [26]
. phlegmaria  [27]
. phlegmaria  [28]

T TUTTUTTUTTDT

o

. phlegmaria  [27]

%) Phlegmariurus phlegmaria = Lycopodium phlegmaria = Huperzia
phlegmaria.

1 =0 H H 5 =0 H oOH
2 =0 HooH € OH H H OH
3 H  OH AcD OH T eH H oH H
4 oH H H H

"

5 e Al 2BR=H Wr=nH
26 e H 29 R = e 30 H 32 34R=0H
2T H H

Figura 2.11. Constituyentes quimicos (1-34) del género Phlegmariurus (tomado de Yang et al., 2016)
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Figura 2.12. Constituyentes quimicos (35-89) del género Phlegmariurus (tomado de Yang et al., 2016)
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2.16 Micropropagacion de plantas medicinales.

La micropropagacion de plantas para el cultivo in vitro ha sido un proceso util de
propagacion vegetativa para la agricultura, la horticultura y mas recientemente para la
biotecnologia vegetal. La micropropagacion puede realizarse mediante embriogénesis
somética y cultivo de brotes axilares y brotes adventicios. A través de la micropropagacion de
plantas, se pueden obtener plantulas de alta calidad, libres de virus, resistentes a
enfermedades, y altos rendimientos de componentes medicinales. Las plantulas también se
pueden usar para plantaciones de campo a gran escala. El desarrollo y la aplicacién de
técnicas de micropropagacion para plantas medicinales son importantes para la preservacion,
la produccion rapida y el estudio de especies valiosas de hierbas. Ademas, la
micropropagacion se puede combinar con otros enfoques biotecnoldgicos para mejorar las
plantas medicinales a través de la variacién somaclonal y la transformacion genética (Zhou &
Wu 2006).

Desde tiempos inmemoriales, los seres humanos han usado los productos vegetales
como fuentes de productos farmacéuticos, agroquimicos, y nutricionales. Incluso hoy en dia,
casi la totalidad de la poblacién mundial depende de los productos derivados de las plantas.
En los ultimos tiempos, la biotecnologia ofrece oportunidades atractivas para la produccién de
plantas basados en sistemas in vitro (cultivos de callos, cultivos de suspension celular, y
cultivos de tejidos) y para la manipulacion genética para facilitar la generaciéon de plantas y
productos vegetales. A medida que se destruye rapidamente un nimero creciente de habitats
naturales, las técnicas biotecnoldgicas in vitro pueden ayudar a contrarrestar la extincién de
especies en peligro de extincion (Efferth, 2019). Adicionalmente el cultivo de callos puede ser
utilizado para diferentes propdsitos, tales como la micropropagacion y el mejoramiento vegetal
(Rodriguez et al., 2014)

Como se ha mencionado, muchos metabolitos secundarios no sélo revelan funciones
protectivas, sino que también poseen valor medicinal para los seres humanos. Por lo tanto,
cultivos de células vegetales representan fuentes interesantes para la producciéon facil y
escalable de metabolitos secundarios. Los enfoques han sido desarrollados para optimizar
condiciones de cultivo y aumentar el rendimiento de estos metabolitos secundarios en las
plantas. Por lo tanto, la biotecnologia vegetal también puede complementar la agricultura

tradicional a escala industrial (Jiang et al., 2015). El cultivo de tejidos vegetales representa una
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técnica importante en ciencia basica y aplicacion comercial. En todas las principales familias
de plantas terrestres el tejido herido es recuperado por células callosas no diferenciadas. Estas
células de callo pueden cultivarse in vitro para aplicaciones biotecnoldgicas. Casi cualquier
parte de la planta se puede utilizar para generar cultivos de callos. Los explantes tomados de
tejidos de las plantas crecen lentamente in vitro en una masa de células que va desde amorfo
e incoloro a marrén palido, estas se obtienen en condiciones estériles para evitar la infeccion
microbiana y se cultivan en medio de agar sélido suplementado con hormonas de crecimiento
(auxinas, citocininas). Para la realizacion de los pases de las células, los cultivos de callos
pueden ser mantenidos indefinidamente in vitro (Efferth, 2019).

2.17 Callogénesis

Tener una gran plasticidad para la diferenciacion celular es una caracteristica central
de las células vegetales. Las plantas generan masas celulares no organizadas, como callos o
tumores, en respuesta a diversos factores como heridas o infecciones por patdégenos. La
formacion de callos en arboles descortezados se describid hace méas de 200 afios. El término
"callo" se origina de la palabra latina “callum”, que significa duro. Los "callos" en los inicios de
la biologia vegetal se referian al crecimiento masivo de células y la acumulacién de callos
asociados con las heridas. Actualmente la misma palabra se usa de manera mas amplia y las
masas celulares desorganizadas se denominan colectivamente callos (Ikeuchi, et al., 2013).
Las células de tejido diferenciadas en los tejidos vegetales son capaces de diferenciar y
regenerar el tejido herido o incluso toda la planta. También pueden formar células callosas
totipotentes (Burris et al., 2009). Se cree que al menos algunas formas en la generacion de
callos implican la desdiferenciacion celular. Por lo tanto, el término callo incluye células con

diversos grados de diferenciacién (lkeuchi, et al., 2013).

2.17.1 Formacion de callos in vitro y en la naturaleza
2.17.2 Callos inducidos por heridas

Como se indicé anteriormente, la formacién de callos inducidos por heridas se habian
observado inicialmente en el descortezado de los arboles. Estos callos a menudo acumulan
fitoalexinas y proteinas relacionadas con los patégenos. Debido a esto, se cree que se evita la
infeccién y la pérdida de agua. El callo inducido por heridas deriva de varios tipos de células y
en algunos casos, los callos inducidos por heridas regeneran nuevos 6rganos o nuevos tejidos,

lo que sugiere que son altamente pluripotentes (Ikeuchi, et al., 2013).

57



2.17.3 Tumores inducidos por patégenos.

La agalla de la corona es una enfermedad de la planta causada por la bacteria
gramnegativa Agrobacterium tumefaciens (recientemente renombrada como Rhizobium
rhizogenes), y ocurre en miles de especies de plantas. Estas bacterias ingresan a las plantas
a través de los sitios de la herida y promueven el crecimiento tumoral de una masa celular no
organizada (lkeuchi, et al., 2013).

2.17.4 Callos formados bajo condiciones de cultivo in vitro

La aplicacién exdgena de auxinas y citocininas induce la formacion de callos en varias
especies vegetales. En términos generales, una proporcién intermedia de auxina y citocinina
promueven la induccion de callos, mientras que una alta proporcion de auxina:citocinina y de
citocinina:auxina induce la regeneracién de raices y de brotes respectivamente. Otras
hormonas, como los brasinoesteroides o el acido abscisico, también inducen callos y en
algunas especies, pueden sustituir las auxinas o las citocininas en la formacién de callos. Sin
embargo, las auxinas y la citoquininas han sido las hormonas mas ampliamente utilizadas y
estudiadas en el contexto de la formacién de callos y la posterior regeneracion de érganos
(Ikeuchi, et al., 2013).

2.17.5 Induccion de callos in vitro mediante fitorreguladores

Las auxinas y las citocininas se han utilizado ampliamente para generacion in vitro de
callos en varias especies vegetales, pero sorprendentemente se sabe poco sobre como
inducen los callos a nivel molecular. Varios estudios recientes demostraron que varios
reguladores del desarrollo de la raiz participan en la formacion de callos (Ikeuchi, et al., 2013).
La formacién de callos o embriogénesis soméatica, es impulsada por hormonas vegetales como
las auxinas, las citocininas y las giberelinas. La regeneracion de plantas enteras a partir de
tejido calloso se llama organogénesis o morfogénesis. Para este proceso, también se
requieren fitorreguladores especificos. Los cultivos de callos pueden ser embriogénicos o0 no
embriogénicos. Los cultivos de callos embriogénicos contienen células diferenciadas
embriogénicamente competentes que regeneran plantas completas mientras que los callos no
embriogénicos contienen células homogéneas, desdiferenciadas, que se utilizan para la
produccion de metabolitos secundarios (Efferth, 2019). En términos generales, una proporcion

intermedia de auxina y citocinina promueven la induccién de callos, mientras que una alta
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proporcién de auxina:citocinina y de citocinina:auxina induce la regeneracion de raices y de
brotes respectivamente. Otras fitohormonas, como los brasinoesteroides o el acido abscisico,
también inducen callos y en algunas especies, pueden sustituir las auxinas o las citocininas en
la formacion de callos. Sin embargo, las auxinas y la citoquininas han sido las hormonas mas
ampliamente utilizadas y estudiadas en el contexto de la formacién de callos y la posterior
regeneracion de érganos (lkeuchi, et al., 2013). Por otro lado, se pueden utilizar los cultivos
celulares en suspension para el cultivo en masa en biorreactores especialmente disefiados
(Efferth, 2019).

2.18 Condiciones de cultivo

Los cultivos de callos no se desarrollan a partir de células individuales aisladas, sino a
partir de tejidos estructurales heterogéneos. Sin embargo, los cultivos de callos son lo
suficientemente homogéneos para permitir la micropropagacién para la generacién de copias
idénticas de plantas con las caracteristicas deseadas. Las condiciones de laboratorio para
mantener los cultivos de callos difieren de una especie a otra, y deben desarrollarse en cada
caso de manera particular. Los factores externos como la luz, la temperatura, el pH del medio
y la aireacién de los cultivos afectan la biosintesis de metabolitos secundarios. Los cultivos de
callos pueden volver a diferenciarse en plantas enteras, si se mantiene bajo medios apropiados
de crecimiento que difieren de los medios de cultivo estandar. Mientras que algunos cultivos
de callos necesitan condiciones de crecimiento en oscuridad, otros crecen bajo condiciones
de dia-noche especificas (por ejemplo, 16 h de luz, 8 h oscuridad). Los cultivos de callos por
lo general crecen a (25 £ 2°C). Estos se pueden distinguir entre los cultivos que crecen en una
forma bastante compacta, y los que son friables. Los cultivos de callos friables se pueden
utilizar para generar cultivos de una sola célula que se mantienen en medio liquido en agitacién
lenta. El cultivo de células vegetales representa un medio eficaz para la producciéon a gran
escala haciendo uso de biorreactores para la produccion de metabolitos secundarios

terapéuticamente relevantes (Efferth, 2019).

2.18.1 Medios de cultivos.

Por lo general, los cultivos de callos se mantienen en medio de agar sélido
suplementado con nutrientes especificos como sales, vitaminas y elementos (nitrégeno,
fésforo y potasio). En general, las altas concentraciones de iones de amonio inhiben la
formacion de metabolitos secundarios, mientras que la disminucién del nitrdgeno del amonio

aumenta. El fosfato inorganico es esencial para la fotosintesis y la glucdlisis. Los altos niveles
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de fosfato a menudo promueven el crecimiento celular y el metabolismo primario, mientras que
las bajas concentraciones de fosfato favorecen la formacion de metabolitos secundarios.
Muchos metabolitos secundarios estan formados por intermediarios fosforilados que
posteriormente liberan el fosfato. Los ejemplos incluyen fenilpropanoides y terpenoides.
(Efferth, 2019)

En general, la adicion de precursores a los medios de cultivo mejora la formacion del
producto. La biosintesis de metabolitos secundarios en cultivos de plantas suele ser baja y
debe mejorarse para cumplir los fines cientificos y comerciales. La adiciébn de moléculas
precursoras a los medios con frecuencia aumenta la formacion de los metabolitos deseados.
La biosintesis de la mayoria de los metabolitos secundarios consiste en reacciones de varios
pasos de varias enzimas. Cualquier paso de las reacciones en las cadenas de biosintesis
enzimaticas se puede estimular para mejorar la formacion de los compuestos de interés
(Efferth, 2019).

Los medios de cultivo tipicos estan bien establecidos como el medio Murashige &
Skoog (MS), medio B5 (Gamborg et al., 1968) y el medio de White. En la mayoria de los casos
antes mencionados, se deben agregar fitohormonas especificas al medio para estimular el
crecimiento de callos. Para optimizar la produccion de metabolitos secundarios es deseable
utilizar dos tipos de dos medios: uno para un buen crecimiento celular y el otro para una buena

produccion de metabolitos secundarios (Efferth, 2019; Arana, 2013).

La aplicacion biotecnoldgica de los cultivos de callos es que pueden usarse para la
produccion sostenible y a gran escala de metabolitos secundarios en productos farmacéuticos,
alimentos cosméticos e industrias relacionadas. Los cultivos de callos de plantas medicinales
producen fitoquimicos bioactivos que pueden usarse para tratar una amplia variedad de
enfermedades (neurodegenerativas como EA, cancer, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades infecciosas, etc.). Por otro lado, metabolitos de interés se pueden extraer
directamente de los callos sin sacrificar toda la planta a diferencia de los estudios fitoquimicos
clasicos donde debe colectarse la planta nativa corriendo el riesgo de la devastacion de las
especies. Por esta razdn, la tecnologia de los callos puede ayudar a proteger especies de
plantas raras y en peligro, ademas de que se pueden producir in vitro cantidades suficientes o
incrementadas de metabolitos secundarios. Los cultivos de callos también se pueden convertir

en cultivos de suspensién de células individuales usando matraces en agitacion o biorreactores
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para producir los metabolitos secundarios deseados. Esto permite el crecimiento en
condiciones controladas sin la influencia de factores ambientales variables, enfermedades
microbianas de variacion estacional, plagas y limitaciones geogréficas. Por lo tanto, se pueden
producir metabolitos secundarios eficientemente de manera constante (Efferth, 2019).

2.18.2 Extractos de metabolitos bioactivos producidos in vitro

Las técnicas quimicas utilizadas para aislar y purificar metabolitos secundarios son las
mismas en cultivos de células vegetales y plantas enteras. Si los productos generados se
liberan en el medio de cultivo, su separacion es facil. Si se almacenan dentro de las vacuolas
el tonoplasto, y las membranas plasmaticas de las células vegetales tienen que ser
interrumpidas (por agentes permeabilizantes como el dimetilsulféxido). Ademas de numerosos
informes sobre la produccién de compuestos bioactivos mediante cultivos de callos, se han
demostrado resultados en los que los extractos preparados a partir de cultivos de callos

realizan actividades farmacolégicamente interesantes. (Efferth, 2019).

2.19 Cultivo in vitro de Pteridofitas

Se han realizado trabajos de cultivo in vitro de pteridofitas por mencionar algunos
géneros como Polypodium, Pleopeltis (Polypodaceae), y en algunos otros géneros de la familia
Gleicheniaceae entre otros. Se han desarrollado cultivos para la germinacion de esporas con
el objetivo de la obtencion y desarrollo de gametofitos. Jaramillo & Pérez en 1994 realizaron
cultivo in vitro de Polypodium para la germinaciéon de esporas generando protalos vy
gametofitos. En este estudio indicaaron que la formacion de los prétalos depende de varios
factores como la concentracion de los nutrimentos, densidad de siembra del cultivo, cantidad
y calidad de luz. También resaltan que el éxito de la germinacién de las esporas depende de
un medio de cultivo adecuado. En especies vegetales de Pleopeltis (polypodaceae) se ha
realizado cultivo in vitro para el desarrollo de gametofitos, se ha encontrado que son escasos
este tipo trabajos debido a la duracion del periodo de germinacion y la formacion de los pértalos
(Jaramillo et al.,, 2003). De igual manera en otro estudio en especies de la familia
Gleicheniaceae realizaron cultivo in vitro en medio Agar Thompson para la germinacién de
esporas y su posterior formacion de gametofitos en esta investigacion mencionan que son
escasos los estudios de este tipo (Farfan et al. 2017). Es importante mencionar que en todos
estos trabajos no muestran un tratamiento de desinfeccién de las esporas debido a que estas
fueron vertidas a los medios de cultivo sin ningun tipo de esterilizacion, la razén a esto es que

los medios de cultivo carecen de sacarosa por lo que la contaminacion es casi nula.
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2.19.1 Cultivo in vitro de especies de Lycopodium

Atname et al en el 2000 realizaron la induccion de la callogénesis nodular para la
propagacion de Lycopodiella inundata, una especie vegetal en peligro de extincion la cual
produce alcaloides de importancia farmacéutica. En este trabajo micropropagaron L. inundata,
de inicio no obtuvieron la germinacién de esporas axénicas, por lo que eligieron fragmentos
del esporofito como explante. Usaron 5 medios de cultivo para la induccion a callogénesis, los
medios fueron MS (Murashige & Skoog) completos y a la mitad. Usaron fitorreguladores como
IBA (acido indolbutirico), KIN (cinetina) y GAs (acido giberélico); 20 g/L sacarosa, 7.5 g/L agar
y un pH a 5.4. Los fitorreguladores fueron adicionados y esterilizados en autoclave 20 min
120°C y usaron fotoperiodo de 12h. Indujeron la callogénesis a las 13 semanas en el medio
CM-5. Es importante mencionar que en esta pesquisa no indicaron el método de esterilizacion
del material vegetal, lo refieren en Athame 1999 (tésis no disponible en francés). Otro punto
importante es que adicionan los fitorreguladores antes de esterilizar en la autoclave, tomando

en cuenta que existen fitorreguladores termolabiles.

2.19.2 Cultivo in vitro de Huperzia y Phlegmariurus

Whittier en 1998 realiz6 la germinacion de esporas de especies de Lycopodiaceae
donde hizo referencia que la germinacién de las esporas en cultivo axénico es dificil y que
generalmente se lleva un tiempo considerable lograrlo ademas de que el porcentaje de
germinacion es bajo. Mencioné que se han llevado a cabo intentos mas recientes para
germinar estas esporas en cultivo axénico pero menos del 0.1% de las esporas germinan.
También encontraron que las esporas de Lycopodium cernuum fueron mas lentas para
comenzar a germinar en cultivos axénicos, haciendo referencia que probablemente se debia
a que el medio nutritivo contenia solo el 2% de glucosa. Debido a problemas con la
germinacion de esporas en cultivos axénicos y de suelo, este estudio se inicié en un esfuerzo
por comprender y mejorar la germinacion en este esta especie vegetal. Este mismo autor en
el 2006, realiz6 el cultivo in vitro de gametofitos de 4 especies de Huperzia, (H. crassa, H.
cumingii, H. hypogaea y H. saururus). Encontr6 que el cultivo axénico de gametofitos
subterraneos de esta familia se puede cultivar en medios nutritivos enriguecidos con minerales
y azUcar (Whittier, 2006). Debido a que se conocen los gametofitos de muy pocas especies de

Lycopodiaceae, recalcé que se necesita mas informacion para proporcionar una mejor
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comprension de los gametofitos de esta familia indicando que el cultivo axénico crea la
oportunidad de estudiar los gametofitos no descritos para posteriores investigaciones. En este
estudio se describi6 por primera vez los gametofitos de cuatro especies de Huperzia. (Whittier,
2006). Se encontr6 que las esporas germinadas y los gametofitos jovenes crecieron en 14 mi
de medio nutritivo en tubos de cultivo (20x125 mm) con tapones de rosca apretados para
reducir la pérdida de humedad. También indican que los cultivos fueron mantenidos a 22 + 1°C
y que hasta nueve meses después los gametofitos jévenes fueron trasferidos a un medio
nutritivo fresco y crecidos hasta la madurez. Otro dato es que los gametofitos fueron
mantenidos en oscuridad. Por ultimo los gametofitos maduros fueron obtenidos hasta 2-3 afios
después de sembrar las esporas (Whittier, 2006). Es relevante recalcar que en este estudio no
se muestran las condiciones para obtencién de cultivos axénicos ni los medios de cultivo de
forma completa refiriendo la informacién en Whittier 1998. Al revisar esa referencia la
formulacion del medio de cultivo sigue aun incompleta, debido a que no se indica la
composicion de algunos elementos, adicionalmente no es clara la esterilizacion de las esporas
ya que es referido como el método de Whitier en 1964. Este método de esterilizacion indica
gue las esporas se humedecieron con una solucién de Tween 80 al 0,1% y fueron expuestas
a una solucién de Clorox al 15% durante dos minutos para esterilizarlas. No es claro el tiempo

de exposicion al Tween 80, ni en general cuantos lavados se realizaron.

En otro estudio de Whittier y Storchova en 2007, realizaron cultivo in vitro de Huperzia
selago en condiciones axénicas no claras segun el método de esterilizacion de Whittier (1964).
En esta ocasion las esporas fueron suspendidas en agua estéril previo a la siembra y usaron
un fotoperiodo de 12h. La composicion del medio de cultivo aun sigue siendo poco claro,
ademas de que en esta ocasién variaron la cantidad de glucosa (5g) y de agar (1.1%). En esta
ocasion es importante recalcar que el pH de 5.9 a diferencia de los otros estudios se ajusto
antes de esterilizar en el autoclave (Whittier & Storchova 2007). En este estudio no se
muestran las condiciones para obtencion de cultivos axénicos lo refieren nuevamente como
método de Whittier (1964) ni tampoco exhiben los medios de cultivo de forma completa
(indicados en Whittier, 1998) (Whittier, 2006).

En otras publicaciones de Huperzia, se ha demostrado que H. serrata posee un
contenido muy bajo de HupA (aproximadamente 0.007%), ademas de ser una planta de
crecimiento muy lento. Como se ha mencionado anteriormente se necesitan al menos 15 afios

desde la germinacién de esporas hasta la etapa de gametofito para llegar finalmente al
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esporofito maduro. Por otro lado, la concentracion promedio de HupA en las especies de
Phlegmariurus fue de 357.44 pug / g (Ma et al., 2005), sin embargo, las especies de
Phlegmariurus no son abundantes y solo se encuentran en habitats muy especializados. Dado
alta abundancia de HupA en estas plantas pequefias, la escasa distribucion y la alta demanda
de HupA pronto conducira a la destruccion de las poblaciones silvestres de Phlegmariurus,
Huperzias y especies relacionadas (Ma, et al., 2004). Aunque Phlegmariurus squarrosus
puede propagarse dentro de un periodo de seis meses a un afo de cultivo in vitro (Ma et al.,
2006), la cantidad de HupA todavia no puede satisfacer las necesidades de los productos
farmacéuticos en la industria (Zhang et al., 2015).

Debido a estas tendencias, la propagacion in vitro de material vegetal que produce
HupA ha despertado un interés generalizado en los Ultimos afios. Desafortunadamente, los
esfuerzos en esta area han tenido un éxito limitado (Atmane et al., 2000; Whittier & Storchova,
2007; Whittier, 1998; Whittier & Webster, 1986). En contraste, Szypufa et al. midieron el
contenido de HupA en plantas mantenidas in vitro (Szyputa et al., 2005) y en otro hallazgo Ma
y Gang lograron propagar in vitro el tejido Phlegmariurus squarrosus y detectar HupA

mayormente producida en este tipo de cultivos que por la planta nativa (Ma y Gang, 2008).

La sobreexplotacién de estas plantas silvestres con fines comerciales y las dificiles
condiciones de cultivo han hecho que especies de Huperzia, Phlegmariurus y especies
relacionadas estén en peligro de extincion. Por lo tanto, el cultivo de tejidos vegetales se ha
utilizado para propagar especies de Huperzia y Phlegmariurus (Ma y Gang, 2008). Yang et al.
en 2008 y Liang en 2010 establecieron el sistema de cultivo de tejidos de H.serrata
seleccionando puntas de brotes como explantes. Yang et al. (2010) adoptaron ramas de H.
serrata para establecer su técnica de propagacion de corte por separado. A pesar de tales
esfuerzos, todavia existen muchos problemas en el trasplante y la adaptacion de H. serrata
(Bao et al., 2012).

Por otro lado, como se habia mencionado antes, las especies del género
Phlegmariurus todavia parecen poseer niveles mas altos de HupA que las especies del género
Huperzia. Aunque producen grandes cantidades de HupA, estas especies son mas dificiles de
obtener, ademas de ser mas escasas que H. serrata. Con el objetivo de superar el bajo
contenido de HupA en estas especies vegetales, Ma y Gang (2008) desarrollaron un método

para propagar tejidos in vitro de Phlegmariurus squarrosus, un miembro de la familia
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Lycopodaceae (antes Huperziaceae) que produce altos niveles de HupA. Los autores
mencionaron que los callos producidos in vitro pueden representar una excelente fuente de
HupA (Ma y Gang 2008; Ferreira et al., 2014).

En este estudio Ma y Gang en el 2008 realizaron el cultivo in vitro de Phlegmariurus
squarrosus donde desarrollaron un método para la propagacion tejidos in vitro de P.
squarrosus, un miembro de Lycopodaceae (antes Huperziaceae), que producen altos niveles
de HupA. En esa investigacion mencionan que los tejidos propagados in vitro producen niveles
aun mas altos de HupA que la planta natural, siendo una relevante fuente de HupA. En esta
publicacion llevaron a cabo el cultivo in vitro e induccién a callogénesis de esta especie donde
utilizaron fitorreguladores como AlA, ANA y Zeatina. Adicionalmente analizaron el efecto de la
temperatura y el pH. En este sentido demuestran los medios efectivos que condujeron a la
generacion de los callos productores de HupA de manera exitosa, sin embargo el no muestran

el método para la obtencion de cultivos axénicos.

En otra investigacion mas reciente de Szypula et al en el 2013, presentan un protocolo
para el cultivo axénico in vitro rapido y efectivo de esporofitos de Huperzia selago (fuente de
HupA). Establecieron los cultivos utilizando propagulos vegetativos obtenidos de esporofitos
gue crecen en la naturaleza sin devastar los habitats de esta especie vegetal en peligro de
extincion. Los explantes fueron sometidos a desinfeccion superficial e interna para eliminar las
bacterias y hongos epifitos y endofiticos. En cultivos in vitro, lograron resultados éptimos
usando medio Moore (Mr) sin reguladores de crecimiento, y los medios fueron suplementados
con IBA y cinetina, asegurando tanto la viabilidad de los propagulos como su desarrollo
posterior. El indice de crecimiento de la biomasa para esporéfitos de H. selago fue a partir de
propagulos, producidos a los 3 meses de cultivo. Se observé un crecimiento vigoroso de raices
adventicias, especialmente en medio Mr y con la adicion de ANA lograron la formacion de
callos en los apices de los brotes. Es sumamente importante mencionar que en este trabajo
para el protocolo de desinfeccién utilizaron agentes desinfectantes como Tween®20 y PPM

(Plant Preservative Mixture™).
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3. JUSTIFICACION

El presente proyecto contribuye al desarrollo de nuevos agentes con potencial aplicacion
terapéutica en la enfermedad del Alzheimer a partir de la investigacion fitoquimica,
farmacoldgica y la manipulacion biotecnolégica de Phlegmariurus taxifolius, especie vegetal
productora del anticolinesterasico huperzina A (HupA), lo que incrementa las alternativas
existentes para el manejo de los recursos naturales en México. Es importante mencionar que
la planta P. taxifolius carece de estudios fitoquimicos, biol6gicos y farmacolégicos. Por esta

razén es primordial realizar estudios de esta especie vegetal.

Aunado a lo anterior, el crecimiento lento de P. taxifolius y la necesidad de habitats
especializados, ademas de la baja concentracién de HupA, son elementos que se pueden
superar a través de estrategias biotecnolégicas como lo es la induccion de callogénesis y su
micropropagacion. Debido a esto, el beneficio de usar este tipo de células desdiferenciadas es
gue tienen una velocidad de crecimiento mucho mayor y controlada que la planta silvestre, ya
gue la misma puede tardar cerca de 15 afos en crecer, por lo que este sistema biotecnolégico

in vitro ofrece ventajas para la produccién del alcaloide HupA.

Es importante sefalar que existen pocos trabajos sobre la induccion a callogénesis y su cultivo
in vitro en plantas de este género, debido a que es un evento sumamente dificil de conseguir
en plantas inferiores de este tipo. Esto es debido a que estas plantas, en comparacién con las
plantas superiores, no muestran respuesta de la misma manera a distintos fitorreguladores,
presentando oxidacion de los explantes y nulo crecimiento. Al igual que lo anterior, existen
pocos trabajos que logran la desinfeccion de este tipo de plantas, lo que limita continuar con
la induccién de callogénesis y su posterior cultivo in vitro. Se ha demostrado que la
desinfeccion para la obtencidén de explantes axénicos es un proceso dificil de conseguir, debido
a la baja sensibilidad a los agentes desinfectantes usados, siendo muy comun la
contaminacion flngica y bacteriana ademas de su nulo crecimiento. Aunado a lo anterior, P.
taxifolius se encuentra en peligro vulnerable de extincidn, por tal razén la biotecnologia vegetal
es una alternativa prometedora para la conservacion de las especies de este género y el

mejoramiento de su rendimiento alcaloideo.
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4. HIPOTESIS

Con base a las necesidades de mejorar e incrementar la produccién de huperzina A 'y
derivados activos, se espera que la induccion de callogénesis en explantes de Phlegmariurus
taxifolius permitira el establecimiento de cultivos de callos productores de compuestos
alcaloideos bioactivos con actividad anticolinesterasica. La lycophyta P. taxifolius presentara
metabolitos secundarios del tipo alcaloideo y triterpenoide del tipo serratano segun el estudio

guimiotaxondmico de especies del género Phlegmariurus.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Establecer las condiciones axenicas para el cultivo in vitro e induccién a callogénesis a partir
de los explantes derivados de los frondes vegetales de P. taxifolius productora del alcaloide

anticolinesterasico huperzina A.
5.2 Particulares

* Aislar e identificar huperzina A y derivados activos de los frondes de P. taxifolius.

* Establecer el protocolo de desinfeccion para la obtencion de los explantes axenicos de P.
taxifolius.

* Seleccionar un medio de cultivo idoneo determinando la composicion del medio y sus
condiciones de pH.

* Disefiar un experimento para la seleccién y combinacion de distintos fitorreguladores para la
induccion a callogénesis.

* Establecer las condiciones de cultivo in vitro como temperatura y luminosidad.

* Realizar el cultivo in vitro de la planta P. taxifolius e inducir la callogénesis.

* Determinar la viabilidad celular de los callos de P. taxifolius mediante microscopia de
Fluorescencia.

* Establecer una linea productora de huperzina A y sus condiciones de cultivo.

* Aislar y purificar los compuestos(s) bioactivo(s) presente(s) en la planta seleccionada
mediante el empleo de la técnicas cromatograficas.

* Caracterizar la estructura molecular de los metabolitos presentes en la planta mediante
métodos espectroscépicos (RMN) y espectrométricos.

* Realizar el estudio fitoquimico de extractos de P. taxifolius para la identificacion de

compuestos de interés.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta del Material vegetal

El material vegetal experimental fue obtenido en el mercado del municipio de Coatepec,
Veracruz, y procesado en el Laboratorio de Plantas Medicinales del Centro de Investigacion
en Biotecnologia de la UAEM. La planta fue identificada y depositada en el Herbario HUMO de
la UAEM con el numero de voucher 39243. El siguiente esquema resume el proceso de la

preparacion del material vegetal, como el secado, trituracion y maceracion.

COLECTA
Coatepec, Veracruz

Phlegmariurus taxifolius
(1219)

Partes aéreas: Frondes:
raquis y pinas
[

Secado: Temperatura
ambiente

Trituracion: Licuadora

Desgrase: Hexano (3x)

Maceracion: EtOH comercial (5x)

Figura 6.1. Procesamiento de los frondes de P. taxifolius.

6.1.1 Preparacion de los extractos
Se utilizaron los frondes de P. taxifolius, las cuales fueron procesadas mediante secado a
temperatura ambiente, trituracién y maceracion (figura6.1). El material vegetal seco triturado

se desgras6 con hexano y se sometié a una maceracion en metanol y sonicacién (5 veces).
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Se usO un evaporador rotatorio (Buchi B-480, 40°C) mediante presion reducida para la
obtencion del extracto crudo.

6.2 Analisis fitoquimico para la presencia de alcaloides

El extracto crudo metandlico de P. taxifolius fue investigado en cuanto a la presencia de
alcaloides mediante reacciones de coloracion con el reactivo de Dragendorff y Wagner y Mayer
(Harborne, 1973; Stahl, 1973; Dominguez, 1979; Wagner et al., 1984). Estos reactivos se
prepararon de la siguiente manera:

Reactivo de Wagner: Solucion de yodo en yoduro de potasio. Disolucién 1.27 g yodo, 2 g
yoduro de potasio en 5 mL de H,0, aforo a 100 mL H20.

Reactivo de Dragendorff: Solucién A: Disolucién 1.7 g nitrato de bismuto (Ill), 20 g acido
tartarico en 80 mL de H:O. Solucién B: Disolucién 16 g yoduro de potasio en 40 mL H2O.
Solucion stock: Mezcla A:B 1:1 (v/v).

Reactivo de Mayer: Disolucién 1.3 g de bicloruro de mercurio en 60 ml de agua y 5 g de

yoduro de potasio, aforo a 100 mL.

6.3 Obtencion del extracto total de alcaloides

Se realiz6 una extraccién acido-base para la obtencion de los alcaloides totales (figura.6.2). El
extracto crudo metandlico fue retomado en solucidon acuosa de HCI 0.5 M (pH~ 5) cinco veces
para la obtencién de alcaloides en la forma de clorhidrato. En seguida, los extractos acidos se
lavaron con cloroformo. Las fases acuosas, se alcalinizaron con NH.OH (pH~ 9), vy se
extrajeron exhaustivamente con cloroformo. Para este procedimiento se realizaron cinco
extracciones en cada etapa para la obtencién de alcaloides totales. Los extractos organicos
resultantes fueron concentrados a sequedad para la obtencion del extracto crudo de alcaloides
totales, segun metodologia previamente descrita para la identificacion de la huperzina A en

plantas de la misma familia (Wu & Gu, 2006).
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Extracto
metanolico total

(11.1 g)
1

Extraccion en HCI (ac) 0.5M
pH~5
1

Filtracion

Extraccion con CHCh

Soluciéon Extracto CHCk
acuosa acida agotado
Alcalinizacién NHLOH
pH~ 9 y extraccién con
CHCIs
Solucion basica Extracto
agotada CHCE
Evaporacién

Alcaloides totales

Figura 6.2. Esquema de la extraccién acido-base de alcaloides totales de los frondes de P. taxifolius.

6.4 Aislamiento y purificacion de los alcaloides y de los compuestos de interés

Los extractos crudos de los alcaloides totales se sometieron a una serie de separaciones
mediante cromatografia en columna abierta (CCA). Como fase estacionaria se uso fase normal
silica gel y en algunos casos fase reversa C-18. Para la fase mévil se usaron varios sistemas
de elucién. En el primer fraccionamiento (CCAL) se us6 un sistema de elusién usando CHCls:
MeOH: H,O 7:1:0.1 — 5:1:0.1. Se obtuvieron 14 fracciones de las cuales, segin sus
rendimientos y su perfil quimico, varias fracciones se sometieron a su posterior separacion y
purificacién. Se realizaron varios seguimientos fitoquimicos para la obtencién de 3 compuestos
puros (T1, T2 y T3) los cuales se propusieron para estudios de RMN proténica y de carbono
13.
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6.4.1. Purificacion del compuesto T1

Para la purificacion de T1 se partio de las fracciones 3y 4 de la CCA1, las cuales conllevaron

a 4 subsecuentes separaciones cromatograficas mediante columna abierta (CCA2-CCAS5)

usando como fase estacionaria una fase normal, silica gel y diversos sistemas de elucién

(figura6.3)
EAT
1.36g9
]
CCA1l
FE: Silica Gel 60
FM: CHCIl-"MeOH'H20 6:1:0.1
[ [
1 2.1 2.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
87.9mg | 527.6mg| 30.1 mg |14.8mg 29.5mg| 185mg| 124mg| 23.6mg| 9.8mg|l 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg 28.7mg 14.1mg
CCA 2 CCA3
FE: Silica Gel 60 FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1 FM: CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1
2 3 4 5 1 2 3 4 5

5.6mg 1.9mg 1.2mg 0.3mg 0.3mg 6.9mg 2.8mg 3.5mg 10mg 4.2mg

CCA 4

FE: Silica Gel 60

FM: CHCl3:MeOH:AcOEt 2:1:0.1
1(1-3) 2 (4-5) 3(6-17)

2.4mg

v v

CCAS5
FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH:AcOEt 2:1:0.1

A

Tl
~1.4mg

'

RMN

Figura 6.3. Esquema general de las CCA1-CCAb5 de P. taxifolius para la purificacion del compuesto T1;
silica gel
CHCI3:MeOH:AcOEt 2:1:0.1 en CCA4- CCAb.

FE:

60 en CCA1l-CCA5. FM: CHCIz:MeOH:H20 6:1:0.1 en CCA1-CCA3, FM:
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6.4.2. Purificacion de los compuestos T2y T3

La fraccion 2.1 se eligié debido a que presenta un factor de retencion similar al de la huperzina

A, por esto se realizaron 3 separaciones cromatograficas por columna abierta (CCA6, CCA7 y

CCAB8), para la purificacion del compuesto T2 (figura 6.4). Para la obtencion del compuesto T3

se partié de la subfraccion 2 de la CCAG6 la cual se sometié a la CCA9 en la cual finalmente se

purificé el compuesto T3.

EAT
1.369

CCA1l
FE: Silica Gel 60

FM: CHCIl3:MeOH:H20 6:1:0.1

1 21 22 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
87.9mg 527.6mg 30.1mg |14.8mg 29.5mg| 185mg| 124mg| 23.6mg| 9.8mgl 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg 28.7mg 14.1mg
CCA 6
FE: Silica Gel 60
FM: CHClz:Isopropanol 7:3- 6.5:3.5
1 2 3 4 5
165mg 32.8mg 1.9mg 3mg 9Img
6 8 9 10
6mg 9.5mg 44mg 10.2mg 21.3mg
- CCA 9 CCA 7 Silica Gel Fina 60
FE: Silica Gel 60 FE: Silica Gel 60
FM: CHCls:acetona 4:0.5 :
FM: CHCIl3:MeOH:H,0 7:1:0.1- 6:1:0.1
1 2 3 4 5
8mg 5.3mg 9.3mg 1.1mg 2.1mg 2 3 4 5 6
1.6mg 2.6mg 16.7mg 8.5mg 2.2mg 0.3mg
! \ Y ]
T3
RMN CCA 8
FE: Silica Gel 60
Figura 6.4. FM: CHCls:Acetona 8:2- 7:3
Esquema general de las CCAL, 6,7y 8
para la purificacion del compuesto T2; 1 2 3 4
y esquema general de las CCA1, 6, 9 3.3mg 0-1mg 1.1mg 4.7mg
para la purificacion del compuesto T3.
5 6 7
6.5mg 1.1mg 1.5mg 73
\ 4
T2

RMN




6.4.3. CCA10y CCAll

Se realizaron las CCA10 y la CCA11 para la separacion de los alcaloides de interés de las
fracciones 11 y 13 (CCA1). En la CCA10 se obtuvieron 5 subfraciones y en la CCA11 9
subfracciones. Se usaron diversos sistemas de elusion como se detalla en la figura 6.5.

EAT
1.369

CCA

FE: Silica Gel 60
FM: CHCIl3:MeOH:H20 6:1:0.1

1

1 2.1 2.2 3 6 7 8 9 10 11 12 13 14
87.9mg 527.6mg| 30.1mg |14.8mg |29.5mg| 185mg| 124 mg| 23.6mg| 9.8mg| 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg 28.7mg 14.1mg
CCA10
FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH 7:3; 67:33; 65:35; 62:38; 6:4;
1 2 3 4 5 CCA11 Silica Gel 60
2.7mg 2.4mg 0.3mg 3.4mg 1.2mg FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3: Isopropanol 7:3; 65:35
1 2 3 4 5
0.3mg 1.1mg 4.5mg 1.1mg 1.2mg
6 7 8 9
0.4mg 0.3mg 0.5mg 1.2mg

Figura 6.5. Esquema general de las CCA1, CCA8 y CCAll, a partir de la fraccién 2.1 de la CCAL (EAT
de P. taxifolius); FE: silica gel 60 en CCA1, CCA8 y CCAl1l. FM: CHCIl3:MeOH:H20 6:1:0.1 en CCA1,
FM: CHCI3:MeOH 7:3; 67:33; 65:35; 62:38; 6:4 en CCA8; FM: CHCI3: Isopropanol 7:3; 65:35 en CCA11

6.5 Identificacién y elucidacién estructural

La identificacion de los productos aislados se realizé a través de Resonancia Magnética

Nuclear de Hidrégeno (RMN-H?), y de Carbono (RMN-C®3). Se propusieron ser evaluados los
compuestos puros T1 (CCA5) y T2 (CCA8) y T3 (CCA9).
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6.6 Evaluacién de la Actividad Anticolinesterasica

Se realizé el ensayo in vitro para la determinacion de la actividad anticolinesterasica. Esta
actividad fue determinada a través del método colorimétrico descrito por Ellman et al. (1961).
Se empled la acetiltiocolina (0.08 mM) como sustrato de la enzima. La actividad se evalu6 in
vitro mediante incubacion durante 30min con la enzima obtenida de la corteza cerebral de
ratas con diferentes concentraciones de los extractos de alcaloides. Las muestras fueron
incubadas con el reactivo de Ellman DNTB 10mM (acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico) y, para
registro del blanco se adicion6 el sustrato de la enzima, la acetiltiocolina. El porcentaje de
inhibiciéon de la enzima se calculé a través de la comparacion de valores obtenidos con la

incubacion con DMSO 1% (control).

6.7 Cultivo in vitro de P. taxifolius

6.7.1 Desinfeccion de P. taxifolius para obtencion de explantes axénicos

Prelavado 1: Los frondes de P. taxifolius fueron previamente enjuagados en la tarja con
abundante agua corriente para eliminar restos de tierra y sustrato presentes en la planta en el
momento de su colecta.

Prelavado 2: Primero los frondes fueron enjuagados con abundante agua de grifo y después
fueron lavados con detergente comercial. En este procedimiento los frondes se lavaron con
jabon liquido (axion tricloro®) agregando cantidad suficiente para generar espuma, lograndose
asi la eliminacion completa de los restos de materia externa como tierra y contaminantes.
Posteriormente se realizé un enjuague con abundante agua corriente para remover por
completo cualquier residuo de jabdn. Finalmente, se realizaron varios enjuagues (3-5) con

agua destilada estéril para continuar con los tratamientos de desinfeccién (Tabla 6.1y 6.2).

6.7.2. Preparacion / Seleccion de explantes

Para llevar a cabo el protocolo de desinfeccion, fue rigurosamente necesario que los explantes
de P. taxifolius fueran sometidos al prelavado 1 6 2 para la obtencién de explantes axenicos
para su posterior induccion a callogénesis (tablas 6.1 y 6.2). En condiciones de esterilidad en
campana de flujo laminar se realizaron cortes de los tallos (raquis) de los frondes con
aproximadamente 1cm x 0.5cm de longitud. Los explantes fueron puestos en contacto con
diferentes agentes desinfectantes (tablas 6.1 y 6.2) en diversas concentraciones y en tiempos
definidos hasta determinar el mejor tratamiento en el cual presentara nula contaminaciéon de
los explantes. Para la estandarizacion del protocolo de Desinfeccion (tratamientos 28-43) se

hicieron cortes de los explantes con epidermis y sin epidermis, los cuales fueron evaluados

75



para determinar el mejor tratamiento de desinfeccién con estas condiciones. Los explantes
axenicos que no presentaron ningun tipo de contaminacion fueron seleccionados para la

induccién a callogénesis.

6.7.3. Protocolo de Desinfeccion

Para la obtencion de los explantes axénicos se realiz6 la desinfeccion de P. taxifolius
mediante distintos tratamientos (Tabla 6.2), con la utilizacion de diferentes agentes
desinfectantes (AD), seleccion de las concentraciones y tiempos de lavado. Los tratamientos
de desinfeccion constaron de un prelavado (prelavado 1 o 2) y en todos los casos se tratd de
un protocolo de desinfeccion de 2 o mas pasos con diversos desinfectantes (tablas 6.1 y 6.2)
este procedimiento se realiz6 en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar, la
cual previamente fue puesta en exposicion de luz UV durante 15 minutos y esterilizada con
etanol al 70% y antibenzil al 5%.
Tratamientos del 1-15: Se realiz6 el prelavado 1 en todos los tratamientos y se usaron
diversos agentes como microdyn, Cloro, benomilo (BEN, antifingico) y gentamicina (GEN,
antibiético) (tabla 6.1).
Tratamientos del 16-27: Se realizo el prelavado 2 en todos los tratamientos y se inicié el uso
de un novedoso desinfectante denominado PPM (Plant Preservative Mixture ®). Se traté de
una serie de 3 lavados, usando etanol al 70%, el desinfectante PPM a diferentes
concentraciones y finalmente se realizaron enjuagues con agua destilada (H-Od) estéril

respectivamente (tabla 6.1).

6.7.3.1. Estandarizacion del Protocolo de Desinfeccion

Tratamientos del 28-43: Se estandarizé el protocolo de desinfeccién realizando en todos los
casos el Prelavado 2. Se traté de una serie de 3 lavados homogenizando las condiciones del
lavado 1y 2. Para todos los tratamientos se us6 en lavado 1 Tween 20 al 0.1% vy en el lavado
2 etanol al 70%. En el lavado 3 se empled el PPM como agente desinfectante en diferentes
concentraciones (1, 2, 5y 10%) homogenizando el tiempo de lavado en agitacién constante (1
hora a 100 rpm). Adicionalmente fue agregado el PPM (0.5, 1, y 2%) en los medios de cultivo
B5 (tratamientos 32-43) y se usd como blanco los medios B5 sin PPM (tratamientos 28-31).
Para todos los casos al final se seco el exceso de PPM en papel absorbente estéril.

En todos los tratamientos (1-43) los explantes fueron puestos en medios de cultivo B5 estandar
(Gamborg et al., 1968) + 30 g/L sacarosa, 3.4 g fitagel, 3 g PVP y se ajusto6 el pH a 5.8, sin

reguladores de crecimiento los cuales fueron adicionados hasta la obtenciéon de cultivos
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axenicos. Para el caso del protocolo estandarizado (tabla 6.2) los tratamientos 28-31 fueron
preparados sin ningun tipo de deinfectante mientras que en los tratamientos 32-43 se adiciond
el PPM a los medios de cultivo B5 a diferentes concentraciones (0.5, 1 y 2%) para poder

realizar la comparacion de resultados.

Como se menciono en la preparacion de los explantes (6.7.2) en experimentos adicionales los
explantes obtenidos de los tallos (raquis) de la planta fueron sometidos a los tratamientos de
desinfeccion con epidermis y sin epidermis, y puestos en los medios de cultivo con o sin
desinfectante segun las condiciones de los tratamientos (28-43). También se analizé el tiempo
de cultivo de los explantes en los medios B5 con el PPM para determinar el tiempo 6ptimo de
contacto con el desinfectante hasta evitar la contaminacién. Lo anterior se verific6 cuando los
explantes con PPM después de un tiempo determinado (5, 7, 10 y 15 dias) fueron cambiados
a medios sin PPM y se logré observar explantes axénicos sin ningun tipo de contaminacion.
Finalmente se seleccioné el tratamiento 6ptimo para la obtencién de explantes axenicos para

la induccion a callogénesis.

Tabla 6.1. Tratamientos de desinfeccion (1-27) usando Agentes Desinfectantes (AD) como NaClO,
etanol 70%, Tween 20, cloro, microdyn, Benomilo (BEN) y gentamicina (GEN)

Lavado 1 Lavado 2 Lavado 3
No.
X [AD] Tiempo [AD] Tiempo [AD] Tiempo
lavado lavado lavado
[NaClO]=0.5% m/v 3 eniuaques
1 Etanol 70% 30s + 2 gotas de tween | 10 min HzO!j egtéril 5 min
20
5 min .
0 . cloro 5% v/iv 10% . 3 enjuagues :
2 Etanol 70% 1 min viv 15% viv g min H20d estéril 5 min
min
15 min .
o . cloro 5% v/iv 10% . 3 enjuagues ,
3 Etanol 70% 1 min viv 15% vV 10 min H,Od estéril 5 min
5 min
. Cloro 20% viv + . 3 enjuagues .
0,
4 Etanol 70% 1 min tween 20 0.1% 10 min H,Od estéril 5 min
. Cloro 40% viv + . 3 enjuagues .
0,
5 Etanol 70% 1 min tween 20 0.1% 10 min H,Od estéril 5 min
3 enjuagues
GEN
Cloro 5% viv + . .
0,
6 Etanol 70% 30s tween 20 0.1% 5 min 10%pEgl<lmL 3 min
200pg/mL
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3 enjuagues

GEN
Cloro 5% viv + . .
0,
7 Etanol 70% 30s tween 20 0.1% 10 min 1O%pEgl<lmL 3 min
200ug/mL
3 enjuagues
GEN
Cloro 10% viv + . .
0,
8 Etanol 70% 30s tween 20 0.1% 5 min 100pg/mL 3 min
BEN
200ug/mL
3 enjuagues
GEN
Cloro 10% viv + . .
0,
9 Etanol 70% 30s tween 20 0.1% 10 min 10(I)3pEgl<|mL 3 min
200ug/mL
3 enjuagues
GEN
Cloro 20% viv + . .
0,
10 Etanol 70% 30s tween 20 0.1% 2 min 100pg/mL 3 min
BEN
200ug/mL
Microdyn . 3 enjuagues .
1 1 gota/125mL 5 min H-0d estéril 5min
Microdyn . 3 enjuagues .
12 1 gota/125mL 10 min H-0d estéril 5 min
. 3 enjuagues GEN
13| '\g't‘;ﬁ%’:m Smin | 100ug/mLBEN | 5min
9 200ug/mL
Microdvn 3 enjuagues GEN
14 L otallZ)E/')mL 10 min | 100pg/mL BEN 5 min
9 200ug/mL
3 enjuagues
Microdyn GEN
0 . . .
15 Etanol 70% 1 min 1 gota/125mL 10 min 10%pEgl<lmL 5min
200ug/mL
16 Etanol 70% 3 min PPM 0.01% viv 5 min 1 enjuague 5min
H20d estéril
17 Etanol 70% 3 min PPM 0.01% v/iv 10 min L enjuague 5 min
H20d estéril
18 Etanol 70% 3 min PPM 0.1% viv 5min L enjuague 5 min
H20d estéril
19 Etanol 70% 3 min PPM 0.1% v/v 10 min L enjuague 5 min
H20d estéril
20 Etanol 70% 3 min PPM 0.5% v/v 5 min L enjuague 5 min

H>Od estéril




. . 1 enjuague .
0, 0,

21 Etanol 70% 3 min PPM 0.5% viv 10 min H,Od estéril 5min

22 Etanol 70% 3 min PPM 0.5% v/v 15min | 1enuague 5 min
H20d estéril

23 Etanol 70% 3 min PPM 0.01% v/v 24 h 1 enjuague 5 min
H20d estéril

24 Etanol 70% 3 min PPM 0.1% v/v 24 h 1 enjuague 5 min
H20d estéril

25 Etanol 70% 3 min PPM 0.5% v/v 24 h 1 enjuague 5 min
H20d estéril

26 Etanol 70% 3 min PPM 1% Vv 24 h lenuague | o .
H20d estéril

27 Etanol 70% 3 min PPM 1.5% v/v 24 h 1 enjuague 5 min
H20d estéril

Tabla 6.2. Tratamientos de desinfeccion (28-43) usando Agentes Desinfectantes (AD) como etanol 70%,
Tween 20 y PPM a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion.

Lavado 1 Lavado 2 Lavado 3
No Medio de
' i i i Itivo con
Tx Tiempo Tiempo Tiempo | CU
[AD] lavado [AD] lavado [AD] lavado [AD]
3 lavados con B5 sin
28 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 1% 1h PPM
0.1%
3 lavados con B5 sin
29 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 2% 1h PPM
0.1%
3 lavados con B5 sin
30 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 5% 1h PPM
0.1%
3 lavados con B5 sin
31 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 10% 1h PPM
0.1%
3 lavados con B5 +
32 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 1% 1lh o
0.1% PPM 0.5%
3 lavados con B5 +
33 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 1% 1lh o
0.1% PPM 1%
3 lavados con B5 +
34 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 1% 1lh o
0.1% PPM 2%
3 lavados con B5 +
35 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 2% 1lh o
0.1% PPM 0.5%
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3 lavados con B5 +
36 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 2% 1h
PPM 1%
0.1%
3 lavados con B5 +
37 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 2% 1h
PPM 2%
0.1%
3 lavados con B5 +
38 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 5% 1h
PPM 0.5%
0.1%
3 lavados con B5 +
39 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 5% 1h
PPM 1%
0.1%
3 lavados con B5 +
40 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 5% 1h
PPM 2%
0.1%
3 lavados con B5 +
41 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 10% 1h
PPM 0.5%
0.1%
3 lavados con B5 +
42 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 10% 1h
PPM 1%
0.1%
3 lavados con B5 +
43 Tween 20 3 min Etanol 70% 3 min PPM 10% 1h o
0.1% PPM 2%

6.7.4. Determinacion de la Viabilidad celular de los Explantes Axénicos

Los explantes que presentaron nula contaminacion durante la evaluacion de los tratamientos
de desinfeccion (tratamientos 32-43) y que continuaron estériles en el cambio a medios de
cultivo sin adicion del PPM, fueron evaluados para determinar la viabilidad celular y
seleccionados para la induccién a callogenesis. La viabilidad celular fue comprobada mediante
un método de fluorescencia (diacetato de fluoresceina, DAF), método que muestra la
integridad de la membrana celular y su actividad enzimética a través de la fluorescencia
observado en el microscopio electrénico invertido Nikon® Eclipse E400. El método consté de
2 stocks. Se prepararon 5 mL del stock 1 con DAF a una concentracién de 5 mg/mL usando
acetona como disolvente. Para la preparacion del stock 2, se tomaron 100 pL del stock 1 en 5
mL de agua destilada estéril. Posteriormente los explantes (aproximadamente de 0.5 x 0.5 cm
de longitud x 0.2 cm de grosor) fueron puestos en contacto con el stock 2 (~100 L) y se dejé
reposar durante aproximadamente 2 minutos. Por ultimo, se coloc6 cada explante en un
portaobjetos y se observo al microscopio con el objetivo 10x. Los explantes que reflejaron la
luz ultravioleta con un verde brillante intenso fueron considerados viables y seleccionados para

la induccion de callos.
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6.8 Induccién a Callogénesis

6.8.1 Preparacion de los Medios de Cultivo

Los explantes axénicos de P. taxifolius fueron cultivados primeramente en medio MS
(Murashige y Skoog,1962) 30 g/L sacarosa, 3.4 g fitagel, 3 g PVP y ajustandose el pH a 5.8.
Posteriormente se us6 el medio de cultivo B5 simple (Gamborg et al., 1968) 30 g/L sacarosa,
3.4 g fitagel, 3 g PVP y pH de 5.8. Para la induccién a callogénesis se analizo6 la efectividad de
diferentes fitorreguladores (ANA 0.5 mg/L, Zeatina 0.5 mg/L, 2,4-D 10 mg/L, GA3; 0.25 mg/L y
AlA 0.5 mg/L). Se seleccionaron 3 fitorreguladores (ANA, Zeatina y 2,4-D), para llevar a cabo
el disefio experimental PB, debido a que presentaron mejor respuesta a las condiciones de
induccion a la desdiferenciacion celular. En esta parte experimental, el medio de cultivo B5 fue
modificado con la siguiente composicion: sacarosa 20 g/L, fitagel 4 g/L, polivinilpirrolidona
(PVP) 1 g/L, nitrato de potasio (KNO3) 5 g/L. Todos los medios de cultivo fueron enriquecidos
con agua de coco estéril 20 mL/L y fue ajustado el medio a diferentes pH (5.0, 5.5 y 5.8). Los
medios fueron esterilizados por separado a 121 °C durante 15 minutos y vaciados bajo

condiciones de esterilidad utilizando una campana de flujo laminar.

6.8.2. Combinaciones Hormonales y disefio del experimento PB

De acuerdo con las combinaciones arrojadas por el Disefio Plackett Burman (PB), se
prepararon 12 diferentes medios de cultivo B5 modificado, con las combinaciones hormonales
descritas en la tabla 6.3 donde el signo positivo (+) indica la presencia de la variable y el signo
negativo (-) la ausencia de la misma. Los fitorreguladores previamente seleccionados fueron

utilizados en las siguientes concentraciones: ANA 0.5 mg/L, zeatina 0.5 mg/L y 2,4-D 10 mg/L.

Tabla 6.3. Disefio experimental PB. Fitorreguladores probados para la induccién a callogénesis: acido
naftaleno acético (ANA) 0.5 mg/L, zeatina 0.5 mg/L y 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 10 mg/L; ajuste a
diferentes pH como 5.0, 5.5y 5.8. En oscuridad (+) y luz constante (-).

Tratamiento | pH | Oscuridad | zeatina 2,4-D ANA
0.5mg/L | 10 mg/L | 0.5 mg/L
1 5.0 - - + +
2 5.5 - - - -
3 5.0 + - - +
4 5.5 + - + -
5 5.0 - + + -
6* 5.5 - + - +
7 5.0 + + - -
8 5.5 + + + +
9 5.8 - - - -
10 5.8 + - + -
11 5.8 - + - +
12 5.8 + + + +

*El tratamiento 6 propicio exitosamente el evento de callogénesis. 81



6.8.3. Ajuste del pH y enriquecimiento de los diferentes medios de cultivo

Como se menciond anteriormente, se prepararon 12 combinaciones de acuerdo al disefio del
experimento PB utilizando tres fitorreguladores, los cuales fueron afadidos antes del ajustar
el pH de los medios y antes de su esterilizacién por autoclave, con la finalidad de evitar
cambios en el pH y asegurar el pH final seleccionado (5.0, 5.5 y 5.8). En todos los casos, los
medios de cultivo fueron enriquecidos con agua de coco (con accién antioxidante natural), que
fue esterilizada por un sistema de filtracion por membrana (0.2 um). Esto se llevo a cabo con
la ayuda de un soporte de filtro con receptor (Nalgene®), bajo condiciones de esterilidad en
campana de flujo laminar. Una vez esterilizada (filtrada) el agua de coco, fue adicionada a los
medios de cultivo. Esto se realizd posterior a la esterilizacién de los medios en autoclave,
encontrandose los medios aun en estado liquido, con una temperatura tolerable al tacto (+ 30
°C) antes de la gelificacion. Esto se implementé con la finalidad de evitar la degradacion de los

nutrientes proporcionados por el agua de coco.

6.8.4. Preparacion / Seleccion de explantes

Se parti6é del material vegetal axénico de P. taxifolius, del cual se realizaron cortes de los tallos
(raquis) de las frondes con aproximadamente 1 cm x 0.5 cm de longitud, en condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar. Estos explantes fueron puestos en los medios de

cultivo B5 modificado en diferentes condiciones como lo muestra la tabla 6.3.

6.8.5. Condiciones de cultivo en la induccion de callos

Los explantes axénicos fueron cultivados a una temperatura de 25 °C bajo Los explantes
axénicos fueron cultivados a una temperatura de 25 °C bajo condiciones de luz y oscuridad
constante como se muestra en la tabla 6.3. Los explantes fueron observados cada tercer dia

durante un mes hasta la aparicién de los callos.

6.8.6. Determinacion de la viabilidad celular de las Células desdiferenciadas

La viabilidad de los callos fue determinada por un método de fluorescencia (diacetato de
fluoresceina, DAF). Método que muestra la integridad de la membrana celular a través de su
actividad enzimatica que degrada el diacetato de fluorescencia, cuya fluorescencia se observa
en el microscopio electrénico invertido. EI método constd de 2 stocks. Se prepararon 5 mL del
stock 1 con DAF a una concentracién de 5 mg/mL usando acetona como disolvente. Para la
preparacion del stock 2, se tomaron 100 pL del stock 1 en 5 mL de agua destilada estéril.

Posteriormente se mezcla la muestra (células desdiferenciadas) con el stock 2 en una
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proporcion 1:1 (m/v) y se deja reposar durante aproximadamente 2 minutos. Se coloca una

gota (~50 pL) en un portaobjetos y se observa en el microscopio electronico invertido (Nikon®

Eclipse E400) con el objetivo 10 x.

6.7.11. Extraccion de alcaloides en Células desdiferenciadas

Se realiz6 la extraccion de alcaloides totales en las células desdiferenciadas mediante el

protocolo de Extraccion de Wu & Gu (2006), en seguida se muestra el esquema del

procedimiento de la extraccion acido-base de alcaloides totales. En estudios posteriores, Soto

en el 2016 identificO huperzina A en los extractos alcaloideos de muestras de células
desdiferenciadas (M15 y M57).

20mg Material
vegetal seco
molido

l 3 Extracciones

5 mL Acido
tartarico 2%

I Sonicacién 30 min

[ Filtracion I

Whatman No. 1

Extraccion Solucion acida
Cloroformo acuocsa

|
Fase acuosa

Alcalinizacién

NH,OH pH> 10 Whatman No. 3
Extraccion Extracto : -

P  Filtracion

Cloroformo organico

-

Figura 6.6.

5 Extracciones

Esquema de la extraccion de alcaloides de las células desdiferenciadas de P. taxifolius.

Evaporacion
A sequedad
N;

Alcaloides
totales
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7. RESULTADOS

7.1 Anélisis fitoquimico

El material vegetal seco (121 g) se desgras6 con hexano y luego se realizaron cinco
extracciones mediante maceracion en metanol, sonicacion Yy filtracion. Los cinco extractos
metandlicos se concentraron usando un evaporador rotatorio y se obtuvo en total 11.1 g de

extracto metandlico
7.1.1. Identificacion y extraccion de alcaloides totales de P. taxifolius

Se realizé la extraccion de los alcaloides totales (EAT) mediante un método de extraccion
acido-base (seccion 6.3), donde se obtuvo un rendimiento de 1.36 g. En la siguiente figura se
muestra la placa cromatogréfica de la fase organica originada a partir del extracto metandlico.
Segun el revelado con Dragendorff se nota la presencia de alcaloides en el extracto metandlico

y en la fase organica basica (FO2) (figura. 7.1)

Figura 7.1. CCF Fase organica de frondas de P. taxifolius: FM: CHClz:MeOH 9:1; FE: silica gel
Revelador: Dragendorff. EM: extracto metandlico; FO2: fase organica 2 basica

7.1.2. Aislamiento y purificacion de los alcaloides y de los compuestos de interés

Los alcaloides totales (1.36 g) se sometieron a una separacion cromatogréafica
mediante columna abierta 1 (CCA1) de la cual se obtuvieron 14 fracciones que se juntaron

segun su perfil quimico (figura 7.2).
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a) b)

Figura 7.2. CCF de la CCAL: Fracciones 1-14 de frondas de P. taxifolius: FM: CHCls:MeOH:H20
6:1:0.1; FE: silica gel; a) placa observada en UV; b)Revelador: Wagner. CX: control (extracto total de
alcaloides), HA: huperzina A.

En la siguiente tabla se muestran las cantidades en miligramos de las catorce fracciones

obtenidas de la cromatografia en columna abierta a partir de 1.36 g de alcaloides totales.

Tabla 7.1. Fracciones (1-14) obtenidas la cromatografia en columna abierta 1 (CCAL) a partir del extracto de
alcaloides totales (1.36 g).

Fraccion (mg)
1 87.9
21 527

2.2 30.1
3 14.8
4 29.5
5 18.5
6 12.4
7 23.6
8 9.8

9 9.3

10 17.7
11 39.7
12 36.2
13 28.7
14 141
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Se purificaron tres compuestos (T1, T2 y T3) mediante una serie de separaciones

cromatogréficas.

7.1.2.1. Purificacion del compuesto T1:

Se realizaron 4 separaciones cromatograficas (CCA2, CCA3, CCA4 y CCA5) mediante

columna abierta, a partir de la fraccion 3 (14.8 mg) y la fraccion 4 (29.5 mg) provenientes de la

CCAL. El siguiente esquema muestra el seguimiento fitoquimico para la purificacion de T1,

indicando las subfracciones generadas en cada columna y los rendimientos obtenidos.

EAT
1.369

FM: CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1

CCA1l
FE: Silica Gel 60

1 2.1 2.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
87.9mg 527.6mg| 30.Img (14.8mg |29.5mg| 185mg| 124mg| 23.6mg|( 9.8mgl 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg 28.7mg 14.1mg
CCA2 CCA3
FE: Silica Gel 60 FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH:H»0 6:1:0.1 FM: CHCIz:MeOH:H->0 6:1:0.1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
5.6mg 1.9mg 1.2mg 0.3mg 0.3mg 6.9mg 2.8mg 3.5mg 10mg 4.2mg
CCA 4
FE: Silica Gel 60
FM: CHCl3:MeOH:AcOEt 2:1:0.1
1(1-3) 2 (4-5) 3 (6-17)
2.4mg
v v
CCAS5

FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH:AcOEt 2:1:0.1 <

Tl
~1.4mg

'

RMN

Figura 7.3. Esquema general de los rendimientos de las CCA1-CCAGS de P. taxifolius para la purificacion
del compuesto T1; FE: silica gel 60 en CCA1-CCA5. FM: CHCIls:MeOH:H20 6:1:0.1 en CCA1-CCA3,
FM: CHCI3:MeOH:AcOEt 2:1:0.1 en CCA4- CCAb.
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En la CCA2, se us6 como muestra la fraccién 3 (14.8 mg) de la CCAL1 (figura 7.5 a)), la cual
fue sometida a una separacion cromatografica por columna abierta (figura7.5 b)) donde se
obtuvieron 5 subfracciones. Las subfracciones 4 (0.3 mg) y 5 (0.3 mg) se juntaron por presentar

el mismo factor de retencion y observarse casi puras.

En la CCA 3, la fraccion 4 (29.5 mg) de la CCAL se someti6 a la separacién cromatografica
(figura7.5 c)) obteniéndose 5 subfracciones, de las cuales la fraccion 4 (10mg) se sometio a la

siguiente columna (CCA4).

En la CCA4 (figura 7.5 d)) se usé la fraccién 4 (10 mg) de la CCA3 antes mencionada, por
poseer un compuesto mayoritario con el mismo factor de retencidon que las subfracciones 4 y
5 de la CCAZ2 (figura 7.4). En la CCA4 se obtuvieron 3 subfracciones de las cuales la fraccion
2 (vial 4 y 5= 2.4mg) se uso para posteriormente continuar con la separacion cromatografica
(CCADb) (figura7.5 e))

aCCA2 1 2 3@@ b)CCA3 1 2 3@ 5

Figura 7.4. CCF de a) CCA2 y b) CCA3: Comparacion entre las Fracciones 3y 4 de laa) CCA2vy la
fraccién 4 de la b) CCA3 con factor de retencion similar. CC2 y CCA3: FM: CHClz: MeOH: H20: 6:1:0.1;
FE: silica gel; Cx: control; Revelador: Wagner.

En la CCAS5 (figura7.5 e)) se usé como muestra la mezcla de 2.4 mg de la fraccién 2 (CCA4)
con las fracciones 3 y 4 (total 0.6 mg) de la CCA2 debido a que presentan caracteristicas

guimicas similares (figura 7.4) con el mismo factor de retencion.
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Finalmente se obtuvo un compuesto puro denominado T1, el cual se analiz6 mediante RMN

protonica y de carbono 13.

La siguiente figura muestra en resumen la serie de separaciones cromatograficas para la

obtencién de un compuesto puro:

a) CCAl c) CCA3

121223 4. 56 7CX 8 9 10 11 12 1314

1.2 3 45
123 6 7 8 9Cx1011121314151617
1 2 3
gg e) CCA/ d) CCA4
b) CCA2

1234 5 6 7Cx8910 111213 14

Figura 7.5. Esquema general de las CCF1-CCF5 de los fraccionamientos de las CCA1-CCA5. Muestra
inicial en la CCAL el extracto de alcaloides totales de P. taxifolius; FE: a-f) silica gel 60 en CCF1-CCF5.
FM: a-c) CHCIls:MeOH:H20 6:1:0.1 en CCA1-CCAS3, FM: e-f) CHCIs:MeOH:AcOEt 2:1:0.1 en CCF4-
CCF5. Revelador: Wagner.
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Por otro lado, las fracciones 2.1y 2.2 (CCA1) se siguieron con el analisis fitoquimico debido

a que presenta un factor de retencion similar al de la huperzina A.

HA 21 2.2

Figura 7.6. CCF de las fracciones 2.1, 2.2 de frondas de P. taxifolius: FM: CHCIlz:MeOH:H20 6:1:0.1;
FE: silica gel; Revelador: Wagner, CX: control (extracto total de alcaloides), HA: hupA.

7.1.2.2. Purificacion del compuesto T2:
Se realizaron una serie de 3 separaciones cromatograficas por columna abierta (CCA6, CCA7
y CCAB8) a partir de la fraccion 2.1 de la CCAL. A continuacién se esquematiza el seguimiento

fitoquimico para la purificacion del Compuesto T2.
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EAT
1.369
[

CCA1l
FE: Silica Gel 60

FM: CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1

I

87.9mg

2.1 2.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
527.6mg| 30.1mg [14.8mg |29.5mg| 185mg| 124mg| 23.6mg| 9.8md 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg| 28.7mg

14
14.1mg

v

CCA 6
FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:Isopropanol 7:3- 6.5:3.5

165mg 32.8mg 1.9mg 3mg 9mg

6mg 9.5mg 44mg 10.2mg 21.3mg

v

CCA 7 Silica Gel Fina
FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH:H,0 7:1:0.1- 6:1:0.1

1.6mg 2.6mg 16.7mg 8.5mg 2.2mg 0.3mg

|

CCA 8
FE: Silica Gel 60
FM: CHCIs:Acetona 8:2- 7:3

1 2 3 4
3.3mg 0.1mg 1.1mg 4.7mg
5 6 7
6.5mg 1.1mg 1.5mg
\4
T2
RMN

Figura 7.7. Esquema general de los rendimientos de las CCAl, CCA6, CCA7 y CCA8 obtenidos
inicialmente a partir de la fraccion 2.1 de la CCA1 (EAT de P. taxifolius); FE: silica gel 60 en CCAL,
CCAB, CCA7 y CCA8. FM: CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1 en CCA1, FM: CHCls:Isopropanol 7:3- 6.5:3.5 en
CCAB6; FM: CHCI3:MeOH:H20 7:1:0.1- 6:1:0.1 en CCA7; FM: CHCls:Acetona 8:2- 7:3 en CCAS8.
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Para la purificacion del compuesto T2 se realizé la CCA6 (figuras 7.7 y 7.8) a partir de 500mg
de la fraccién 2.1 (CCAL) obteniéndose 10 subfracciones (figura 7.8). Las subfracciones 8, 9
y 10 poseian un factor de retencién parecido al de la HupA (figura 7.8). De esas tres
subfracciones, la fraccion 8 obtuvo mayor rendimiento (44mg), por lo que se sometio a la

siguiente separacién mediante la CCA7.

1 2 3456 7 (@9 10 HA

Figura 7.8. CCF de la CCA®6 de P. taxifolius: Muestra: fraccién 2.1 (CCA1) FM: CHCIls:MeOH:H20
7:1:0.1; FE: silica gel; Revelador: Wagner, HA: hupA.

En la CCAY (figuras 7.7 y 7.9) se obtuvieron 6 subfracciones (figura 7.9). Las subfracciones 3,
4y 5 se observaron con un compuesto similar, adicionalmente como se muestra en la figura
7.7 dos de esas fracciones obtuvieron los mayores rendimientos (subfraccién 4 y 5 con un
rendimiento de 4.7mg y 6.5mg). Por tal razén se juntaron por la similitud quimica y se realiz6

una separacion en columna CCAS.

Figura 7.9. CCF de la CCAY de P. taxifolius: Muestra: fraccién 8 (CCA6) FM: CHClz:MeOH:H20
6:1:0.1; FE: silica gel; Revelador: Wagner. Cx: control.
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En la CCA 8 se obtuvieron 7 subfracciones (Figura 7.10). Finalmente se obtuvo un compuesto
puro (subfraccion 4 ) denominado T2, el cual se analiz6 mediante RMN proténica y de carbono
13.

123@cx5 67

Figura 7.10. CCF de la CCAS8 de P. taxifolius: Muestra: fracciones 3-5 (CCA7) FM: CHCl3:MeOH:H20
6:1:0.1; FE: silica gel; Revelador: Wagner. Cx: control.

7.1.2.3. Purificacién del compuesto T3:

Se realizaron 2 separaciones cromatograficas por columna abierta (CCA6 y CCA9) a partir de
la fraccion 2.1 de la CCA1L. A continuacién se esquematiza el seguimiento fitoquimico para la
purificacién del Compuesto T3.
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EAT

1.369

CCA1
FE: Silica Gel 60

FM: CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1
I
I I
1 2.1 2.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
87.9mg 527.6mg | 30.Img |14.8mg 29.5mg( 185mg| 124mg| 23.6mg[ 9.8mgl 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg| 28.7mg 14.1mg
CCA 6
FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:Isopropanol 7:3- 6.5:3.5
1 2 3 4 5
165mg 32.8mg 1.9mg 3mg 9mg
6 8 9 10
6mg 9.5mg 44mg 10.2mg 21.3mg
CCA 9
FE: Silica Gel 60
FM: CHCl3:acetona 4:0.5
1 2 3 4 5
8mg 5.3mg 9.3mg 1.1mg 2.1mg
T3
RMN

Figura 7.11. Esquema general de los rendimientos de las CCA1, CCA6, CCA9 a partir de la fraccién
2.1 de la CCAL (EAT de P. taxifolius); FE: silica gel 60 en CCA1, CCA6 y CCA9. FM: CHCl3:MeOH:H20
6:1:0.1 en CCA1, FM: CHCls:Isopropanol 7:3- 6.5:3.5 en CCA6; FM: CHClz:acetona 4:0.5 en CCA9.
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En la CCA 6 se tomaron 500mg de la fraccion 2.1 de la CCA1 (figuras 7.11y 7.12) y se realiz0
una separacion cromatografica por columna obteniéndose 10 subfracciones (figura7.12). La
subfraccién 2 mostré6 un compuesto intenso con un rendimiento de 32.8mg por lo que se

sometié a una posterior separacion cromatografica CCA9 (figura 7.11).

(@34 5cx6 78 91023 DH@345Ccx67 891023

Figura 7.12. CCF de la CCAG6 de P. taxifolius: Muestra: fraccion 2.1 (CCA1) FM: CHCIs: Acetona 4:1;
FE: silica gel; Cx: control; Revelador: a) Luz UV; b) Wagner.

En la CCA9 se obtuvieron 5 subfracciones (Figura 7.13) de las cuales, la fraccion 3 (9.3mg)

denominado Compuesto T3 se observo pura en la placa cromatografica por lo que se sometio
a RMN protoénica y de carbono 13 (figura 7.14).

o

12 (®4 5

Figura 7.13. CCF de la CCA 9 de P. taxifolius: Muestra: fraccion 2 (CCA6) FM: CHCIs: Acetona 5:0.5;
FE: silica gel; Cx: control; Revelador: Wagner.
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7.1.2.4. CCA 10y CCAl11

Se realizaron las CCA10 y la CCA11 para la separacion de los alcaloides de interés de las
fracciones 11 y 12 (CCALl), las cuales en el ensayo de la inhibicion de la AChE se mostraron
activas con un 75.17% y 73.81% de la inhibicion enzimatica (seccién 7.2). Es importante
mencionar que en estas separaciones por columna (CCA10 y CCA11) no se llegd a la
obtencion de compuestos puros y para la continuacion de subsecuentes cromatografias por
columna abierta, los rendimientos fueron muy bajos (figura 7.15).

EAT

1.360
I

CCA1
FE: Silica Gel 60
FM: CHCIl3:MeOH:H20 6:1:0.1

87.9mg

2.1
527.6mg

2.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
30.1mg |14.8mg 29.5mg| 185mg| 124mg| 23.6mg| 9.8mg|l 9.3mg| 17.7mg| 39.7mg| 36.2mg 28.7mg

14
14.1mg

FE: Silica Gel 60
FM: CHCI3:MeOH 7:3; 67:33; 65:35; 62:38; 6:4;

CCA10

1 2 3 4 5 CCA11 Silica Gel 60
2.7mg 2.4mg || 0.3mg || 3.4mg 1.2mg FE: Silica Gel 60

FM: CHCI3: Isopropanol 7:3; 65:35

0.3mg 1.1mg 4.5mg 1.1mg 1.2mg

0.4mg 0.3mg 0.5mg 1.2mg

Figura 7.14. Esquema general de los rendimientos de las CCA1, CCA10y CCA11, a partir de la fraccion
2.1 de la CCAl (EAT de P. taxifolius); FE: silica gel 60 en CCAl, CCA10 y CCAll. FM:
CHCI3:MeOH:H20 6:1:0.1 en CCA1, FM: CHCI3:MeOH 7:3; 67:33; 65:35; 62:38; 6:4 en CCA8; FM: CHcCI3:
Isopropanol 7:3; 65:35 en CCA11.
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7.2 Identificacién y elucidacion estructural

La identificacion de los productos aislados se realizé a través de Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno (RMNH), y de Carbono (RMN®®). Es importante mencionar que debido
a los bajos rendimientos obtenidos en los compuestos puros T1 (1.4mg) y T2 (4.7mg) no fue
posible realizar los estudios de espectrofotometria de Resonancia magnética nuclear (RMN-
H1y C-13). Sin embargo, el Compuesto T3 (9.3 mg) obtuvo un rendimiento adecuado para su
analisis mediante RMN protdnica y de carbono trece.

7.2.1 Identificacion estructural del compuesto T3

Se realizaron registros unidimensionales de *H y *3C para el compuesto puro T3, lo que
permitié6 obtener una informacién general acerca de la estructura del compuesto T3 y su
probable naturaleza triterpénica. En un primer momento, contando apenas con los datos de
RMN de *H y 3C. Con base en el andlisis de estos experimentos fue posible concluir que el
compuesto T3 se trataba de un triterpeno del tipo serratano. Este compuesto no ha sido
reportado en plantas licopodiales a la que pertenece el género P. taxifolius. En seguida se

puede observar los espectros de C-13 para la identificacion del compuesto T3.

SpinWorks 37 13C
F102

Disolvente: CDCI3
Temperaturaf 298 K.
AVANCE-III $00

L 1L TORT I N N 1 T T

PPM.010090 80 7
e s

Figura 7.15. Espectro 1*C RMN (125 MHz, CDCls) del compuesto T3.
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pinwWorks 37 IH
F10.2

Disolvente: CDCI3
Temperatura: 298 K.
AVANCE-III 500

A L T

Figura 7.16. Espectro *H RMN (125 MHz, CDCIs) del compuesto T3.

OH

Figura 7.17. Estructura molecular del compuesto T3 (Triterpeno tipo serratano).
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7.3 Evaluacion de la Actividad Anticolinesterasica

En seguida se muestran los porcentajes de inhibicion de la enzima AChE (mediante el método
colorimétrico de Ellman et al., 1961) de las fracciones 11-14 de la CCAl a diferentes
concentraciones (50, 10 y 1 pg/mL). Los resultados se expresan como la media = SD.

Tabla 7.2 Porcentajes de inhibicion de la AChE, muestras: fracciones 11-14 (CCAL); concentraciones:
50, 10y 1 pg/mL.

Inhibicién de la enzima AChE (%)
50 pg/mL 10 pg/mL 1 pg/mL
Fracciéon 11 75,1741 42,54 + 4.8 19,11 + 0,7
Fraccién 12 2152+44 16,72+ 2,9 8,10+1,2
Fraccion 13 73,81+29 34,18+ 3,9 10,07 £ 3,2
Fraccion 14 71,36 £ 2,9 29,33+ 3,8 6,03+1,7

Se presenta mejor actividad a la concentracion de 50 pg/mL, ya que a esta concentracion las
fracciones 11, 13 y 14 tienen porcentajes de inhibicién enzimatica > 70%. La fraccién 11 es la
gue presenta mayor actividad con un 75.17% de inhibicion enzimatica a la concentracién de
50 ug/mL. Con estos resultados se sugiere realizar el andlisis quimico como separacioén,
purificacién y elucidacion de las fracciones 11, 13 y 14, ademas que una vez aprendida la
metodologia (en la estancia de investigacion) del ensayo enzimatico se pretende montarlo en

el laboratorio y evaluar las fracciones y subfracciones restantes.
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7.4 Cultivo in vitro de P. taxifolius
7.4.1. Tratamientos de desinfeccion de P. taxifolius

Para la desinfeccion de los explantes, previamente se realizé un prelavado (prelavado 1 o
prelavado 2) para la eliminacién de los restos de tierra y sustrato presentes en la planta en el
momento de su colecta. El prelavado mas exitoso result6 ser el prelavado niumero 2, debido a
gue se presentdé menor contaminacion en los tratamientos de desinfeccién posteriores. El

prelavado 2 se estandariz6 junto con los tratamientos de desinfeccion 28-43.

Tratamientos del 1-15: en esta serie de tratamientos se usaron diversos tratamientos para la
desinfeccion como cloro, antifungico (benomilo), antibacteriano (gentamicina) y microdyn a
diferentes concentraciones y tiempos de enjuague. En todos los tratamientos se presentd
severa contaminacién fungica y bacteriana, ademas de que al lograr el nulo crecimiento

patégeno los explantes se oxidaban y morian.

Tratamientos del 16-27: en esta serie de tratamientos se empez0 a usar el desinfectante PPM
(Plant Preservative Mixture ®) con concentraciones muy bajas (0.01%, 0.1%, 0.5% y 1%), las

cuales no fueron efectivas para la desinfeccion.

7.4.2. Estandarizacion del Protocolo de Desinfeccion

Tratamientos del 28-43: Se usé el prelavado 2 en todos los casos, el protocolo se tratd de
una serie de 3 lavados en donde los lavados 1 y 2 eran los mismo. Para el caso del tercer
lavado, este se realiz6 durante 1 hora en todos los casos y se us6 PPM en distintas
concentraciones (1%, 2%, 5% y 10%), lo que también vario en cada tratamiento fue la
exposicion de los explantes desinfectados en medios de cultivo B5 durante 5 y 7 dias (figura
7.16 y figura 7.17 ) con a diferentes concentraciones (0.5%, 1% y 2%) y también se analizaron

los medios sin PPM.

La esterilidad de los explantes fue observada durante los tiempos de exposicion del PPM en
los medios. Posteriormente los explantes se cambiaron a medios sin desinfectante.y se analiz6
si en el cambio de medio se presentaban algun tipo de contaminacién. Los tratamientos 28-31
(tabla 6.2) donde los medios nos fueron adicionados con PPM, presentaron contaminacion y

nula esterilidad, por tal razén es necesario la adicion de PPM en los medios B5.
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En la siguiente tabla se resumen los tratamientos de desinfeccion 32-43 con distintas
concentraciones de PPM (1, 2, 5y 10%), que se analizaron a diferentes tiempos de contacto

del desinfectante en el medio.
Tabla 7.3. Tratamientos de desinfeccién 32-43 de frondas de P. taxifolius.

Desinfeccion Agente Concentracion Tiempo Medio de cutivo
32-34 PPM ® 1% 1h 0.5, 1y 2% PPM
35-37 PPM ® 2% 1h 0.5, 1y 2% PPM
38-40 PPM ® 5% 1h 0.5, 1y 2% PPM
41-43 PPM ® 10% 1h 0.5, 1y 2% PPM

La siguiente imagen muestra un resumen de los tratamientos de desinfeccion (del 24-
35) a diferentes concentraciones de desinfectante en los lavados y en los medios de cultivo
con PPM durante 5 dias.

BS+PPM

2%

LAVADOS 1%PPM 2%PPM 5%PPM 10 %PPM

Figura 7.18 Tratamientos de desinfeccion (PPM 1, 2, 5y 10% durante 1 h) y en contacto en medio B5
(PPM 0.5, 1y 2% durante 5 dias).
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En la siguiente figura se pueden observar los explantes a los que se les hicieron los
tratamientos de desinfeccion (1, 2, 5y 10% PPM 1h), los cuales se dejaron siete dias en
contacto con el medio B5+ PPM en diferentes concentraciones (0.5%, 1% y 2%).

BS +
+PPM Lavados 1% 1h 2% 1h 5% 1h 10% 1h

7Dias

Figura 7.19. Tratamientos de desinfeccién 32-43 (PPM 1, 2, 5y 10% durante 1 h) y en contacto en
medio B5 (PPM 0.5, 1y 2% durante 7 dias).

7.4.3 Determinacion de la Viabilidad celular de los Explantes Axénicos

Los explantes desinfectados que presentaron nula contaminacién fueron evaluados para
determinar la viabilidad celular y seleccionados para la induccion a callogénesis. La viabilidad
celular fue comprobada mediante un método de fluorescencia (diacetato de fluoresceina,
FDA). Los explantes fueron observados en el microscopio electréonico invertido. Se
seleccionaron los tratamientos con menor concentracion de PPM y menor tiempo de
exposicion en los medios con el desinfectante. La siguiente figura muestra los tratamientos

32-43 expuestos 7 dias con PPM donde se puede observar la viabilidad en cada tratamiento.
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BS +
+PPMm Lavados 1% 1h 2% 1h 5% 1h 10% 1h

7Dias

2%

1%

0.5%

Figura 7.20. Viabilidad: explantes observados en el microscopio de fluorescencia de los tratamientos
de desinfeccion 32-43 (PPM 1, 2, 5y 10%) durante 1 h y en contacto en medio B5 +PPM 0.5, 1y 2%
durante 7 dias).

7.4.4 Obtencion de los explantes axénicos: Los mejores tratamientos fueron del 35-37 con
una concentracion de PPM del 2%, a los 5 dias el mejor tratamiento fue el nimero 37 con un
lavado de 1h con PPM al 2% y con PPM a la mayor concentracion de exposicién en los medios
B5. Por otro lado, los tratamientos (35-37) donde el lavado fue de 1 h con el PPM 2% pero con
un tiempo mayor de exposicion (10 dias) en los medios de PPM (0.5%, 1% y 2%), todos los
tratamientos fueron exitosos, eligiendo como el mas idéneo (tratamiento 35) el que contiene

menor concentracion en los medios de cultivo.

7.4.5 Induccién a Callogénesis

La callogénesis ocurri6 a partir de explantes axénicos de las frondas de P. taxifolius. Para tal
objetivo, se realiz6 un modelo llamado Plackett Burman (modelo PB) antes descrito (seccién
6.8.2). El tratamiento que resulto ser exitoso para la callogenesis fue la combinacion del
tratamiento numero 6 (Tabla 6.3) que consistié en medio B5 modificado adicionado con ANA

(0.5 mg/ml) y zeatina (0.5 mg/mL), a un pH 5.5 y luz constante. Los callos fueron identificados
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a los 30 dias de iniciar dicho tratamiento con un tamafio de 1 cm de didmetro. Estos callos
fueron friables de forma nodular, de color beige, sin agua alrededor y compacto en su totalidad,
asi como no embriogénicos, como se muestra la figura 7.19. La viabilidad de los callos (figura
7.20) fue determinada por el método de diacetato de fluoresceina antes descrito (seccion
6.8.6).

Figura 7.21. Proceso exitoso de callogénesis inducida con el medio de cultivo B5 modificado, adicionado
con acido naftalenacético (0.5 mg/L) y zeatina (0.5 mg/L), a un pH 5.5 y luz constante. Se pueden
observar: a) formacion de callos de color beige brillante, b) raquis y c) pinas.

7.4.6 Efecto de diferentes Medios de Cultivo

Los 12 tratamientos de cultivo utilizados fueron descritos en la Tabla 6.3, siendo que el
tratamiento 6 fue el Unico que indujo la formacion de callos de color beige brillante. Los 11
tratamientos con distintos fitorreguladores que no indujeron la callogénesis maostraron

oxidacion de los explantes y nulo crecimiento durante el mes de observacion.

7.4.7 Efecto de diferentes pH sobre la induccién de callos

Los medios fueron ajustados a tres diferentes pH como 5.0, 5.5 y 5.8. El tratamiento 6 resultd
ser mas efectivo, encontrando el pH idéneo de 5.5 para la induccién a callogénesis. Por otro
lado, los medios fueron enriquecidos con agua de coco, como un antioxidante natural que
ademds aporta factores de crecimiento y nutrientes, lo cual favorece la obtencion de células
desdiferenciadas. Posterior a la callogénesis, los medios de cultivo de mantenimiento y
produccion fueron en las mismas condiciones para la generacion de callos, solamente

cambiando a un pH de 5.8.
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7.4.8 Efecto de las condiciones de cultivo en lainduccién de callos

Las condiciones de cultivo mas importantes que favorecen la induccién de callos son la
temperatura y la luminosidad. Se estandarizé a 25 °C y se probaron dos condiciones luz
constante y oscuridad constante. El tratamiento 6, el Unico que indujo a callogénesis fue a luz
constante, siendo que los demas tratamientos presentaron oxidacion de los explantes y nulo

crecimiento.

7.4.9 Determinacién de la viabilidad celular de los callos

La viabilidad de las células desdiferenciadas fue determinada por un método de fluorescencia,
con el diacetato de fluoresceina (DAF) y observado al microscopio electrénico invertido. Las
células que reflejaron la luz ultravioleta con un verde brillante intenso fueron consideradas
viables. El DAF es un sustrato de esterasa que penetra en las células y es hidrolizado por la
actividad enzimatica intracelular y de membrana. Tras la hidrélisis por esterasas intracelulares
produce fluorescencia, que sirve como una sonda de viabilidad de integridad de membrana
celular y actividad enzimatica. Mediante esta técnica se lograron observar los callos viables,

compactos en su totalidad, friables y con coloracion verde brillante (figura 7.19).

Figura 7.22. Células desdiferenciadas del callo formado, que se observan al microscopio electronico
invertido, mediante la técnica de reaccion con acetato de fluoresceina. Las células se muestran de forma
esférica con color verde brillante.
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8. DISCUSION

Como se reviso a detalle, la enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurolégica
degenerativa que afecta a mas de 46 millones de personas alrededor del mundo y se
caracteriza por una pérdida progresiva de memoria y funciones cognitivas. La EA representa
el tipo de demencia mas comun en los adultos mayores y cursa con una alteracién grave en la
memoria y en la funcionalidad de la persona (World Alzheimer Report 2019). Tomando en
cuenta datos tan relevantes donde se estima que 46.8 millones de personas en el mundo viven
con demencia y que se calcula que cada 20 afios este nimero duplicara ocasionando que la
cifra aumente a 131.5 millones para el afio 2050 se puede discutir que se trata de una
enfermedad de impacto mundial, la cual cada vez toma mayor importancia, dada las cifras de
incidencia y prevalencia que van en aumento cada afio. Adicionalmente el tema de la edad y
la vejes es un factor sustancial para el desarrollo de este padecimiento. Segun la literatura los
datos arrojan que la poblacién de adultos mayores de 60 afios va en aumento, pues en el
2012, la poblacién mundial de personas mayores de 60 afios fue de 800 millones (11%); en el
afio 2030 habra 1.4 billones (16%) y para el afio 2050 se calcula sera de mas de 2 billones
(22%). Si revisamos la enfermedad de Alzheimer en cifras de costos, también existe un
impacto muy relevante pues los costos globales de la demencia han aumentado de 604
billones de délares en 2010 a 818 billones de dolares en 2015 (World Alzheimer Report, 2019).
Estas cifras resaltan la importancia de desarrollar nuevos tratamientos terapéuticos apropiados

gue pudieran retrasar el avance de la enfermedad.

Como se menciond anteriormente la EA es el tipo de demencia mas comuan a nivel mundial es
un proceso neurodegenerativo, lento y progresivo, caracterizado clinicamente por un paulatino
deterioro de las funciones cognitivas e intelectuales, que se traduce en pérdida de la memoria
e incapacidad del individuo afectado para realizar por si mismo las actividades vitales
rutinarias; puede presentarse también un cuadro de ansiedad, irritabilidad, depresiéon o
alucinaciones. Esta informacion es importante ya que esta incapacidad de los pacientes
conlleva a la contratacion de empleados como cuidadores domésticos, lo que aumenta el costo

de la enfermedad.

Por otro lado, es importante recordar que si examinamos los tratamientos terapéuticos actuales

para la EA, en la actualidad no existe ningun tratamiento curativo para la misma. El tratamiento
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farmacologico aprobado se limita a disminuir sintomas especificos y mejorar la calidad de vida
de los pacientes. Por esta razon es realmente vital enfocarse en la bdsqueda de nuevas
estrategias terapéuticas debido a que es un hecho necesario y de gran relevancia para esta
poblacién de pacientes. Los tratamientos actuales aprobados por la FDA estan clasificados en
dos tipos, los Moduladores de la transmisién glutamatérgica denominados antagonistas de los
receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA) en el cual se encuentra la memantina y los mas
usados los Anticolinesterasicos también denominados inhibidores de la acetilcolinesterasa
(IAChE) donde se encuentran la tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina, cabe
mencionar que la Tacrina no se prescribe regularmente, debido a que ocasiona toxicidad en el
higado. Tambien existen otros agentes que en la actualidad se encuentran en la fase de
experimentacion algunos sin resultados relevantes. Analizando este esquema, en realidad
son pocos los tratamientos que existen para el manejo del Alzheimer, por lo que la
investigacion de nuevas fuentes para el desarrollo de farmacos prometedores para el
tratamiento de Alzheimer cobra mucha relevancia. Algunas de estas fuentes son las plantas,
debido a que son usadas mundialmente en la medicina tradicional, muchos farmacos para el
tratamiento de diversos padecimientos incluyendo la EA han sido obtenidas a través de estas,
de hecho varios de estos farmacos IAChE son de origen natural. Con respecto a esto,
actualmente existe un alcaloide denominado huperzina A (HupA) extraido por primera vez en
china desde hace décadas, este se descubrid en la planta medicinal Huperzia serrata, esta
molecula tiene actividad anticolinesterasica y se encuentra en plantas del genero huperzia y

phlegmariurus de la familia de las licopodiales.

La HupA ha demostrado actividad anticolinesterasica debida a la inhibicion altamente eficaz,
poco toxica, reversible y altamente selectiva de la acetilcolinesterasa (AChE), que se puede
usar para tratar la miastenia gravis, mejorar el aprendizaje y mejorar la funcién de la memoria
en los ancianos. Actualmente el mundo ha incluido a la huperzina A como la segunda
generacién de los inhibidores de la acetilcolinesterasa y se considera un medicamento con
licencia contra la enfermedad de Alzheimer en China y esta disponible como nutracéutico en
los EE. UU.

Debido al valor medicinal de H. serrata y de plantas de la misma familia que contienen HupA
como la lycophyta P. taxifolius, las perspectivas para la utilizacion de este recurso vegetal son
muy atractivas. Debido a la naturaleza limitada de los recursos silvestres de este tipo de

plantas, la recoleccién incontrolada esta destinada a causar el agotamiento de la especie. Por
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lo tanto, es particularmente necesario desarrollar estrategias biotecnoldgicas para la rapida
propagacion plantas licopodiales que contienen este alcaloide AChE HupA como alternativa
en el tratamiento de la EA.

Es importante mencionar que la lycophyta Huperzia taxifolius recientemente reclasificada
como Phlegmariurus taxifolius ha demostrado poseer el alcaloide HupA. Como se menciono
se sabe que la huperzina A y B tienen una fuerte inhibicion de la actividad de la colinesterasa,
mejorando el aprendizaje y la memoria ademas de en ancianos se nota gran mejoria de la
funciébn de memoria y pueden usarse para tratar la miastenia gravis. En vista de su importante
valor medicinal, la investigacion de las plantas de esta familia ha sido ampliamente reconocida.
En los dltimos afios, las personas se han dado cuenta de que la huperzina A contenida en
Huperzias y Phlegmariurus tiene una alta actividad anticolinesterasa y tiene un buen efecto
curativo en el tratamiento de la memoria, el tratamiento de la demencia de mediana edad y la
miastenia gravis, y tiene pocos efectos secundarios toxicos. La perspectiva es amplia, por lo
gue la planta esta recibiendo cada vez mas atencion. Sin embargo, debido a los recursos
dispersos de Phlegmariurus taxifolius y muchas areas de produccidn relativamente
concentradas se encuentran en reservas naturales y areas esceénicas. Al mismo tiempo, P.
taxifolius es una hierba pequefia perenne de crecimiento lento, y la tasa neta anual de
crecimiento de la biomasa es muy limitada. Crece hasta convertirse en una plantula con una
altura de 12 cm. Lleva entre 6 y 7 afios en condiciones naturales. El periodo de renovacion de
recursos es largo y no se puede explotar a gran escala. Por lo anterior, se necesita con
urgencia estudios fitoquimicos, biolégicos y farmacolégicos aunado a estrategias

biotecnoldgicas de cultivo in vitro eficaz para la generacion de callos de Huperzia serrata.

En México crecen aproximadamente 15 especies de licopodios, incluyendo Huperzia serrata
(Thunb.) Trevis, por lo que se ha motivado a la investigacion en la blsqueda de nuevos
alcaloides anticolinesterasicos en esta familia de plantas, potencialmente Utiles en el
tratamiento del Alzheimer, una vez que muchos alcaloides inéditos han sido continuamente
aislados e identificados a partir de especies de licopodios (Ma et al., 2007). Dentro de este
grupo de licopodios también se encuentra Phlegmariurus taxifolius, el cual carece de estudios
fitoquimicos, bioldgicos y farmacolégicos, ademas que esta planta se encuentra en peligro
vulnerable de extincién. Por tal razén, la biotecnologia vegetal es una alternativa prometedora
para la conservacion de las especies de licopodios y de estrategias para la busqueda de

nuevas fuentes y procesos de produccion de huperzina A.
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Phlegmariurus taxifolius es considerada una fuente prometedora para la busqueda de
huperzina A, ya que en estudios fitoquimicos se ha logrado identificar este alcaloide en el
Laboratorio de Investigacion de Plantas Medicinales del Centro de Investigaciones en
Biotecnologia de la UAEM. Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion tuvo como
objeto establecer una linea de callos de P. taxifolius productora de huperzina A, a partir de la
utilizacién de diferentes sistemas de cultivo, fitorreguladores, condiciones de pH, luz y
oscuridad. Las ventajas de este tipo de cultivo, es que los callos tienen una velocidad de
crecimiento mucho mayor que la planta silvestre, ya que la misma puede tardar cerca de 15
afios en crecer, por lo que este sistema biotecnolégico in vitro ofrece ventajas para la

produccion del alcaloide huperzina A.

El trabajo derivado en este estudio doctoral genero una solicitud de patente para la induccion
de callogenesis de la planta mexicana Phlegmarirus taxifolius para la produccion del alcaloide
anticolinesterasico HupA. La importancia radica en que como se mencioné la enfermedad de
alzheimer es un padecimiento que va en crecimiento en las préximas décadas, ademas de que
la poblacion geridtrica va en aumento y actualmente existen pocos tratamientos
farmacoldgicos efectivos, por esta razén es importante buscar nuevas fuentes de compuestos
como la HupA para el tratamiento de esta enfermedad, ademas de que se han popularizado
las lycophytas que contienen este alcaloide, lo que ha conllevado a colocar a varias de estas
plantas licopodiales como vulnerables, en peligroy en peligro critico de extincion. Por tal motivo
la busqueda de estrategias biotecnoldgicas para la produccién de la HupA y de compuestos
derivados activos se justifica ampliamente. También es necesario mencionar que P. taxifolius
y plantas de esta familia son de crecimiento lento, por lo que cultivarlas in vitro y potenciar su
produccion con la generacién de callos altamente productores de HupA y compuestos activos

es otra ventaja de la Biotecnologia.

Existen pocos trabajos de investigacion de P. taxifolius, en los cuales esta planta carece
investigacion biotecnolégica como el cultivo in vitro e induccion a callogenesis. Por otro lado,
también en cuestion de patentes son escasas para esta familia y espeficicamente para esta

especie.

Se revisaron las patentes asociadas a este trabajo y se encontraron 2 parecidas, pero de la

planta Huperzia serrata, la cual es la mas investigada de esta familia. En la solicitud de patente
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CN106613938 (Hu et al., 2017) se presenta un método de cultivos de callos de Huperzia
serrata (plantas locales chinas) en el cual proponen diversas variables para el cultivo in vitro y
generacion de callos, tales como: diferentes fitorreguladores, luminosidad y temperatura. Sin
embargo, las plantas de la familia Lycopodiaceae, principalmente las especies de los géneros
Phlegmariurus y Huperzia, presentan complicaciones como la oxidacion, cambios en el pH
entre otras causando muerte celular lo que dificulta la induccién de callogénesis. Debido al
potencial de aplicacion médica y de explotacion comercial de Phlegmariurus taxifolius, la
presente patente propone un método eficiente de induccion a la callogénesis para esta especie
vegetal endémica mexicana. En este trabajo se probaron otras variables como: un abanico de
pH, respuesta a fitorreguladores, enriquecimiento de nutrientes y proteccion con un
antioxidante natural en los medios de cultivo, luz constante, asi como la determinacién de la
mejor condicién de callogénesis corroborada mediante de viabilidad celular. Otra solicitud de
patente que involucra estos licopodios, es la CN101658124 (Zhonghua y Xiaoxia, 2010). Se
trata de un método de propagacion rapida de Huperzia serrata que desarrolla un cultivo in vitro,
pero a nivel de sustrato hidropdnico con un medio acuoso. Si bien esta tecnologia es rentable,
presenta problemas de contaminacion por el tipo de medio de cultivo, ademas de que la
extraccion de los compuestos de interés es complicada y cara. Para el cultivo de callos, la
produccion de biomasa no solo es controlada y homogénea, sino que también acumula el

metabolito bioactivo de interés, huperiza A.

Es importante mencionar que las especies de Phlegmariurus carecen de un sistema de
produccion biotecnolégico de biomasa y metabolitos activos, ademas de que su gran mayoria,

incluyendo P. taxifolius se encuentra vulnerable y en peligro de extincion.

Phlegmariurus taxifolius antes clasificada como Huperzia taxifolia es una planta de gran
importancia en la medicina como una candidata idénea para el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer (EA). Inicialmente en H. serrata se encontr6 el alcaloide anticolinesterasico
huperzina A y esta se usa ampliamente en la Medicina tradiconal china, popularizando a
plantas de la misma familia por lo que sto representa una gran explotacion de la planta, lo que
puede provocar riesgo de exterminio. Por esto es importante la intencién de reproducirla en
condiciones de cultivos in vitro y buscar estrategias de produccion de sus metabolitos

secundarios bioactivos, como la inducciona a callogenesis.
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La planta P. taxifolius carece de estudios quimicos. La recoleccion de la planta se llevo a cabo
en Veracruz. Se realizd la extraccion mediante secado, trituracion y maceracion, vy
posteriormente el fraccionamiento de los extractos metandlicos de las frondas. Se usé metanol
ya que es un disolvente que extrae una amplia gama de compuestos de caracteristicas polares
y poco polares, y largamente utilizado en analisis quimico-farmacoldgico.

Se identificaron alcaloides en los extractos etandlicos y fraccionadas de las frondas de de la
planta mediante reactivos como Wagner, Mayer y Dragendorff. (Wagner et al., 1984; Harborne,
1973; Stahl, 1973; Dominguez, 1979). Primero se hicieron pruebas de identificacion por
precipitacién con estos reactivos, y después se obtuvieron por extraccion alcalina de los

alcaloides.

Para el analisis fitoquimico se parti6 con 121 g de material vegetal seco de los frondes de
Phlegmariurus taxifolius, el cual se desgrasé con hexano y se extrajo con metanol. Para la
obtenciéon de un mayor rendimiento se extrajo cinco veces y adicionalmente se realiz6 un
proceso de sonicacion. Se obtuvo un rendimiento de 11.1 g de extracto metandlico, lo que
equivale al 9.2% en peso seco. Antes de realizar la extraccion de alcaloides totales primero se
hicieron pruebas de identificacion de alcaloides en el extracto metandlico. Se realizé una CCF
de este extracto, la placa fue revelada con reactivo de Dragendorff. Esta prueba demostro la
presencia de alcaloides en el extracto metanolico, por lo que posteriormente se realizd la
extraccion acido-base (Wu & Gu 2006), para la obtencién de alcaloides totales, en el cual se
obtuvieron 1.36 g. Esto significé el 1.12% de rendimiento con respecto al peso del material
vegetal seco y el 12.3% con respecto al extracto metandlico. Es un rendimiento bajo de
alcaloides totales que esta produciendo la planta, lo que hace relevante el uso de herramientas
biotecnoldgicas como el cultivo in vitro y la induccion a callogénesis logrando establecer las
condiciones para el aumento de la produccién de los compuestos de interés, en este caso
alcaloides con efecto anticolinesterasico como la HupA. Adicionalmente P. taxifolius es de
crecimiento lento hasta 7 afios y algunas se encuentran catalogadas como vulnerable y en

peligro de extincion segun la UICN.

Es de suma importancia mencionar que el analisis fitoquimico para P. taxifolius se realizé a
partir de una pequefia cantidad de material vegetal fresco (213 @), con respecto a otros
estudios fitoquimicos donde usan kilogramos de material vegetal fresco. El material vegetal

fresco se desecO a temperatura ambiente y se logré obtener 121 g de material vegetal seco
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equivalente al 56.8% de rendimiento. Fue limitada la cantidad de material vegetal seco con la
gue se partio para la separacion cromatografica, aunado a un bajo rendimiento de alcaloides
totales (1.36 g) para todo el andlisis fitoquimico donde se realizé la purificacion de tres
compuestos y un total de 18 CCA’s lo que conllevé a fraccionamientos con bajos rendimientos.
Esto limitd la continuidad de posteriores andlisis para la elucidacion estructural. La razon de
todo lo anterior se debe a que P. taxifolius tiene un crecimiento lento entre 6-7 afios para
alcanzar 12cm de longitud, ademas de que en su habitat se encuentran pocos especimenes.
La recoleccion masiva en grandes cantidades de la planta puede implicar la devastacion de la
especie lo que la coloca como vulnerable y en peligro de extinciéon. Por esta razon se partié

con una cantidad limitada de material vegetal fresco.

Para el estudio fitoquimico se realizé el aislamiento y purificacion de 3 compuestos
denominados T1, T2 y T3 mediante el uso de técnicas de separacion como la Cromatografia
en columna abierta (CCA) y la cromatografia en capa fina (CCF). Se realizé la primera columna
(CCA1) a partir de 1.36g del extracto de alcaloides totales obteniéndose 14 fracciones de
columna de las cuales casi todas fueron sometidas a posteriores separaciones
cromatogréaficas. Cabe destacar que las fracciones 2.1, 2.2, 3, 4, 11, y 13 se les realiz6 un
seguimiento mas detallado, debido a que eran fracciones con los mayores rendimientos,
presentaron actividad anticolinesterasica relevante, poseian un factor de retencién similar a la

huperzina A, o contenian compuestos de interés.

La purificacion del compuesto T1 (figura 7.3 y 7.5) fue llevada a cabo a partir de las fracciones
3y 4 (CCAl) mediante una serie de fraccionamientos por columna abierta (CCA2, CCA3,
CCA4 y CCADb). La fraccion 3 (14.8mg) de la CCAL se separé mediante la CCA2, obteniéndose
casi puras las subfracciones 4 y 5. Por otro lado, 29.5mg de la fraccion 4 (CCAL) se separd
mediante la CCAS3, donde la subfraccion 4 (10mg) present6 un factor de retencién similar al de
las subfracciones 3y 4 (CCA2) (figura 7.4). Por esta razon la subfraccion 4 (CCA3) se sometid
a la CCA4 para su purificacion, de esta columna la subfraccion 2 (2.4mg) se juntd con las
subfracciones 4 y 5 (CCA2) antes mencionadas para hacer finalmente la purificacion del

compuesto T1 (1.4mg).

Para el caso de la purificacion del compuesto T2 (seccién 7.1.2.2, figura 7.7) se llevaron a
cabo 3 separaciones cromatograficas (CCA6, CCA7 y CCA8). Se partié de la fraccion 2.1
(500mg) (CCA1) que fue sometida a la CCAG6, de la cual la subfraccién 8 (44mg) con el
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segundo mejor rendimiento y con un factor de retencién al de la HupA (figuras 7.7 y 7.8) fue
elegida para continuar con el seguimiento de separacion cromatografica (CCA7). En esta
columna se obtuvieron 6 subfracciones de las cuales, por afinidad quimica se juntaron de la 3
ala 5 (figura 7.9). En las tres subfracciones se observé un compuesto en comun y casi puro,
por lo que posteriormente se realizd la CCA 8 en la cual se observé pura la subfraccién 4
(figura 7.10) la fue denominada como compuesto T2).

*Para los compuestos Tl y T2, los rendimientos obtenidos fueron muy bajos para los
posteriores estudios de resonancia magnética nuclear proténica y de carbono trece. Debido a
gue no se pudo obtener informacion suficiente para la elucidacién estructural de los

compuestos puros.

En la purificacion del compuesto T3, se partié de la subfraccion 2 (32.8mg) de la CCA6 (seccion
7.1.2.3., figura 7.11). Esta subfraccibn mostr6 un compuesto muy notorio en la placa
cromatogréfica (figura 7.12) por lo que se realiz6 posteriormente la CCA9, en la cual se obtuvo
pura la subfraccion 3 con un rendimiento de 9.3mg (figura 7.13). Esta subfraccion
cromatogréafica se denomindé compuesto T3, la cual fue sometida a estudios de resonancia
magnética nuclear protonica (RMN-H?) y de carbono trece (RMN-C*®). Debido a que se obtuvo
un rendimiento casi cercano a 10mg, se pudo elucidar la estructura molecular. Se trata al
parecer de un compuesto nuevo y no reportado. La estructura propuesta es de un triterpénico
del tipo serratano (figura 7.15-17) el cual se puede confirmar su estructura molecular con
estudios de RMN bidimensionales. Es de suma importancia mencionar que triterpenos del tipo
serratano han sido reportados en plantas de la misma familia lycopodial de P. taxifolius, pero
se debe resaltar que en esta planta especificamente no se han reportado compuestos
triterpénicos de este tipo, por lo que esta investigacién aportard informacion primordial para el

estudio de esta especie vegetal.

Las fracciones 11 y 13 (seccion 7.1.2.4., figura 7.14) de la CCALl, segun el estudio
anticolinesterdsico se mostraron activas, por esta razén se les realiz6 el seguimiento
fitoquimico para su separacion cromatografica (CCA10y 11). Cabe mencionar que se parti6 de
la fraccién 11 (39.7mg) la cual se someti6 a la CCA 10, y la fraccién 13 (28.7mg) se le realizé
la CCA 11. Para tales fracciones los sistemas de elucion probados no fueron eficaces, ademas
de que los rendimientos obtenidos fueron bajos (figura 7.14). Por tal motivo no se pudo

continuar con posteriores separaciones cromatograficas para la purificacion de sus

112



compuestos bioactivos. En cuanto a la actividad anticolinesterasica se utilizo el método de
Ellman (Ellman et al., 1961), este es uno de los métodos més utilizados para la determinacion
de la AChE, el cual detecta la aparicion de tiocolina tras la hidrélisis del sustrato acetiltiocolina
(ACh) por la colinesterasa. La tiocolina reacciona con el cromoforo, el acido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB), para producir un compuesto de color amarillo, el &cido 5-tio-2-
nitrobenzoico, que puede ser medido espectrofotométricamente a una longitud de onda de 412
nm. Las fracciones de columna (CCA1l) fueron evaluadas en cuanto a la actividad
anticolinesterasica, encontrandose que las fracciones 11 y 13 presentaron un porcentaje de
inhibicion enziméatica mas significativo del 75.17% y 73.81% respectivamente a una

concentracion de 50 pg/mL.

Para el caso del cultivo in vitro de P. taxifolius, la formacion de callos a partir de explantes
(tallos) axénicos fueron conseguidos utilizando la combinacién del tratamiento namero 6 del
disefio experimental PB (Tabla 6.3) que consistié en medio B5 modificado adicionado con ANA
(0.5 mg/ml) y zeatina (0.5 mg/mL), a un pH 5.5 y luz constante. Los callos fueron identificados
a los 30 dias de iniciar dicho tratamiento con un tamafio de 1 cm de didmetro. Estos callos
fueron friables de forma nodular, de color beige, sin agua alrededor y compacto en su totalidad,
asi como no embriogénicos, como se muestra la Figura 7.21. La viabilidad de los callos
obtenidos fue determinada por el método de diacetato de fluoresceina antes descrito (Figura
7.22). Como se ha mencionado en los antecendetes de este trabajo, existen pocos articulos
de cultivo in vitro de especies de la familia Lycopodacea. Esto puede ser debido a que este
tipo de plantas son plantas inferiores Lycophytas (Pteridofitas), las cuales se reproducen a
través de la germinacion de sus esporas. A diferencia de las plantas con semilla (plantas
superiores) las lycophytas son plantas con mayor grado de difultad para realizar cultivos in
vitro y su posterior micropropagacion. El incoveniente incial es la obtencion de cultivos
axénicos ya que si no se realiza una adecuada desinfeccion de los explantes la contaminaciéon
dificulta poder continuar el cultivo in vitro y la micropropagacion. Es necesario contar con
explantes axenicos para la induccidon a callogénesis cumpliendo con las condiciones de
esterilidad adecuadas. Para este caso, existen muy pocos trabajos publicados en plantas de
este tipo, los escasos trabajos publicados son del género Huperzia y en menos cantidad para
Phlegmariurus. Cabe destacar que estos trabajos presentan protocolos poco claros de
desinfeccion, cultivo in vitro e induccién a callogénesis, incluyendo agentes desinfectantes,
formulacion de los medios de cultivo, adicién de fitorreguladores y las condiciones de cultivo

como la temperatura, pH e iluminaciéon. En este trabajo doctoral se probaron todas esas
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condiciones antes expuestas. Se realiz6 el establecimiento de un protocolo de desinfeccion
donde se probaron una aplia variedad de agentes desinfectantes, mezclas y variacion en las
concentraciones, asi como el tiempo de exposiciona a los desinfecantes y la adicién de estos
a los medios de cultivo. Todos estos factores de analizaron en ensayos que fueron realizados
por triplicado hasta la eleccion del tratmiento mas 6ptimo donde se obtuvieron los explantes
axénicos. Otro factor importante fue que el medio elegido no produjera oxidacién o muerte de
los explantes. Inicialmente se usaron algunos antibidticos como antibacterianos y antifungicos,
ademas de hipoclorito de sodio, etanol etc., en todos esos casos cuando al fin se lograba
eliminar los agentes patdgenos los explantes de oxidaban y morian. El uso del agente
desinfectante PPM fue de gran ayuda, debido a que a partir del uso de este, se estandarizaron
los tratamientos de desinfeccion. Adicionalmente este agente se adicioné a los medios de
cultivo a diferentes concentraciones y se analizé el tiempo de exposicion hasta encontrar el
tratamiento adecuado donde los explantes fueran axenicos. Adicionalmente se analiz6 la
viabilidad celular de los explantes, cual fue medida mediante el diacetato de fluoreceina y
observada al micropsopio. Los explantes axénicos viables fueron elegidos para el siguiente
protocolo de induccion a callogénesis. También se analizaron los componentes de los medios
de cultivo para la formulacion de un medio B5 modificado 6ptimo para realizar el modelo
Plackett Burman para induccion a callogénesis. Este procedimiento fue apoyado en el uso de
un disefio Plackett Burman el cual arrojé un experimento de 12 tratamientos usando diversos
fitorreguladores como ANA, 2,4-D y zeatina en ciertas condiciones de luz y pH. Se logré
producir células desdiferenciadas mediante este modelo PB donde posteriormente los callos
fueron analizados mediante la viabilidad celular con DAF. Paralelamente Soto en el 2016
analizé estas lineas de células desdiferenciadas generadas en este trabajo y demostrd la
presencia del alcaloide huperzina A. Finalmente en este trabajo doctoral se generé una
solicitud de patente del protocolo de induccion a callogénesis la cual se presenta al final de

este documento y se pretende hacer otra solicitud para el protocolo de desinfeccion.
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9. CONCLUSIONES

« Seidentificé la presencia de alcaloides en P. taxifolius y se us6 el método de extraccion

donde se obtuvo mejor rendimiento.

» Lapresencia de alcaloides en la planta es baja, debido a que su rendimiento es menor
al 1%.

« Se encontr6 que las fracciones 2.1 y 2.2 (CCA1) presentan un factor de retencion
similar al de la huperzina A (figura 7.6).

« Los sistemas de elusion que mejor funcionaron fueron mezcla de CHCIs:MetOH:H-O,
CHCls:acetona y CHCI3:CH3(CH2).OH usados en las separaciones cromatogréaficas
mediante CCA y CCF.

»+ Las fracciones 1, 2.1, 2.2, 11-14 (CCAl) fueron las que obtuvieron mejores

rendimientos.

» Debido a que las fracciones 11-14 (CCALl) de mayor rendimiento que mostraron la
presencia de alcaloides, se utilizaron para el ensayo enzimético de inhibicién de la

acetilcolinesterasa.

» Las fracciones 11, 13 y 14 (CCA1) mostraron una inhibicién de la AChE mayor al 70%
(tabla 7.2).

» Lafraccion 11 (CCA1) presenté mejor actividad biolégica con el 75.17% de inhibicién
enzimatica (tabla 7.2).

» Se aisl6 y purificé un compuesto T3 que segiin RMN (Figuras 7.15y 7.16) se trata de
una molécula de origen triterpénico (Figura 7.17) del tipo serratano a partir de la
fraccion 2.1 (Figura 7.11).

» Se estandarizaron los tratamientos de desinfeccién 28-43 en los cuales el mejor agente

desinfectante fue el PPM.
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Los tratamientos de desinfeccién 35-37 fueron los mas 6ptimos para la obtencién de
explantes y pinas estériles de P. taxifolius debido a que no se present6 contaminacion

fungica ni bacteriana.

Los tratamientos de desinfeccion en los que se prob6é el PPM al 2% y con la
concentracion mas baja de desinfectante en el medio (35-37) y con 0.5% de PPM en
los medios en 5 dias de exposicion, resulté ser muy exitoso debido a la nula
contaminacion de los explantes.

Gracias al modelo Plackett Burman se pudo obtener una linea de callos de P. taxifolius

Se logré encontrar el medio ideal de cultivo para la generacion de las células

desdiferenciadas de P. taxifolius.

El medio de cultivo modificado B5 exitoso para la generacién de los callos fue un medio
a un pH de 5.8.

La adicién del agua de coco sirvi6 como antioxidante natural y como adicion de

nutrientes.

La temperatura 6ptima de cultivo fue a 25°C.

Se logré establecer las condiciones de cultivo como luminosidad y oscuridad,

encontrandose que la generacion de los callos fue a luz constante.
En reportes adicionales (Soto 2016) se logré identificar la presencia de la huperzina A

en los callos de P. taxifolius, lo que realza la importancia de esta linea de células

desdiferenciadas para futuros estudios cientificos.

116



10. BIBLIOGRAFIA

A

ADI Report (2015) Prince, M., Wimo, A., Guerchet, M., Ali, G. C., Wu, Y. T., & Prina, M. (2019).
World Alzheimer report 2015: the global impact of dementia. London: Alzheimer’s Disease

International; 2015.

ADI Report (2016) Price, M., Comas-Herrera, A., Knapp, M., Guerchet, M., & Karagiannidou,
M. (2019). World Alzheimer Report 2016 Improving Healthcare for People Living with Dementia

[Internet]. lllinois: Alzheimer’'s Disease International; c2016.

ADI Report (2019) Alzheimer’s Disease International. (2019). World Alzheimer Report 2019:

Attitudes to dementia.

Ahmed, M., Azam, K., & Nur, M. (2014). Traditional knowledge and formulations of medicinal
plants used by the traditional medical practitioners of Bangladesh to treat schizophrenia like

psychosis. Schizophrenia research and treatment, 2014.

Akram, M., & Nawaz, A. (2017). Effects of medicinal plants on Alzheimer's disease and memory

deficits. Neural regeneration research, 12(4), 660.
Alonso-Castro, A. J., Dominguez, F., Maldonado-Miranda, J. J., Castillo-Pérez, L. J., Carranza-
Alvarez, C., Solano, E., ... & Ruiz-Padilla, A. J. (2017). Use of medicinal plants by health

professionals in Mexico. Journal of ethnopharmacology, 198, 81-86.

Alzheimer's Association. (2015). 2015 Alzheimer's disease facts and figures. Alzheimer's &
Dementia, 11(3), 332-384.

Alzheimer's Association. (2019). 2019 Alzheimer's disease facts and figures. Alzheimer's &
Dementia, 15(3), 321-387.

Anh,B.T., Sang, G. X., Dat, T. T. H., Huong, H. T., & Thanh, N. D. (2019). A study on vegetative
propagation of Huperzia serrata by cuttings in Sa Pa, Lao Cai. TAP CHI SINH HOC, 41(3).

117



Aprahamian, |., Stella, F., & Forlenza, O. V. (2013). New treatment strategies for Alzheimer's
disease: is there a hope?. The Indian journal of medical research, 138(4), 449.

Arana Labrada, F. (2013). Callogénesis y establecimiento de suspensiones celulares en el
arbol del NIM (Azadirachta Indica, A. JUSS) (Doctoral dissertation).

Atmane, N., Blervacq, A. S., Michaux-Ferriére, N., & Vasseur, J. (2000). Histological analysis
of indirect somatic embryogenesis in the Marsh clubmoss Lycopodiella inundata (L.) Holub
(Pteridophytes). Plant Science, 156(2), 159-167.

Avalos, A., & Pérez-Urria, E. (2009). Metabolismo secundario de plantas. Reduca
(Biologia). Serie Fisiologia Vegetal, 2(3), 119-145.

B

Bao, R., Yin, P., Dai, J., Guo, B., & Wei, Y. (2012). Effects of different media on the
transplantation of Huperzia serrate (Thunb.) Trev. African Journal of Agricultural
Research, 7(20), 3-045.

Bao, R., Yin, P., Dai, J., Guo, B., & Wei, Y. (2012). Effects of different media on the
transplantation of Huperzia serrate (Thunb.) Trev. African Journal of Agricultural
Research, 7(20), 3-045.

Benca, J. P. (2014). Cultivation techniques for terrestrial clubmosses (Lycopodiaceae):
conservation, research, and horticultural opportunities for an early-diverging plant
lineage. American Fern Journal, 104(2), 25-48.

Benca, J. P. (2017). Cultivating the shining firmoss, Huperzia lucidula (Michaux) Trevisan
(Lycopodiaceae. Bulletin of the American Fern Society, 44 (2), 9-15.

Budson, A. E., & Solomon, P. R. (2015). Cap. 16. Cholinesterase inhibitors in Memory Loss,

Alzheimer's disease, and dementia e-book: A practical guide for clinicians. Elsevier Health

Sciences.

118



Burris, J. N., Mann, D. G., Joyce, B. L., & Stewart, C. N. (2009). An improved tissue culture
system for embryogenic callus production and plant regeneration in switchgrass (Panicum
virgatum L.). BioEnergy Research, 2(4), 267-274.

Bye, A. Lot & J. Fa (Ed.) Diversidad Biolégica de México. Origenes y distribucion. Instituto de
Biologia, UNAM, pp. 369-384.

Bye, R., & Linares, E. (2016). Ethnobotany and ethnohistorical sources of Mesoamerica.
In Ethnobotany of Mexico (pp. 41-65). Springer, New York, NY.

C

Cascales Angosto, M., & Gonzalez Gonzalez, P. Factores implicados en la patogénesis de la
enfermedad de alzheimer. Estrés oxidativo. Monogr Real Acad Nac Farm [Internet]. 2009 Apr
3 [cited 2013 Aug 24]; 0 (0).

Ching, R. C. (1981) The Taxonomy of Chinese Lycopodiaceae. Acta Botanica Yunnanica 3: 1-
9.

Christopher P, Murray JL. (2015). Global, regional, and national age & sex specific all-cause
and cause-specific mortality for 240 causes of death, 1990-2013: a systematic analysis for the
Global Burden of Disease Study 2013. Lancet, (385) 117-171.

Coérdova, A. M., Cobos, M., Iman, S. A., & Castro, J. C. (2014). Un método eficiente para la
induccién de callos in vitro en Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh" Camu Camu". Scientia

Agropecuaria, 5(1), 25-34.

Cragg, G. M., & Newman, D. J. (2013). Natural products: a continuing source of novel drug
leads. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, 1830(6), 3670-3695.

Cragg, G. M., & Newman, D. J. (2013). Natural products: a continuing source of novel drug
leads. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, 1830(6), 3670-3695.

119



D
Damar, U., Gersner, R., Johnstone, J. T., Schachter, S., & Rotenberg, A. (2017). Huperzine A:
A promising anticonvulsant, disease modifying, and memory enhancing treatment option in

Alzheimer’s disease. Medical hypotheses, 99, 57-62.

Davidse, G., Sousa, M., Knapp, S., Moran, C., Riba, R., Chiang, F., y Barrie, F. (1995). Flora
Mesoamericana. Vol. 1. Psilotaceae a Salviniaceae. Instituto de Biologia, Universidad Nacional
Autonoma de México, México, DF.

Davinelli, S., Sapere, N., Zella, D., Bracale, R., Intrieri, M., & Scapagnini, G. (2012). Pleiotropic
protective effects of phytochemicals in Alzheimer's disease. Oxidative medicine and cellular

longevity, 2012.

De Luca, V., Salim, V., Atsumi, S. M., & Yu, F. (2012). Mining the biodiversity of plants: a
revolution in the making. Science, 336(6089), 1658-1661.

DeKosky, S. T., & Gandy, S. (2014). Environmental exposures and the risk for Alzheimer
disease: can we identify the smoking guns?. JAMA neurology, 71(3), 273-275.

Dey, A., & De, J. N. (2015). Neuroprotective therapeutics from botanicals and phytochemicals
against Huntington's disease and related neurodegenerative disorders. Journal of Herbal
Medicine, 5(1), 1-19.

Dey, A., Bhattacharya, R., Mukherjee, A., & Pandey, D. K. (2017). Natural products against
Alzheimer's disease: Pharmaco-therapeutics and biotechnological
interventions. Biotechnology advances, 35(2), 178-216.

Dey, A., Bhattacharya, R., Mukherjee, A., & Pandey, D. K. (2017). Natural products against
Alzheimer's disease: Pharmaco-therapeutics and biotechnological

interventions. Biotechnology advances, 35(2), 178-216.

Dominguez X.A. (1979). Métodos de investigacion fitoquimica. Editorial Limusa. México.

120



E
Efferth, T. (2019). Biotechnology applications of plant callus cultures. Engineering, 5(1), 50-59.

Ellman, G.L., Courtney, D., Andres, V., Featherstone, R. M. (1961). A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical Pharmacology, 7:88-
95.

Enz, A., Amstutz, R., Boddeke, H., Gmelin, G., & Malanowski, J. (1993). Brain selective
inhibition of acetylcholinesterase: a novel approach to therapy for Alzheimer's
disease. Progress in brain research, 98, 431-431.

Erdogan Orhan, I., Orhan, G., & Gurkas, E. (2011). An overview on natural cholinesterase
inhibitors-a multi-targeted drug class-and their mass production. Mini reviews in medicinal
chemistry, 11(10), 836-842.

Ertl, P. (2017). An algorithm to identify functional groups in organic molecules. Journal of
cheminformatics, 9(1), 36. Estimated using the 2010 census. Neurology. 2013;80:1778-83.

Essa, M. M., Vijayan, R. K., Castellano-Gonzalez, G., Memon, M. A., Braidy, N., & Guillemin,
G. J. (2012). Neuroprotective effect of natural products against Alzheimer's
disease. Neurochemical research, 37(9), 1829-1842.

F

Fang, L., Gou, S., Fang, X., Cheng, L., & Fleck, C. (2013). Current progresses of novel natural
products and their derivatives/analogs as anti-Alzheimer candidates: an update. Mini reviews
in medicinal chemistry, 13(6), 870-887.

Farfan-Santillan, N., Mendoza-Ruiz, A., Pérez-Garcia, B., & Velazquez-Montes, E. (2017).
Desarrollo de los gametofitos de especies mexicanas de helechos de la familia

Gleicheniaceae. Revista de Biologia Tropical, 65(3), 939-952.

Ferreira, A., Rodrigues, M., Fortuna, A., Falcao, A., & Alves, G. (2016). Huperzine A from
Huperzia serrata: a review of its sources, chemistry, pharmacology and

toxicology. Phytochemistry reviews, 15(1), 51-85.

121



Flores Soto, M. E., & Segura Torres, J. E. (2005). Estructura y funcion de los receptores
acetilcolina de tipo muscarinico y nicotinico. Rev Mex Neuroci, 6(4), 315-326.

G
Gamborg, O. L., Miller, R. A., & Ojima, K. (1968). Plant cell cultures. I. Nutrient requirement of
suspension cultures of soybean root cells. Exp. Cell Rep, 50, 151-158.

Gandia, L., Alvarez, R. M., Hernandez-Guijo, J. M., Gonzéalez-Rubio, J. M., De Pascual, R.,
Rojo, J., & Tapia, L. (2006). Anticolinesterasicos en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. Rev Neurol, 42(8), 471-477

Garcia, A. A., & Carril, E. P. U. (2011). Metabolismo secundario de plantas. Reduca
(biologia), 2(3).

Garg, S., Timm, T., Mandelkow, E. M., Mandelkow, E., & Wang, Y. (2011). Cleavage of Tau by
calpain in Alzheimer's disease: the quest for the toxic 17 kD fragment. Neurobiology of
aging, 32(1), 1-14.

Garre-Olmo J. (2018) Epidemiologia de la enfermedad de Alzheimer y otras demencias. Rev
Neurol 2018; 66: 377-86.

Gauthier S, Loft H, Cummings J. Improvement in behavorial symptoms in patients with
moderate to severe Alzheimer’s disease by memantine: a pooled data analysis. Int J Geriatr
Psychiatry 2008; 23: 537-545.

GPC, (2017), Guia de Practica Clinica, Diagnético y tratamiento de la Enfermedad de

Alzheimer, IMSS: http://www.imss.gob.mx/sites/all/statics/guiasclinicas/393GER.pdf
Gutierrez-Robledo, L. M., Garcia-Pena, M. C., Roa-Rojas, P., & Martinez-Ruiz, A. (2017). La

enfermedad de Alzheimer y otras demencias como problema nacional de salud. Documento

de postura. CONACyT, Academia Nacional de Medicina de México, México.

122



Hampel, H., Frank, R., Broich, K., Teipel, S. J., Katz, R. G., Hardy, J., ... & Sanhai, W. R. (2010).
Biomarkers for Alzheimer's disease: academic, industry and regulatory perspectives. Nature
reviews Drug discovery, 9(7), 560.

Harborne JB. (1973). Phytochem Methods. London, New York.

Hasegawa, M. (2016). Molecular mechanisms in the pathogenesis of Alzheimer’s disease and
tauopathies-prion-like seeded aggregation and phosphorylation. Biomolecules, 6(2), 24.

He, X., Huang, Y., Li, B., Gong, C. X., & Schuchman, E. H. (2010). Deregulation of sphingolipid
metabolism in Alzheimer's disease. Neurobiology of aging, 31(3), 398-408.

Hebert LE, Weuve J, Scherr PA, Evans DA. Alzheimer disease in the United States (2010—
2050).

Hoffman, F. A. (2015). Botanicals as “new” drugs: US development. Epilepsy & Behavior, 52,
338-343.

Howes M; Houghton P (2012) Ethnobotanical treatment strategies against Alzheimer's

disease. Current Alzheimer Research, 9,1, 67-85.

Hu, S., Zhang, L., Zheng, M., Mao, W., Du, J., Yu, J. (2017). Effective Huperzia serrata callus
culture method. Solicitud de Patente China N° CN106613938 A.

I
Ikeuchi, M., Sugimoto, K., & Iwase, A. (2013). Plant callus: mechanisms of induction and
repression. The Plant Cell, 25(9), 3159-3173.

Imperatto F. (2001). Bioactive natural products from Pteridophyta. Recent Research

Developments in Phytochemistry, 5: 191-228.
Ishiuchi, K. 1., Park, J. J., Long, R. M., & Gang, D. R. (2013). Production of huperzine A and

other Lycopodium alkaloids in Huperzia species grown under controlled conditions and in
vitro. Phytochemistry, 91, 208-219.

123



Itzhaki, R. F. (2014). Herpes simplex virus type 1 and Alzheimer’s disease: increasing evidence
for a major role of the virus. Frontiers in aging neuroscience, 6, 202.

J

Jaramillo Reyes, ., Pérez-Garcia, B., & Mendoza Ruiz, A. (2003). Morfogénesis de los
gametofitos de especies mexicanas de Pleopeltis (Polypodiaceae, subfamilia
Pleopeltoideae). Revista de biologia tropical, 51(2), 321-332.

Jaramillo, I. R., & Perez-Garcia, B. (1994). Morfologia y estrategias reproductivas del
gametofito de Polypodium lepidotrichum (Fée) Maxon (Polypodiaceae). Acta Botanica
Mexicana, (28), 71-78.

Jiang, F., Feng, Z., Liu, H., & Zhu, J. (2015). Involvement of plant stem cells or stem cell-like

cells in dedifferentiation. Frontiers in plant science, 6, 1028.

K
Klein, W. L. (2002). AB toxicity in Alzheimer’s disease: globular oligomers (ADDLs) as new

vaccine and drug targets. Neurochemistry international, 41(5), 345-352.

Kogan, M., & Jeong, H. S. (2018). Alzheimer Disease. Integrative Medicine, 95—
107.e4. doi:10.1016/b978-0-323-35868-2.00011-6 .

Koynova, R., & Tenchov, B. (2018). Natural product formulations for the prevention and
treatment of Alzheimer's disease: a patent review. Recent patents on drug delivery &
formulation, 12(1), 23-39.

L
Lakhan, S. E., Caro, M., & Hadzimichalis, N. (2013). NMDA receptor activity in neuropsychiatric

disorders. Frontiers in psychiatry, 4, 52.

Li, W., Howard, J. D., & Gottfried, J. A. (2010). Disruption of odour quality coding in piriform
cortex mediates olfactory deficits in Alzheimer’s disease. Brain, 133(9), 2714-2726.

124



Liang, J., Li, J., Jia, R., Wang, Y., Wu, R., Zhang, H., ... & Xu, Y. (2018). Identification of the
optimal cognitive drugs among Alzheimer’s disease: a Bayesian meta-analytic review. Clinical

interventions in aging, 13, 2061.

Lira, R., Casas, A., & Blancas, J. (Eds.). (2016). Ethnobotany of Mexico: Interactions of people
and plants in Mesoamerica. Springer.

Liu J., Zhu Y., Yu C. (1986). The structure of huperzine A and B, two new alkaloids
exhibitingmarked anticholinesterase activity. Canadian Journal of Chemistry, 64: 837-839.

Livingston, G., Sommerlad, A., Orgeta, V., Costafreda, S. G., Huntley, J., Ames, D., & Cooper,
C. (2017). Dementia prevention, intervention, and care. The Lancet, 390(10113), 2673-2734.

Lépez Locanto, O. (2015). Tratamiento farmacoldgico de la enfermedad de Alzheimer y otras

demencias. Archivos de Medicina Interna, 37(2), 61-67.

M

Ma X., Gang D. (2004) The Lycopodium alkaloids. Natural Products Reports, 21:752-772.

Ma X., Tan C., Zhu D., Gang D. (2006). A survey of potential huperzine A natural resources in
China: the Huperziaceae. Journal of Ethnopharmacology, 104:54-67.

Ma X., Tan C., Zhu D., Gang D., Xiao P. (2007). Huperzine A from huperzia species-and

ethnopharmacological review. Journal of Ethnopharmacology,113:15-34.

Ma, X., Jiang, S., Zhu, D. (1998). Alkaloid patterns in Huperzia and some related genera of
Lycopodiaceae sensu lato occurring in China and their contribution to classification. Biochem.
Systemat. Ecol., 26, 723-728.

Manoharan, S., Essa, M. M., Vinoth, A., Kowsalya, R., Manimaran, A., & Selvasundaram, R.

(2016). Alzheimer’s Disease and Medicinal Plants: An Overview. In The Benefits of Natural

Products for Neurodegenerative Diseases (pp. 95-105). Springer, Cham.

125



Mata, R., Figueroa, M., Navarrete, A., & Rivero-Cruz, I. (2019). Chemistry and Biology of
Selected Mexican Medicinal Plants. In Progress in the Chemistry of Organic Natural Products
108 (pp. 1-142). Springer, Cham.

Mendez, M. F. (2012). Early-onset Alzheimer's disease: nonamnestic subtypes and type 2
AD. Archives of medical research, 43(8), 677-685.

Mercano, D y M. Hasegawa “ Fitoquimica Organica” Ed.. Universidad Central de Venezuela,
Caracas 1991.

Moreira, P. I., Carvalho, C., Zhu, X., Smith, M. A., & Perry, G. (2010). Mitochondrial dysfunction
is a trigger of Alzheimer's disease pathophysiology. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Molecular Basis of Disease, 1802(1), 2-10.

Mortby, M. E., Black, S. E., Gauthier, S., Miller, D., Porsteinsson, A., Smith, E. E., & Ismail, Z.
(2018). Dementia clinical trial implications of mild behavioral impairment. International
psychogeriatrics, 30(2), 171-175.

Moulton, P. V., & Yang, W. (2012). Air pollution, oxidative stress, and Alzheimer's

disease. Journal of environmental and public health, 2012.

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia plantarum, 15(3), 473-497.

N
N&gga, K., Bogdanovic, N., & Marcusson, J. (1999). GABA transporters (GAT-1) in Alzheimer's

disease. Journal of neural transmission, 106(11-12), 1141-1149.

Navarrete H., Ledn B., Gonzéles J., Aviles D., Lecaro J., Mellado F., Alban J., @ligarrd B.
(2006). Helechos. Botéanica Econémica de los Andes Centrales, p. 385- 411.

Newman, D. J., & Cragg, G. M. (2016). Natural products as sources of new drugs from 1981 to
2014. Journal of natural products, 79(3), 629-661.

126



Newman, D. J., & Cragg, G. M. (2016). Natural products as sources of new drugs from 1981 to
2014. Journal of natural products, 79(3), 629-661.

O
@Dllgaard, D. (1990). Lycopodiaceae. In: Kubitzki, K. The Families and Genera of Vascular
Plants. Berlin: Springer Verlag, 1a. ed. pp. 404.

OMS (2017): https://www.who.int/mental_health/neurology/dementia/es/

Orhan, I. E., & Senol, F. S. (2013). Alkaloids and inhibitory effects against enzymes linked to
neurodegenerative diseases (physostigmine, galanthamine, huperzine, etc.). Natural Products:
Phytochemistry, Botany and Metabolism of Alkaloids, Phenolics and Terpenes; Ramawat, GK,
Mérillon, J.-M., Eds, 1525-1539.

Ortega M., Agnese A., Cabrera J. (2004a). Sauroine- a novel Lycopodium alkaloid from

Huperzia saururus. Tetrahedron Letters, v. 45, p. 7003-7005.

Ortega M., Agnese A., Cabrera J. (2004b). Anticholinesterase activity in an alkaloid extract of
Huperzia saururus. Phytomedicine, 11: 539-543.

Ortega M., Vallejo M., Cabrera J., Pérez M., Almirén R., Ramirez O., Agnese A. (2006).
Huperzia saururus, activity on synaptic transmission in the hippocampus. Journal of
Ethnopharmacology, v. 104, p. 374-378.

Oviedo, D., Britton, G., & Villareal, A. (2016). Deterioro cognitivo leve y enfermedad de

Alzheimer: Revision de conceptos.

P

Pagani, L., & Eckert, A. (2011). Amyloid-Beta interaction with mitochondria. International
Journal of Alzheimer’s Disease, 2011.

Patridge, E., Gareiss, P., Kinch, M. S., & Hoyer, D. (2016). An analysis of FDA-approved drugs:
natural products and their derivatives. Drug discovery today, 21(2), 204-207.

Pereira, AB. (2003) Introduc&o ao estudo das pteriddfitas. 2. ed. Canoas: Ed. da ULBRA, 192p

127


https://www.who.int/mental_health/neurology/dementia/es/

Pérez, M. A. G., Cabeza, M. M., & Campos, G. S. G. (2018). Alzheimer. Antecedentes y
Terapias novedosas. MoleQla: revista de Ciencias de la Universidad Pablo de Olavide, (29),
17-23.

Porsteinsson AP, Grossberg GT, Mintzer J, Olin JT. Memantine MEM-MD-12 Study Group.
Memantine treatment in patients with mild to moderate Alzheimer’s disease already receiving
a cholinesterase inhibitor: a randomized, double blind, placebocontrolled trial. Curr Alzheimer
Res. 2008; 5 : 83-89.

Press, N. J., Joly, E., & Ertl, P. (2019). Natural product drug delivery: A special
challenge?. Progress in medicinal chemistry, 58, 157-187.

Prince, M., Bryce, R., Albanese, E., Wimo, A., Ribeiro, W., & Ferri, C. P. (2013). The global
prevalence of dementia: a systematic review and metaanalysis. Alzheimer's & dementia, 9(1),
63-75.

Puglia, C., Lauro, M. R., Tirendi, G. G., Fassari, G. E., Carbone, C., Bonina, F., & Puglisi, G.
(2017). Modern drug delivery strategies applied to natural active compounds. Expert opinion
on drug delivery, 14(6), 755-768.

Q
Qian, Z. M., & Ke, Y. (2014). Huperzine A: is it an effective disease-modifying drug for

Alzheimer’s disease?. Frontiers in aging neuroscience, 6, 216.

Ratera E., Ratera M., (1980). Plantas de la flora Argentina empleadas en medicina popular.

Editorial Hemisfério Sur. S.A. Buenos Aires, p. 67.

R
Ren, H., Wang, B., & Zhao, H. (2017). Breaking the silence: new strategies for discovering

novel natural products. Current opinion in biotechnology, 48, 21-27.

Riba R. (1998). Pteridofitas mexicanas: Distribucidon y endemismo. In: T.P.Ramamoorthy, R.

128



Rincon Baron, E. J., Hilda Rolleri, C., Passarelli, L. M., Espinosa Matias, S., Torres, G., &
Marina, A. (2014). Esporogénesis, esporodermo y ornamentacionde esporas maduras en
Lycopodiaceae. Revista de Biologia Tropical, 62(3), 1161-1195.

Robles-Garcia, M. A., Aguilar, A. J., Gutiérrez-Lomeli, M., Rodriguez-Félix, F., Morales-Del-
Rio, J. A., Guerrero-Medina, P. J., ... & Del-Toro-Sanchez, C. L. (2016). IDENTIFICACION
CUALITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS Y DETERMINACION DE LA
CITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS DE TEMPISQUE (Sideroxylum capiri
PITTIER)/QUALITATIVE IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITES AND
CYTOTOXICITY DETERMINATION OF TEMPISQUE EXTRACTS (Sid. Biotecnia, 18(3), 3-8.

Rodriguez Beraud, M. M., Latsague Vidal, M. I., Chac6n Fuentes, M. A., & Astorga Brevis, P.
K. (2014). Induccioén in vitro de callogénesis y organogénesis indirecta a partir de explantes de

cotiledon, hipocotilo y hoja en Ugni molinae. Bosque (Valdivia), 35(1), 111-118.

Rodriguez, J., & Gutiérrez Herrera, R. F. (2014). Demencias y enfermedad de Alzheimer en
América Latina y el Caribe. Revista Cubana de Salud Publica, 40(3), 378-387.

Rydzewski, J., Jakubowski, R., Nowak, W., & Grubmudller, H. (2018). Kinetics of huperzine A
dissociation from acetylcholinesterase via multiple unbinding pathways. Journal of chemical
theory and computation, 14(6), 2843-2851.

S
Sahoo, A. K., Dandapat, J., Dash, U. C., & Kanhar, S. (2018). Features and outcomes of drugs
for combination therapy as multi-targets strategy to combat Alzheimer's disease. Journal of

ethnopharmacology, 215, 42-73.

Sanabria Castro, A., Alvarado Echeverria, I., & Monge Bonilla, C. (2016). Estrategias

terapéuticas en la enfermedad de Alzheimer.

Sanabria-Castro, A., Alvarado-Echeverria, 1., & Monge-Bonilla, C. (2017). Neurotransmision

Colinérgica Central: Aspectos Moleculares. Revista Mexicana de Neurociencia, 18(2), 76-87.

129



Schaeffer, V., Patte-Mensah, C., Eckert, A., & Mensah-Nyagan, A. G. (2006). Modulation of
neurosteroid production in human neuroblastoma cells by Alzheimer's disease key
proteins. Journal of neurobiology, 66(8), 868-881.

Schilmiller, A. L., Last, R. L., & Pichersky, E. (2008). Harnessing plant trichome biochemistry
for the production of useful compounds. The Plant Journal, 54(4), 702-711.

Singha, K. B., Dutta, C. M., & Mazumder, P. B. (2013). In vitro propagation in pteridophytes: a
review. International Journal of Research in Ayurveda & Pharmacy, 4(2).

Soria-Lépez, M., & Fuentes-Paramo, I. (2016). The identification of biopiracy in patents. World
Patent Information, 47, 67-74.

Soto, D. (2016). Identificacién y cuantificacion de huperzina A en extractos alcaloideos de
callos, hongos endofitos y en su planta huésped de Huperzia orizabae, mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia (CLAE). Tesis de maestria, Universidad Autbnoma del Estado de

Morelos, Centro de Investigacion en Biotecnologia, 1-89.

Supnet, C., & Bezprozvanny, |. (2010). The dysregulation of intracellular calcium in Alzheimer
disease. Cell calcium, 47(2), 183-189.

Szypula, W. J., Mistrzak, P., & Olszowska, O. (2013). A new and fast method to obtain in vitro
cultures of Huperzia selago (Huperziaceae) sporophytes, a club moss which is a source of

huperzine A. Acta Societatis Botanicorum Poloniae, 82(4).
T
Takeda, S., Rakugi, H., & Morishita, R. (2019). Roles of vascular risk factors in the

pathogenesis of dementia. Hypertension Research, 1-6.

Tang, Y. P., & Gershon, E. S. (2003). Genetic studies in Alzheimer's disease. Dialogues in

clinical neuroscience, 5(1), 17.

130



Testo, W., Qllgaard B., Field A., Aimeida T., Kessler M., Barrington D. (2018). Phylogenetic
systematics, morphological evolution, and natural groups in neotropical Phlegmariurus
(Lycopodiaceae). Mol. Phylog. Evol. 125:1-13.

Tun, M. K. M., & Herzon, S. B. (2012). The pharmacology and therapeutic potential of (-)-
huperzine A. Journal of experimental pharmacology, 4, 113.

w
Wagner H., Bladt S., Zgainski M. (1984). Plant Drug Analysis. Springer Verlag. Berlin
Heidelberg New York Tokyo.

Wagner w., Beitel J. (1992). Generic classification of modern north American lycopodiaceae.
Annals of the Missouri Botanical Garden, 79:3: 676-686

Wang, C. Y., Wang, T., Zheng, W., Zhao, B. L., Danscher, G., Chen, Y. H., & Wang, Z. Y.
(2010). Zinc overload enhances APP cleavage and AB deposition in the Alzheimer mouse
brain. PloS one, 5(12).

Wang, X., Su, B. O, Lee, H. G., Li, X., Perry, G., Smith, M. A., & Zhu, X. (2009). Impaired
balance of mitochondrial fission and fusion in Alzheimer's disease. Journal of
Neuroscience, 29(28), 9090-9103.

Wang, Y., Klunk, W. E., Huang, G. F., Debnath, M. L., Holt, D. P., & Mathis, C. A. (2002).
Synthesis and evaluation of 2-(3'-lodo-4'-aminophenyl)-6-hydroxybenzothiazole for in vivo
guantitation of amyloid deposits in alzheimer's disease. Journal of Molecular
Neuroscience, 19(1-2), 11-16.

Whittier, D. P. (2006). Gametophytes of four tropical, terrestrial Huperzia species
(Lycopodiaceae). American Fern Journal, 96(2), 54-61.

Whittier, D. P., & Storchova, H. (2007). The gametophyte of Huperzia selago in
culture. American fern journal, 97(3), 149-154.

Whittier, P. (1964). The effect of sucrose on apogamy in Cyrtomium falcatum Presl. American
Fern Journal, 54(1), 20-25.

131



Whittier, P. (1998). Germination of spores of the Lycopodiaceae in axenic culture. American
Fern Journal, 106-113.

Whittier, P., & Webster, T. R. (1986). Gametophytes of Lycopodium lucidulum from axenic
culture. American Fern Journal, 76(2), 48-55.

Wimo A, Guerchet M, Ali GC, Wu YT, Prina AM, Winblad B, et al. The worldwide costs of
dementia 2015 and comparisons with 2010. Alzheimer’s Dement 2017; 13: 1-7.

Wu Q, Gu Y. (2006). Quantification of huperzine A in Huperzia serrata by HPLC-UV and
identification of the major constituents in its alkaloid extracts by HPLC-DAD-MS-MS. J
Pharmaceutical and Biomedical Analisys. 3: 40(4): 993-8

Wu, S., Fan, Z., & Xiao, Y. (2018). Comprehensive relative quantitative metabolomics analysis
of lycopodium alkaloids in different tissues of Huperzia serrata. Synthetic and systems
biotechnology, 3(1), 44-55.

X
Xiao, X. Q., Zhang, H. Y., & Tang, X. C. (2002). Huperzine A attenuates amyloid B-peptide
fragment 25-35-induced apoptosis in rat cortical neurons via inhibiting reactive oxygen species

formation and caspase-3 activation. Journal of neuroscience research, 67(1), 30-36.

Xie, T., Song, S., Li, S., Ouyang, L., Xia, L., & Huang, J. (2015). Review of natural product
databases. Cell proliferation, 48(4), 398-404.

Xu, B., Lei, L., Zhu, X., Zhou, Y., & Xiao, Y. (2017). Identification and characterization of L-
lysine decarboxylase from Huperzia serrata and its role in the metabolic pathway of lycopodium
alkaloid. Phytochemistry, 136, 23-30.

Xu, M., Heidmarsson, S., Thorsteinsdottir, M., Wasowicz, P., Sun, H., Deng, T., ... & Olafsdottir,

E. S. (2019). Infraspecific Variation of Huperzine A and B in Icelandic Huperzia selago
Complex. Planta medica, 85(02), 160-168.

132


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20Q%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gu%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Pharm%20Biomed%20Anal.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Pharm%20Biomed%20Anal.');

Xu, M., Heidmarsson, S., Thorsteinsdottir, M., Wasowicz, P., Sun, H., Deng, T. & Olafsdottir,
E. S. (2019). Infraspecific Variation of Huperzine A and B in Icelandic Huperzia selago
Complex. Planta medica, 85(02), 160-168.

Y
Yang, G., Wang, Y., Tian, J., & Liu, J. P. (2013). Huperzine A for Alzheimer's disease: a
systematic review and meta-analysis of randomized clinical trials. PloS one, 8(9).

Yang, Y. F., Qu, S. J., Xiao, K., Jiang, S. H., Tan, J. J., Tan, C. H., & Zhu, D. Y. (2010).
Lycopodium alkaloids from Huperzia serrata. Journal of Asian natural products
research, 12(11), 1005-1009.

Yang, Y., Wang, Z., Wu, J., & Chen, Y. (2016). Chemical constituents of plants from the genus
Phlegmariurus. Chemistry & biodiversity, 13(3), 269-274.

Z

Zangara, A. (2003). The psychopharmacology of huperzine A: an alkaloid with cognitive
enhancing and neuroprotective properties of interest in the treatment of Alzheimer's disease.
Pharmacol. Biochem. Behav. 75(3):675—-686.

Zhang, F. F., Wang, M. Z., Zheng, Y. X., Liu, H. Y., Zhang, X. Q., & Wu, S. S. (2015). Isolation
and characterzation of endophytic Huperzine A-producing fungi from Phlegmariurus

phlegmaria. Microbiology, 84(5), 701-709.

Zhang, F., Liu, X., Liu, Y., Wang, Y., & Le, W. (2020) Anti -dementia Medications: Specific
Agents.

Zhang, H. Y., Yan, H., & Tang, X. C. (2008). Non-cholinergic effects of huperzine A: beyond

inhibition of acetylcholinesterase. Cellular and Molecular Neurobiology, 28(2), 173-183.

Zhonghua, W., Xiaoxia, S. (2010). Rapid propagation method of Huperzia serrata. Solicitud de
Patente China N° CN101658124 A.

133



Zhou, L. G., &Wu, J. Y. (2006). Development and application of medicinal plant tissue cultures
for production of drugs and herbal medicinals in China. Natural Product Reports, 23(5), 789-
810.

Zhu, X., Lee, H. G., Casadesus, G., Avila, J., Drew, K., Perry, G., & Smith, M. A. (2005).
Oxidative imbalance in Alzheimer’s disease. Molecular neurobiology, 31(1-3), 205-217.

134



ANEXO | SOLICITUD DE PATENTE MX/a/2019/014063

ge3 IMPI NI

| IRETRALTG H RIS A

I L B L feeSan S By
o e [FENETRLAL

MMER201 80801 T

DIRECCION DIVISIONAL DE PATENTES.

SUBDIRECCION DIVISIONAL DE .
FROCESAMIENTO ADMIMISTRATIVO FOLIO DE RECEPCION: MX/ER2018/080170

DE PATENTES.

EXFEDIENTE: MX/ a/201 97014063

IDENTIFIGADOR DE LA SOLICITUD: 18330

COORDINACION DEPARTAMENTAL DE LUGAR, FECHA ¥ HORA DE RECEPCION

DE LA SOLICITUD:
RECEFCION ¥ CONTROL DE DOCUMENTOS. CILUDAD DE MEXIGO 25/411/2018 11-20-08

ACUSE DE RECIBO DE LA SOLICITUD DE:

FPateme

SOLICITANTE|(S) O REPRESENTANTE LEGAL:
JOSE MARID ORDONEZ PALACIOS

DOCUMENTOS DE LA SOLICITUD:

DOCUMENTO NOMBRE ARCHIVO TAMAND HOWJA[S)
SOLICITUD Solicitud_000018330_25_11_2018 pdf 430.18 KB 4
COMPROBANTE DE PAGO Pago.pdi 2417 KB 1
HOWA DE DESCUENTO HOJA DE DESCUENTO. pdi 2323 KB 1
COMITANCIA RGP RGP DR ORDOMEZ. pdf 363.84 KB 1
MEMORIA_TECMICA DESCRIPCION Phlagmariurus taxifolius. pdi 148.27 KB 12
DIBLLWIOS FIGURAS Phlegmariurus taxifolivs. pdf 3IM3EB 1
OTROS Ceozionaz de Derschoz.pdf 3790.56 KB ]

TOTAL DE HOUAS: 20 (Mo 58 incluysn hojals) sl acuss)

Bajo protssia de decir verdad declaro, que 28 encusnira en sl supussto con respecto al bensficio zafalado en la Cuarta
Dizpoeicion General de la Tarifa por los semvicios que presta sote Inestituto, por lo gus =olicita el 30% de descusnio de la tarfa
establecida, para loz articulos que apligus dicho descusnto. 5& hacs la prezents declaracidn en cumplimisnto de dicha
dizposicion, segun &l acusrdo por &l gqus =& da a conocer la tarifa por los servicios gque prasta sl Inatituto Mexicano ds la
Propisdad Industrial, publicado en el Diario Oficial ds la Fedsracion con fecha 23 de agosto de 1895,

Loz documsntos adjuntos sstam sujsios al estudio correspondisnts que &l Instituto realice de conformidad con la Ley de
la Propisdad Induztrial v 2u Aeglamento.

La prazents solicitud =& racibs en témminos dal Acusrdo por sl que 25 sstablscen lineamisntos sn materia de servicics
glectronicos dsl Instituio Msexicano ds la Propiedad Industrial, sn los framites que se indicam; por lo tanto, previo a su
prezsntacion, &l usuario aceptd lo siguisnts:

|.- Ques el tramite as efects, deade zu inicio hasta su conclusion, a traves de medios de comunicacion slsctronica;

Il.- Bajo protesta de decir verdad, quse revizo en la vista previa la informacion capturada y los ansxos a la solicitud y que éstos
20N commsctos; asi mismo que, una vez concluide el procesoe, no podria editar o variar la informacion o sus anexos;

Ill.- Bajo protesta de decir verdad, indict que la informacion capturada ez ciera;

V.- Conzultar zu tablerzs, al menas, log dias guincs y Oltimo de cada mes, o bisn, &l dia habil siguisnts =i alguno de éstos fusrs
inhabil y qus, en cazo de no hacero, la notificacion se tendria por hecha el dia habil siguisnts a loz diaz quince y Gltimo da
cada mes, y

V.- Dar aviso por escrito, a través del comao slectronico buzon @impi.gob.mx, a la Direccion Divisional de Patentss, dentro de
loz ree diaz habiles siguientss a aqual en que e vea imposibilitado, por causas imputables al Inetituto, a consultar sl tablero o
abrir log archives depositados en sl mismao, en los dias sefalados en la fraccian IV antenor.

A efecto de que loz documsntos presentados a través del Siztema de Patentss en Linea, produzcan loz mismos efectos que
loz documentos fimados autegrafaments y tangan &l mizmo valor probatorio, manifiseto bajo protesta de decir verdad, qus los
documentos son copia integra & inalterada dal documento impreso; que se encusniren digitalizados an formato PDF (Portabls
Diocumsnt Format), y que loz remitic de forma legibls.

E90F LOJE LOZ/en |



10

15

20

25

30

35

40

1

METODO DE INDUCCION A DESDIFERENCIACION CELULAR DE
Phlegmariurus taxifolius

CAMPO TECNICO

La invencion pertenece al campo de la biotecnologia de plantas y en particular se
refiere a técnicas de cultivo in vitro de partes aéreas de Phlegmariurus taxifolius para
la generacion y propagacion de callos productores de huperzina A.

ANTECEDENTES

Las Pteridofitas se presentan en una extraordinaria variedad de ambientes,
que abarcan zonas articas y alpinas al interior de florestas pluviales tropicales
vegetacion arborea sub-desértica, rocas costeras y manglares. EI 80% de las
especies se encuentran en areas tropicales, siendo mas comunes en montafias
tropicales y subtropicales humedas. Particularmente, las montafias presentan alta
riqueza y endemismo de especies de Pteridofitas, que coinciden con regiones
montafiosas en el Neotrdpico (Dllgaard, 1990; Pereira, 2003). La regién neotropical
concentra importantes areas geograficas de Pteridofitas con cuatro regiones de alta
diversidad que reunen aproximadamente el 40% de especies endémicas: las
Grandes Antillas, el sureste de México y América Central, la region de los Andes, el
sureste y sur de Brasil, y Argentina. La familia Lycopodiaceae incluye 400 especies
en el mundo. Son ampliamente distribuidas en zonas tropicales templadas y frias
(Zangara, 2003).

En 1992 Wagner y Beitel reconocieron que la familia Huperziaceae estaba
conformada por los géneros Phlegmariurus y Huperzia. Por muchos afios esta
clasificacion ha sido empleada a nivel mundial;, ademas de la relacién
guimiotaxondmica marcada por la presencia de un compuesto alcaloideo, empleado
en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, denominado huperzina A, que ha
sido identificado Unicamente en estos géneros. Sin embargo, recientemente Testo y
colaboradores (2018) propusieron a la subfamilia Huperzioideae, de la familia
Lycopodiaceae, que esta conformada por tres géneros: Phlegmariurus, Huperzia y
Phylloglossum. En particular el género Phlegmariurus estd compuesto por
aproximadamente 250 especies y es el mas numeroso de la familia; es de amplia
distribucion y ha sido encontrado desde el nivel del mar hasta 3000 m; son plantas
epifitas péndulas, presentan tallos dicotdbmicos y hojas micrdéfilas alternadas, con
esporangios generalmente solitarios. En el caso particular de Huperzia taxifolia, ésta
ha sido reclasificada como Phlegmariurus taxifolius.
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Phlegmariurus taxifolius (Sw.) A. Loéve et D. Loéve [=Huperzia taxifolia (Sw.)
Trevis, Lycopodium taxifolium Sw.] es wuna planta epifita, tallos arqueado-
decumbentes a péndulos, de hasta 30 cm de largo y 2 a 4 mm de ancho excluyendo
las hojas, 2 a 6 bifurcados; con hojas de las divisiones proximales en verticilos
alternos de 3 a 4, lineares a lanceoladas, con 13 a 20 mm de largo y 2 a 3 mm de
ancho, patentes a ascendentes o0 algo adpresas, margenes aplanados a
escasamente revolutos. Crecen en Nebliselvas, bosques humedos y bosques de
pino-encinos (900 a 1800 m); de Meéxico a Bolivia, las Antillas (Davidse y
colaboradores, 1995).

Ma y colaboradores (1998) estudiaron la relacion entre los diferentes
licopodios y propuso que la presencia de huperzina A se relacionaba
guimiotaxondmicamente con algunas especies. Se descubrié que este alcaloide
presenta actividad anticolinesterasica muy especifica, con importante aplicacion en la
enfermedad de Alzheimer.

En México crecen aproximadamente 15 especies de licopodios, incluyendo
Huperzia serrata (Thunb.) Trevis, por lo que se ha motivado a la investigacién en la
busqueda de nuevos alcaloides anticolinesterasicos en esta familia de plantas,
potencialmente Utiles en el tratamiento del Alzheimer, una vez que muchos alcaloides
inéditos han sido continuamente aislados e identificados a partir de especies de
licopodios (Ma y colaboradores, 2007). Dentro de este grupo de licopodios también
se encuentra Phlegmariurus taxifolius, el cual carece de estudios fitoquimicos,
biolégicos y farmacologicos, ademas que esta planta se encuentra en peligro
vulnerable de extincién. Por tal razon, la biotecnologia vegetal es una alternativa
prometedora para la conservacion de las especies de licopodios y de estrategias
para la busqueda de nuevas fuentes y procesos de produccion de huperzina A.

Phlegmariurus taxifolius es considerada una fuente prometedora para la
busqueda de huperzina A, ya que en estudios fitoquimicos se ha logrado identificar
este alcaloide en el Laboratorio de Investigacion de Plantas Medicinales del Centro
de Investigaciones en Biotecnologia de la UAEM. Por tal motivo, la presente
invencion tuvo como objeto establecer una linea de callos de P. taxifolius productora
de huperzina A, a partir de la utlizacion de diferentes sistemas de cultivo,
fitorreguladores, condiciones de pH, luz y oscuridad. El beneficio de esta invencion
es que los callos obtenidos tienen una velocidad de crecimiento mucho mayor que la
planta silvestre, ya que la misma puede tardar cerca de 15 afios en crecer, por lo que
este sistema biotecnoldgico in vitro ofrece ventajas para la producciéon del alcaloide
huperzina A.
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En la solicitud de patente CN106613938 (Hu et al.,, 2017) se presenta un
meétodo de cultivos de callos de Huperzia serrata (plantas locales chinas) en el cual
proponen diversas variables para el cultivo in vitro y generacion de callos, tales
como: diferentes fitorreguladores, luminosidad y temperatura. Sin embargo, las
plantas de la familia Lycopodiaceae, principalmente las especies de los géneros
Phlegmariurus y Huperzia, presentan complicaciones como la oxidacion, cambios en
el pH entre otras causando muerte celular lo que dificulta la induccion de
callogénesis. Debido al potencial de aplicacién médica y de explotacion comercial de
Phlegmariurus taxifolius, la presente patente propone un método eficiente de
induccion a la callogénesis para esta especie vegetal endémica mexicana. En la
presente invencion se prueba otras variables como: un abanico de pH, respuesta a
fitorreguladores, enriquecimiento de nutrientes y proteccion con un antioxidante
natural en los medios de cultivo, luz constante, asi como la determinacion de la mejor
condicion de callogénesis corroborada mediante de viabilidad celular. Otra solicitud
de patente que involucra estos licopodios, es la CN101658124 (Zhonghua y Xiaoxia,
2010). Se trata de un método de propagacién rapida de Huperzia serrata que
desarrolla un cultivo in vitro, pero a nivel de sustrato hidroponico con un medio
acuoso. Si bien esta tecnologia es rentable, presenta problemas de contaminacion
por el tipo de medio de cultivo, ademas de que la extraccion de los compuestos de
interés es complicada y cara. En la presente invencion la produccion de biomasa no
solo es controlada y homogénea, sino que también acumula el metabolito bioactivo
de interés, huperiza A.

Es importante mencionar que las especies de Phlegmariurus carecen de un
sistema de produccion biotecnoldgico de biomasa y metabolitos activos, ademas de
que su gran mayoria, incluyendo P. taxifolius se encuentra vulnerable y en peligro de
extincion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el proceso exitoso de callogénesis inducida con el medio de
cultivo BS modificado, donde se observa: a) formacion de callos, b) raquis y c) pinas.

La Figura 2 muestra células desdiferenciadas del callo formado vistas al microscopio
electronico invertido.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe un método eficaz para producir y cultivar callos
de la planta P. taxifolius utilizando un medio de cultivo B5 modificado con la adicion
de distintos fitorreguladores y ajuste de diferentes pH, asi como las condiciones
especificas de cultivo como la eleccién adecuada de temperatura y luminosidad.

Se detalla la metodologia para la obtencién de callos partiendo de explantes
axénicos de P. taxifolius, mismos que fueron colocados en medio de cultivo B5 que
posteriormente fue modificado. Se evaluaron diferentes medios de cultivo que fueron
adicionados con los siguientes fitorreguladores: acido naftalenacético (ANA), zeatina
y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido giberélico (GAs) y acido indolacético
(AIA). Para el siguiente experimento se seleccionaron tres fitorreguladores, siendo
gue solamente el empleo de los tres primeros fitorreguladores resultaron exitosos. Se
analizo el efecto del pH, preparando los medios de cultivo a pH 5.0, 5.5 y 5.8. Al
mismo tiempo, estos medios fueron enriquecidos con 20 mL/L de agua de coco
estéril. Por otro lado, se incluyé en esta patente el analisis de las condiciones de
cultivo como la luz/oscuridad a una temperatura de 25 °C. Es importante mencionar
que el disefio experimental que emplea el modelo Plackett-Burman (modelo PB) fue
utilizado para la determinacién de las composiciones de cada medio de cultivo de
acuerdo a las variables antes mencionadas. El medio de cultivo 6ptimo presenté las
siguientes concentraciones de fitorreguladores: ANA y zeatina (0.5 mg/L) a un pH de
5.5. Esta invencién aporta un método de cultivo in vitro exitoso para la generacion y
propagacion de callos de explantes axénicos de P. taxifolius.

MEJOR METODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

El presente ejemplo es ilustrativo y no limitativo, ya que un técnico en la materia
entendera que hay variantes que caen dentro del alcance de proteccion de la
presente invencion.

El objeto de la presente invencidbn es mejorar las deficiencias de las técnicas
anteriores y aportar un método eficaz para generar y cultivar callos de P. taxifolius.

En la presente invencién se analiza: 1) la composicién de los medios (concentracion
y combinacién de distintos fitorreguladores); 2) ajuste a diferentes pH; 3)
enriquecimiento con la adicion de agua de coco como antioxidante natural; y 4) las
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condiciones de cultivo como luminosidad y temperatura. Esto sugiere la solucion
técnica especifica tratandose de un método eficaz para producir y cultivar callos que
comprende los siguientes pasos:

Paso 1. Se utilizaron explantes axénicos (previamente desinfectados) generados a
partir de los tallos (raquis) de los frondes, de los cuales se hacen cortes de P.
taxifolius aproximadamente de 1 cm x 0.5 cm de longitud, los cuales fueron puestos
en medios de cultivo B5 modificado.

Paso 2. Diferentes medios de cultivo se prepararon de acuerdo al Disefio PB (tabla
1), en el cual se proponen variables como distintos pH (5.0, 5.5 y 5.8); diversos
fitorreguladores como ANA, zeatina y 2,4-D; todos los medios fueron enriquecidos
con agua de coco. Finalmente, los medios son expuestos en oscuridad o luz
constante a 25 °C.

Paso 3. Los explantes axénicos son puestos en los medios de cultivo antes
mencionados y se observan cada tercer dia durante un mes hasta encontrar la
formacion de las células desdiferenciadas.

En comparacion con técnicas anteriores los efectos beneficiosos de la invencion son:
La presente invencion proporciona un método y una tecnologia efectiva para la
induccion a callogénesis y su cultivo in vitro de P. taxifolius, un evento sumamente
dificil en plantas de este género.

Formas detalladas: La solucion técnica de la presente invencion se describe mas
concretamente a continuacion con referencia a procedimientos especificos.

El material vegetal experimental fue obtenido en el mercado del municipio de
Coatepec, Veracruz, y fue procesado en el Laboratorio de Plantas Medicinales del
Centro de Investigacién en Biotecnologia de la UAEM. La planta fue identificada y
depositada en el Herbario HUMO de la UAEM con el numero de voucher 39243

Ejemplo 1. Medios de cultivo.

Los explantes axénicos de P. taxifolius fueron cultivados primeramente en un medio
B5 simple. Para la induccién a callogénesis se analizé la efectividad de diferentes
fitorreguladores (ANA 0.5 mg/L, zeatina 0.5 mg/L, 2,4-D 10 mg/L, GAsz 0.25 mg/L y
AIA 0.5 mg/L). Se seleccionaron 3 fitorreguladores (ANA, zeatina 'y 2,4-D), para llevar
a cabo el disefio experimental PB, debido a que presentaron mejor respuesta a las
condiciones de induccion a la desdiferenciacion celular. En esta parte experimental,
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el medio de cultivo B5 fue modificado con la siguiente composicion: sacarosa 20 g/L,
fitagel 4 g/L, polivinilpirrolidona (PVP) 1 g/L, nitrato de potasio (KNO3) 5 g/L. Todos
los medios de cultivo fueron enriquecidos con agua de coco estéril 20 mL/L y fue
ajustado el medio a diferentes pH (5.0, 5.5 y 5.8). Los medios fueron esterilizados por
separado a 121 °C durante 15 minutos y vaciados bajo condiciones de esterilidad
utilizando una campana de flujo laminar.

Ejemplo 2. Combinaciones Hormonales y disefio del experimento.

De acuerdo con las combinaciones arrojadas por el Disefio PB, se prepararon 12
diferentes medios de cultivo B5 modificado, con las combinaciones hormonales
descritas en la Tabla 1 donde el signo positivo (+) indica la presencia de la variable y
el signo negativo (-) la ausencia de la misma. Los fitorreguladores previamente
seleccionados fueron utilizados en las siguientes concentraciones: ANA 0.5 mg/L,
zeatina 0.5 mg/L y 2,4-D 10 mg/L.

Tabla 1. Disefio experimental PB. Fitorreguladores probados para la induccion a
callogénesis: 4&cido naftaleno acético (ANA) 0.5 mg/L, zeatina 0.5 mg/L y 2/4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) 10 mg/L; ajuste a diferentes pH como 5.0, 5.5 y 5.8. En
oscuridad (+) y luz constante (-).

Tratamiento | pH | Oscuridad | zeatina | 2,4-D ANA
0.5 mg/L | 10 mg/L | 0.5 mg/L
1 5.0 - - + +
2 5.5 - - - -
3 5.0 + - - +
4 5.5 + - + -
5 5.0 - + + -
6* 5.5 - + - +
7 5.0 + + - -
8 55 + + + +
9 5.8 - - - -
10 5.8 + - + -
11 5.8 - + - +
12 5.8 + + + +

*El tratamiento 6 propicié exitosamente el evento de callogénesis.

Ejemplo 3. Ajuste del pHy enriquecimiento de los diferentes medios de cultivo.

Como se mencion6 en los ejemplos 1 y 2, se prepararon 12 combinaciones de
acuerdo al disefilo del experimento PB utilizando tres fitorreguladores, los cuales
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fueron afadidos antes del ajustar el pH de los medios y antes de su esterilizacion por
autoclave, con la finalidad de evitar cambios en el pH y asegurar el pH final
seleccionado (5.0, 5.5 y 5.8). En todos los casos, los medios de cultivo fueron
enriquecidos con agua de coco (con accion antioxidante natural), que fue esterilizada
por un sistema de filtracion por membrana (0.2 um). Esto se llevo a cabo con la
ayuda de un soporte de filtro con receptor, bajo condiciones de esterilidad en
campana de flujo laminar. Una vez esterilizada (filtrada) el agua de coco, fue
adicionada a los medios de cultivo. Esto se realizd posterior a la esterilizacion de los
medios en autoclave, encontrdndose los medios aun en estado liquido, con una
temperatura de + 30 °C antes de la gelificacion. Esto se implemento con la finalidad
de evitar la degradacién de los nutrientes proporcionados por el agua de coco.

Ejemplo 4. Preparacion / Seleccion de explantes.

Se partié del material vegetal axénico de P. taxifolius, del cual se realizaron cortes de
los tallos (raquis) de las ramas aéreas de la planta con aproximadamente 1cm X
0.5cm de longitud, en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Estos
explantes fueron puestos en los medios de cultivo B5 modificado en diferentes
condiciones como lo muestra la Tabla 1.

Ejemplo 5. Condiciones de cultivo en la induccion de callos.

Los explantes axénicos fueron cultivados a una temperatura de 25 °C bajo
condiciones de luz y oscuridad constante como se muestra en la Tabla 1. Los
explantes fueron observados cada tercer dia durante un mes hasta la aparicion de
los callos.

Ejemplo 6. Determinacion de la viabilidad celular.

La viabilidad de los callos se muestra en la Figura 2, la cual fue determinada por un
método de fluorescencia (diacetato de fluoresceina, FDA). Método que muestra la
integridad de la membrana celular a través de su actividad enzimatica que degrada el
diacetato de fluorescencia, cuya fluorescencia se observa en el microscopio
electrénico invertido. El método consto de 2 stocks. Se prepararon 5 mL del stock 1
con FDA a una concentracion de 5 mg/mL usando acetona como disolvente. Para la
preparacion del stock 2, se tomaron 100 uL del stock 1 en 5 mL de agua destilada
estéril. Posteriormente se mezcla la muestra (células desdiferenciadas) con el stock
2 en una proporcion 1:1 (m/v) y se deja reposar durante aproximadamente 2 minutos.
Se coloca una gota (~50 pL) en un portaobjetos y se observa al microscopio con el
objetivo 10 x.
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Ejemplo 7. Aplicacion (resultados).

La formacion de callos a partir de explantes (tallos) axénicos fueron conseguidos
utilizando la combinacion del tratamiento numero 6 del disefio experimental PB
(Tabla 1) que consisti6 en medio B5 modificado adicionado con ANA (0.5 mg/ml) y
zeatina (0.5 mg/mL), a un pH 5.5 y luz constante. Los callos fueron identificados a los
30 dias de iniciar dicho tratamiento con un tamafio de 1 cm de didmetro. Estos callos
fueron friables de forma nodular, de color beige, sin agua alrededor y compacto en su
totalidad, asi como no embriogénicos, como se muestra la Figura 1. La viabilidad de
los callos obtenidos fue determinada por el método de diacetato de fluoresceina
antes descrito y se observa en la Figura 2.

Ejemplo 8. Efecto de diferentes medios sobre lainduccion de callos.

Los 12 tratamientos de cultivo utilizados en la presente invencion se describen en la
Tabla 1, siendo que el tratamiento 6 fue el Unico que indujo la formacion de callos de
color beige brillante. Los 11 tratamientos con distintos fitorreguladores que no
indujeron la callogénesis mostraron oxidacion de los explantes y nulo crecimiento
durante el mes de observacion.

Ejemplo 9. Efecto de diferentes pH sobre la induccion de callos.

Los medios fueron ajustados a tres diferentes pH como 5.0, 5.5 y 5.8. El tratamiento
6 resultdé ser mas efectivo, encontrando el pH idoneo de 5.5 para la induccion a
callogénesis. Por otro lado, los medios fueron enriquecidos con agua de coco, como
un antioxidante natural que ademas aporta factores de crecimiento y nutrientes, lo
cual favorece la obtencion de células desdiferenciadas. Posterior a la callogénesis,
los medios de cultivo de mantenimiento y produccién fueron en las mismas
condiciones para la generacion de callos, solamente cambiando a un pH de 5.8.

Ejemplo 10. Efecto de las condiciones de cultivo en la induccion de callos.

Las condiciones de cultivo mas importantes que favorecen la induccion de callos son
la temperatura y la luminosidad. Se estandariz6 a 25 °C y se probaron dos
condiciones luz constante y oscuridad constante. El tratamiento 6, el inico que indujo
a callogénesis fue a luz constante, siendo que los demas tratamientos presentaron
oxidacion de los explantes y nulo crecimiento.
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Ejemplo 11. Determinacion de la viabilidad celular de los callos.

La viabilidad de las células desdiferenciadas fue determinada por un método de
fluorescencia, con el diacetato de fluoresceina (FDA) y observado al microscopio
electronico invertido. Las células que reflejaron la luz ultravioleta con un verde
brillante intenso fueron consideradas viables. El FDA es un sustrato de esterasa que
penetra en las células y es hidrolizado por la actividad enzimatica intracelular y de
membrana. Tras la hidrdlisis por esterasas intracelulares produce fluorescencia, que
sirve como una sonda de viabilidad de integridad de membrana celular y actividad
enzimatica. Mediante esta técnica se lograron observar los callos viables, compactos
en su totalidad, friables y con coloracion verde brillante como ser observa en la
Figura 1.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la generacion y propagacion in vitro de callos de
Phlegmariurus taxifolius caracterizado por seguir los siguientes pasos:

a) Preparacion del material vegetal a partir de explantes axénicos
(desinfectados) obtenidos de los tallos de P. taxifolius, que se cortan de 1 cm x 0.5
cm de longitud y se transfieren a medios de cultivo con fitorreguladores.

b) Utilizacion del medio B5 modificando en las concentraciones de sus
componentes: sacarosa 20 g/L, fitagel 4 g/L, polivinilpirrolidona (PVP) 1 g/L, nitrato
de potasio (KNOs) 1 g/L. Posterior a la esterilizacion de los medios de cultivo en
autoclave, se adiciona un antioxidante natural (agua de coco 20 mL/L), esterilizado
mediante filtracion por membrana (0.2 pm).

¢) Una vez adicionados los fitorreguladores, el medio se calibra a un pH de
5.5.

d) Los reguladores de crecimiento se usan en combinacién de zeatina y acido
naftalenacético (ANA), en una proporcion de 1:1 (v/v).

2. Un método de generacion y propagacion in vitro de P. taxifolius segun la
reivindicaciéon 1, en el que ambas concentraciones de zeatina y ANA son de 0.5
mg/L.

3. Un método de generacién y propagacion rapida de P. taxifolius segun la
reivindicacién 1, en el que las condiciones de cultivo se refieren a una temperatura
de 25 °C, con luz constante.
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RESUMEN

La presente invencion aporta un método para la generacion y propagacion in vitro de
callos de la planta Phlegmariurus taxifolius. Esta planta es un potencial candidato
para la produccion de huperzina A y alcaloides activos obtenidos a partir del cultivo in
vitro de callos. En estudios fitoquimicos previos se identificdé que esta planta es
productora de este alcaloide. Estos fueron realizados en el Laboratorio de
Investigacion de Plantas Medicinales del Centro de Investigaciones en Biotecnologia
de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. La presente invencion describe
un método biotecnologico que ha permitido la generacion y produccion de callos de
la especie Phlegmariurus taxifolius a partir de explantes axénicos. Esta invencion
muestra la formulacién de un medio 6ptimo que permitié la callogénesis mediante el
disefio experimental Plackett-Burman, utilizando el medio de cultivo vegetal en medio
B5 modificado y enriquecido. Se seleccionaron los fitorreguladores adecuados para
inducir callogénesis en Phlegmariurus taxifolius y su concentracién 6ptima, asi como
el ajuste del pH idoneo y las condiciones de luminosidad, lo que permitio la
generacion de callos viables y friables.

€901 TO/6TOZ/e/XIN



1/1

Fig. 1

€90V TO/6TOZ/Ee/XIN



'\facu!tad de Farmacia

Comogimients at servicio vk Jo safvd UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
E57ADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis: “ESTUDIO FITOQUIMICO E INDUCCION A CALLOGENESIS DE

Phlegmariurus taxifolius PARA LA PRODUCCION DEL ALCALOIDE

ANTICOLINESTERASICO HUPERZINA A”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Ll

Miembro del jurado: Dr. Julio César Rivera Leyva
La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decisién
es:

La tesis:

>\ Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (sole en caso de rechazo):

3 de marzo de 2020

Firma del\r{'liembro del jurado Fecha




v

acufmd de Fammc:a

o ser i & saiod UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
EsTapo DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis:
“Estudio fitoquimico e induccién a callogénesis de Phlegmariurus taxifolius para

la produccién del alcaloide anticolinesterasico huperzina A”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
& Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Maria Crystal Columba Palomares
La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:
La tesis:

ﬁ Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo);

//7/%///;/ Yot Mayp 2020

Ftrma del mlembro del jurado Fecha

Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia



§ ZE RS
R o

%ui{czd de Farmacia

it & sorc e s sind UNVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis:
“‘Estudio fitoquimico e induccién a callogénesis de Phlegmariurus taxifolius para

la produccién del alcaloide anticolinesterasico huperzina A”

Grado a obtener;

Maestria en Farmacia
><__Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Blanca Estela Dugue Montafio

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decisién es:
La tesis:

Z Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo);

éw//(%; 09— Marzo — 7020

Firma def miémbro del jurado Fecha

Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia



)

i}

Rk S B
== ﬁm

EE
v.‘;‘._. T
4

£

v

aculiad de Farmacia
" a UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

Comocimento ol servicio & L safnd
EsTapo pE MoRreLos

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis:
“Estudio fitoquimico e induccién a callogénesis de Phlegmariurus taxifolius para

la produccion del alcaloide anticolinesterasico huperzina A”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
i/~ Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Maria Luisa Villarreal Ortega

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:
La tesis:

i _Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo);

'\)O\‘C,Q\M u}){;&w& b Ward 202D

Firma del miembro del jurado Fecha

Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia



\Jﬁ;‘ubﬁd de Farmacia :

Conaumarto al sorvie o & saind UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADC DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis:
“Estudio fitoquimico e induccién a callogénesis de Phlegmariurus taxifolius para

la produccién del alcaloide anticolinesterasico huperzina A”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X __Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Nahim Salgado Medrano

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:
La tesis:

& Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo);

02./03 [20
del jurado Fecha

Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia



= et iff%
\-fcz(cukad de Farmacia %

Commimnety 3 5ervanio de & saind UMVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADC DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis:

“Estudio fitoquimico e induccién a callogénesis de Phlegmariurus taxifolius para

la produccién del alcaloide anticolinesterasico huperzina A”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
Y Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Angélica Meneses Acosta

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:
La tesis:

2X__Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo);

IS 04 /03 /7020

Firma del miembro del jurado " Fecta

~” Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia



o,

e W
e 3P i e é: SEs
@ =i 1%
acultad de Farmacia a e ’
NIVERSIDAD AUTONOXMA DEL

Comocimeo 2 werce i & saind
EsTapo DE MoRreLoS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _Talia Rodriguez Salgado

Titulo de la tesis:
“Estudio fitoquimico e induccién a callogénesis de Phlegmariurus taxifolius para

la produccion del alcaloide anticolinesterasico huperzina A”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
A_Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Roberta Salinas Marin

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:
La tesis:

X _Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo);

| ¢

—

il 03Mer 2020
Fecha

Firma del'miembro d'el jurado

Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia



