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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el potencial inhibitorio de la fraccion alcaloidal
aislada a partir de Psychotria viridis sobre la enzima xantina oxidasa (XO) y radical superdxido
mediante autografia. Para evaluar la inhibicion enzimatica se utiliz6 como sustrato xantina,
diferentes concentraciones de la fraccion alcaloidal (1, 10, 50, 100 pg) disueltas en una mezcla
de solucidn buffer de fosfato pH 7.9 y dimetilsulféxido como mejorador de la solubilidad (0.25%),
y XO. Similarmente, para determinar la capacidad captadora de radical superéxido se utilizaron
dos métodos; el primero consistente en el sistema riboflavina (B2), nitroazul de tetrazolio (NBT)
y luz, y el segundo constituido por nicotin adenin dinucleétido reducido (NADH), nitroazul de
tetrazolio (NBT) y metosulfato de fenazina (PMS). Las pruebas se llevaron a cabo sobre placas
de cromatografia de capa delgada, en las que las muestras fueron sembradas mediante la técnica
dot-blot. Una vez obtenidos resultados positivos en las pruebas autograficas precedentes, se
realizaron experimentos sobre microplacas de 96 pocillos y un lector de microelisa, para la
determinacion de la concentracion inhibitoria media (IC50) de la fraccion alcaloidal y estandares
adecuados de comparacion (acido ascorbico, acido galico y alopurinol) tanto para la prueba de
inhibicién enzimatica, como para los ensayos de captacion de radical superdxido. Se pudo
establecer que la fraccion alcaloidal de Psychotria viridis no exhibe una capacidad inhibitoria
significativa sobre XO a las concentraciones ensayadas (4-32 pg/mL); sin embargo, muestra una
muy apreciable capacidad captadora de radical superdxido, con valores de IC50 de 0.94+0.064
ug/mL y 16.01+0.14 ug/mL en los sistemas B2/LUZ/NBT y NADH/PMS/NBT, respectivamente;
superando incluso a los controles ensayados, acido ascérbico IC50 2.03+0.026 ug/mL y acido
galico IC50 22.61+0.78 pg/mL. Lo anterior origina muchas expectativas para posteriores
investigaciones en el campo del potencial antioxidante de las moléculas presentes en la fraccion
alcaloidal de Psychotria viridis. Se recomienda continuar con los estudios de elucidacion

estructural.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FITOQUIMICA>, <AMIRUKA (Psychotria viridis)>,
<ALCALOIDE>, <XANTINA OXIDASA>, <RADICAL SUPEROXIDO>, <AUTOGRAFIA
(METODO)>

Xiii



ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the inhibitory potential of the isolated
alkaloid fraction of Psychotria viridis in the enzyme xanthine oxidase (XO) and the superoxide
radical by autograph. To evaluate the enzyme inhibition, different concentrations of the alkaloid
fraction (1, 10, 50, 100 pg) dissolved in a mixture of phosphate solution after pH 7.9 and
dimethylsulfoxide were used as a solubility improver (0.25%), and XO. Similarly, two methods
were used to determine the ability to capture capacity superoxide radicals; the first consists of
riboflavin (B2), nitro blue tetrazolium (NBT) and light system, and the second consists of nicotin
adenine in dinucleotide reduced (NADH) tetrazolium nitro blue (NBT) and phenazine
methosulfate (PMS). The tests were carried out on thin layer chromatography plates, in which the
samples were seeded by the dot blot technique. Once positive results were obtained in the previous
autographic tests, experiments were carried out on 96-well microplates and a microelisa reader,
for the determination of the mean inhibitory concentration (IC50) of the alkaloidal fraction and
suitable comparison standards (ascorbic acid, acid gallic acid and allopurinol) both for the enzyme
inhibition test, and for the superoxide radical uptake tests. It was established that the alkaloidal
fraction of Psychotria viridis does not exhibit a significant inhibitory capacity on XO at the
concentrations tested (4-32 pg/mL); however, it shows a very appreciable superoxide radical
scavenging capacity, with IC50 values of 0.94+0.064 pg/mL and 16.01+0.14 ug/mL in the B2 /
LUZ / NBT and NADH / PMS / NBT systems, respectively; even exceeding the controls tested,
ascorbic acid 1C50 2.03+0.026 pg/mL and gallic acid 1C50 22.6+0.78 pug/mL. The above creates
many expectations for further research in the field of the antioxidant potential of the molecules
present in the alkaloidal fraction of Psychotria viridis. It is recommended to continue with the

studies of structural elucidation.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <PHYTOCHEMISTRY>, <AMIRUKA (Psychotria viridis)
<ALKALOID>, <XANTHINE OXIDASE>, <SUPEROXID RADICAL, <AUTOGRAPHY
(METHOD)>
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INTRODUCCION

Antecedentes

A nivel mundial, los extractos vegetales se analizan continuamente para determinar su
bioactividad (Ramawat y Michael, 2013: p.121). Las plantas producen metabolitos secundarios tales
como alcaloides, fenoles, esteroides, glucésidos, taninos, terpenoides, fitoalexinas, compuestos
que ayudan en su reproduccion y supervivencia y que ademas exhiben actividades bioldgicas,
aplicables a la salud humana y animal (Debnath et al., 2018: p.56).

La familia Rubiaceae presenta una gran diversidad de sustancias como iridoides, antraquinonas,
terpenoides (diterpenos y triterpenos), flavonoides y otros derivados fendlicos, con una marcada
produccion de alcaloides ind6licos bioactivos (Porto et al., 2009: p.29). Varios estudios reportan la
diversidad estructural y actividades farmacoldgicas de esta familia, que demuestra ser una fuente

prometedora de sustancias activas, que puede dar lugar a prototipos de fArmacos (Perez et al., 2012:
p. 11898).

Se encuentra dividida en 3 subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae y Rubioideae (Bremer y
Eriksson, 2009: p.766). Algunas sustancias farmacoldgicamente activas y de interés econémico y
cultural han sido aisladas a partir de la familia Rubiaceae; como es el caso de la cafeina (Coffea
arabica), genipina (Genipa americana), quinina (Cinchona) y DMT (P. viridis) (Martins y Nunez,
2015: p. 13423).

Desde 1974, varios trabajos han demostrado que Psychotria perteneciente a la subfamilia
Rubioideae es una fuente potencial de alcaloides, con aproximadamente el 52%, del cual
alrededor del 87% pertenecen al subgrupo de alcaloides indol (de Carvalho et al., 2016: p.232). De igual
forma, se ha comprobado que el anillo indol posee una amplia gama de actividades
farmacoldgicas como: antihistaminico, antifngico, antimicrobiano, antioxidante, regulador del
crecimiento de plantas, anti-VIH, anticonvulsivo, antiinflamatorio y analgésico (Singhy Singh, 2017:
p.9).



Diferentes estudios han demostrado que los alcaloides presentes en algunas especies vegetales
poseen actividad inhibitoria sobre XO y capacidad captadora de radicales libres. Una
investigacion presentada por Ahmad et al. (2010: p.716) expone que los alcaloides oxindol de Isatis
costata tienen gran capacidad para combatir la hiperuricemia, especialmente la costinona A. Otro
estudio recientemente publicado por Sang et al. (2017: p.3) también inform6 que los alcaloides de
Nelumbinis folium tienen potencial para combatir la hiperuricemia, con una actividad inhibitoria
de XO. Por otro lado, no se han registrado estudios acerca de la inhibicién de XO por parte de
especies del género Psychotria. No obstante, se han descrito distintos trabajos sobre la actividad
captadora de radicales libres en varias especies de Psychotria, como P. carthagenensis, P.
capillacea las cuales exhiben mejores resultados en comparacion a compuestos de referencia 'y se

atribuyen en su mayoria a compuestos de origen fendélico (Formagio et al., 2014: p. 746).

Con respecto a Psychotria viridis, esta ha demostrado tener actividad citotdxica e inhibidora de
acetilcolinesterasa (Soares et al., 2017: p. 89), siendo su componente mayoritario, la dimetiltriptamina
(DMT) conocida principalmente por los efectos psicodélicos breves e intensos que produce
cuando se administra por via oral en forma de ayahuasca (bebida de cohorte espiritual elaborada
por las comunidades indigenas de las regiones amazdénicas de Colombia, Ecuador, Per( y Brasil)
(Barker, 2018, p. 8). Sin embargo, evidencia reciente sugiere que la DMT se encuentra de forma
enddgena en el cerebro y desempefia papeles importantes en el sistema nervioso central y
periférico, pudiendo actuar incluso como neurotransmisor (Carbonaro y Gatch, 2016: p. 6). Ademas,
presenta acciones antihipoxicas, antidepresivas y constituye un promotor de la plasticidad

neuronal (Dean etal., 2019: pp.1-2).

Identificacion del problema

La xantina oxidasa (XO) es una enzima que cataliza la formacion de acido drico a partir de la
xantina y la hipoxantina, compuestos que a su vez se producen a partir del catabolismo de las
purinas (Maiuolo et al., 2016: p. 1). Por lo tanto, cualquier defecto o alteracion en la via de degradacion
de las purinas puede resultar en un aumento del nivel de acido Urico, reconocido como un factor
de riesgo importante para el desarrollo de la gota. Cabe sefialar, que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas a partir de las reacciones catalizadas por XO también pueden contribuir
a una serie de afecciones patoldgicas que incluyen inflamacion, trastornos metabdlicos,

envejecimiento celular y carcinogénesis (Bove et al., 2017: p.27). Este hecho sugiere que la inhibicion



de la actividad de XO puede constituir una estrategia terapéutica no solo para la hiperuricemia

sino también para otras enfermedades.

Las ROS producidas en mayor proporcion durante las reacciones mediadas por XO son los
aniones superéxido (057) y el perdxido de hidrégeno (H202) (Xuetal. 2019: p. 70). Aunque el H20-
no es un radical libre, es capaz de formar ROS como anion hidroxilo (OHe) altamente reactivo
especialmente con fosfolipidos de las membranas celulares y proteinas (Liguori et al., 2018: pp. 757-
758). Se ha demostrado a través de estudios in vivo e in vitro que la generacion de estas moléculas
puede dar lugar a varias patologias como: lesion miocardica por isquemia, accidente
cerebrovascular, isquemia espléacnica, hepatica, renal, pulmonar, shock circulatorio, insuficiencia
cardiaca crénica, hipertensién, hipercolesterolemia, aterosclerosis, diabetes, colitis y otras

enfermedades inflamatorias (Pacher, 2008, pp. 1-17).

A nivel mundial la prevalencia mas alta de gota se ha registrado en los paises de Oceania,
particularmente, en grupos étnicos como los aborigenes taiwaneses y maories, con estimaciones
>10%. En la mayoria de los paises de América del Norte y Europa Occidental, se han registrado
rangos de 1 a 4% lo que sugiere que la prevalencia e incidencia de la gota esta aumentando en los
paises desarrollados (Kuo et al., 2015: pp:649-650). Los datos de los paises en vias de desarrollo son
mas escasos y estan a cargo del Programa Orientado a la Comunidad para el Control de las
Enfermedades Reumaticas (COPCORD), lanzado por la OMS y la Liga Internacional de
Asociaciones de Reumatologia que han intentado ampliar el conocimiento sobre la prevalencia
de las enfermedades reumaticas en paises de América Central y del Sur como México, Venezuela
y Cuba donde se estima un rango de entre 0.3 — 0.4% (Peléez et al,. 2011: pp. 4-5). Por su parte,
Ecuador no cuenta con registros actuales sobre la tematica planteada, hecho que no elimina la
posibilidad de una prevalencia significativa de estos trastornos en el pais y que invita a las
organizaciones gubernamentales a tomar las medidas necesarias para la obtencion de datos

epidemioldgicos.

En la actualidad, el estrés oxidativo es el principal responsable del desarrollo de un sinnimero de
enfermedades (Liguori et al., 2018: p. 758), por lo que la busqueda de nuevas moléculas capaces de
mitigar los efectos nocivos de ROS ha planteado un paralelismo literario basado en la lucha del
bien contra el mal, en donde los antioxidantes constituyen el Santo Grial actuando como una

barrera protectora contra las ROS (Ghezzi et al., 2017: p. 1791).



Por su parte, los inhibidores de XO (alopurinol y al febuxostat) se consideran actualmente la
terapia de primera linea para el tratamiento a largo plazo de la gota y los trastornos relacionados
(Wilson y Saseen, 2016: pp. 906-907). EI uso continuado de alopurinol esta asociado con eventos
adversos graves, por ejemplo: hipersensibilidad, hepatitis, nefritis intersticial y eosinofilia; los
cuales reducen la tolerancia y la adherencia a largo plazo con el tratamiento. Mientras que, el
febuxostat a pesar de ser mejor tolerado en comparacion con alopurinol sigue presentando
reacciones indeseables (Ojha et al., 2017: pp. 7-8).

Finalmente, los estudios actuales sobre actividad antiradicalaria han puesto su total atencion a
compuestos de tipo fendlico, que incluyen derivados de estilbeno como el resveratrol, acidos
fendlicos y flavonoides (Liguori et al., 2018: p. 758). Y han dejado de lado a compuestos como los
alcaloides de tipo indol cuya estructura promete una notable propiedad antioxidante y un sin
nimero de actividades bioldgicas adicionales (Kherkhache et al., 2018: pp. 5-6). ES asi que, la estructura
aminoindolica de la DMT presente en las hojas de Psychotria viridis podria ofrecer resultados

satisfactorios en este campo.

Justificacion del estudio

En Ameérica del Sur, los géneros Uncaria, Cinchona y Psychotria de la familia Rubiaceae son de
especial interés debido a las bioactividades de sus fitoquimicos (Ramawat y Michael, 2013: p. 122). El
género Psychotria ha sido etiquetado como uno de los géneros "calientes" ya que ha mostrado
tener una amplia gama de actividades biol6gicas cuyos responsables son alcaloides ind6licos y
monoterpénicos, en su mayoria (Ramawat y Michael, 2013: p. 125). Sin embargo, no se ha llevado a

cabo ningun tipo de estudio de especies del género en inhibicion enzimatica sobre XO.

Estadisticamente, la problematica de hiperuricemia y gota no se encuentra bien definida a nivel
de Ecuador. Sin embargo, la evidencia epidemioldgica reciente ha mostrado una tendencia
creciente en la incidencia de estas enfermedades en el mundo occidental que estiman una
prevalencia de hasta el 21% para la hiperuricemia y del 1% al 4% para la gota (Bove et al., 2017: p.
24) y representa un riesgo a largo plazo que se podria evitar a través del hallazgo de nuevas

alternativas terapéuticas a partir de fuentes naturales.



A pesar de los problematicos efectos secundarios del alopurinol, sigue siendo la piedra angular
del tratamiento clinico de la hiperuricemia y trastornos relacionados (Chung et al., 2010: p. 219). ES
por ello, que en el mundo cientifico existe un espacio para el descubrimiento y desarrollo de
nuevos inhibidores de XO para la terapia de dichas patologias. Actualmente, se desea hallar
compuestos que puedan compararse con el perfil de eficacia del alopurinol cuya seguridad sea
superior (Dalbeth etal. 2019: p. 125), y con un enfoque antioxidante que logre palear afecciones
isquémicas, enfermedades inflamatorias y las diversas formas de lesion organica generadas por
la produccion de ROS. En los tltimos afios, aproximadamente 107 inhibidores de XO han entrado

en pruebas clinicas vy, sin duda, hay interés en el desarrollo de nuevas series adicionales (Ghezzi
et al. 2017: p. 3)

Al ser Psychotria un género que incluye alrededor de 1650 especies y existiendo en el Ecuador
alrededor de 50 especies distribuidas principalmente en las zonas bajas y bosques andinos (Ulloa
etal., 2016), €S importante explotar nuevas areas de investigacion que contribuyan a cumplimentar
lo estipulado en el Plan Nacional de Desarrollo Toda una Vida en el inciso d15, que menciona se
debe: “Impulsar programas de investigacion, formacion, capacitacion y actualizacion que

respondan a las potencialidades y necesidades territoriales™ (Secretaria Técnica Plan Toda Una Vida,
2018).

Asimismo, el estudio de Psychotria viridis supone el fortalecimiento de saberes ancestrales que
han sido mermados por la aculturacién acelerada, la pérdida de bosques primarios y el paso
inclemente del tiempo. A través de la etnobotanica ha sido posible el rescate de conocimientos
milenarios para el aprovechamiento sostenible de la diversidad vegetal y sobre todo para su
devolucion a los pueblos indigenas en armonia con las nuevas generaciones cientificas y

académicas (Rios et al., 2007: p.1-3).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

« Determinar el potencial inhibitorio de la fraccion alcaloidal de Psychotria viridis sobre

Xantina oxidasa y radical superéxido mediante autografia.

Obijetivos especificos

» Establecer laidoneidad de la materia prima vegetal a emplearse a través del control de calidad

de hojas de Psychotria viridis.

« Identificar cualitativamente la presencia de los metabolitos secundarios de Psychotria viridis

a través de tamizaje fitoquimico.

+ Estimar el rendimiento de alcaloides totales en hojas de Psychotria viridis mediante

extraccion liquido - liquido con variacién de pH.

« Determinar la concentracion media inhibitoria ICso del extracto de alcaloides totales de
Psychotria viridis sobre xantina oxidasa y radical superoxido mediante espectrofotometria en

microplaca.

« Diferenciar inhibidores puros de xantina oxidasa de captadores de superdxido y agentes
antioxidantes a través de la generacién no enzimatica de superéxido (NADH y riboflavina) y
el ensayo de DPPH*.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Familia Rubiaceae

1.1.1  Caracteristicas

Rubiaceae es la cuarta familia mas grande dentro de las angiospermas con un estimado de 13,000
especies repartidas en 650 géneros (de Carvalho et al., 2016: pp. 145-149). En su mayoria, los miembros
de esta familia son arboles o arbustos pequefios, pero también se pueden encontrar en forma de
arboles grandes, plantas herbaceas anuales, perennes, lefiosas, lianas o epifitas; rara vez como

plantas acuaticas o suculentas. (Porto, Henriques y Fett-neto 2009).

El espécimen vegetal mas conocido de Rubiaceae es la planta de café (Coffea arabica) debido a
su importancia econdmica (Davis et al., 2009: p. 69) Y por haber dado nombre a esta familia ya que la
palabra Rubiaceae proviene del latin “rubeus” que significa rojo, color caracteristico de su fruto

en estado de madurez (Koehbach y Gruber, 2015: p. 60).

El origen de esta familia data de hace millones de afios. Se ha determinado que el ancestro comun
mas antiguo pertenece al periodo del Mioceno, pero se cree que su origen es mucho mas antiguo
(Bremer y Eriksson, 2009: p. 767). Debido a la complejidad de sus especies, la clasificacion taxonémica
de esta familia se realiza en base a estudios filogenéticos y quimiotaxonémicos. Las publicaciones

mas recientes han establecido tres subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae (Bremery
Eriksson, 2009: p. 771).



1.1.2 Distribucién Global

Las Rubiaceas se han adaptado a una amplia variedad de condiciones ambientales por lo que
pueden desarrollarse en casi cualquier tipo de habitat alrededor mundo. Esto incluye ambientes
aridos, bosques htimedos, regiones tropicales e incluso climas tan frios como en el sub Artico. En
las regiones templadas, las especies de esta familia se encuentran principalmente como especies
herbaceas, mientras que en regiones tropicales adquieren estructuras lefiosas (Bremer y Eriksson
2009).

En relacion al nimero total de especies de Rubiaceae, las regiones con mayor biodiversidad son:
Colombia, Venezuela, Nueva Guinea, Norte de Brazil con 1026, 785, 725 y 645 variedades

respectivamente (Davis et al. 2009).

En Ecuador existen 84 géneros y alrededor de 557 especies de las cuales 98 son endémicas. Segun
el libro Rojo de plantas endémicas del Ecuador desarrollado por la Pontificia Universidad Catélica
del Ecuador (PUCE), mas del 50% de las especies endémicas del pais se encuentran en peligro

critico de extincién y se sospecha que un 14% podrian estar extintas (Cornejo y Jaramillo 2000).

1.2. Género Psychotria

Psychotria es el género mas grande de las Rubiaceas, con mas de 2000 especies, principalmente
en regiones tropicales y subtropicales. En base a sus caracteristicas morfoldgicas y distribucion
geografica, posee tres subgéneros: Psychotria (pantropical), Hetero Psychotria (especies

neotropicales) y Tetramerae (Africa y especies de Madagascar) (Nepokroeff, Bremer y Sytsma 1999: p.
5).

1.2.1. Caracteristicas

En sentido amplio, este género se caracteriza por la presencia de un ovario inferior, corola recta
de color blanco o verdoso, ovario con un solo évulo por l6culo y frutos carnosos con 2 a 5 semillas

de apariencia lisa 0 acanalada (Nepokroeff, Bremer y Sytsma 1999: p. 6). Por su parte, las especies del
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subgénero Psychotria se caracterizan por presentar hojas rojo-marron o, a veces, de color verde
opaco; sus estipulas son generalmente vainas y caducas, con una cresta pequefia y palida, a
menudo con una franja de pelos de color marrén rojizo; las semillas poseen dos surcos
longitudinales en la superficie ventral plana y usualmente cuatro o cinco surcos longitudinales en

la superficie dorsal redondeada (Hamilton, 1989, p. 68).

En Ecuador se encuentran aproximadamente 50 especies distribuidas en regiones de baja altitud;
7 especies han sido identificadas en los bosques andinos: P. hartwegiana Standley, Cephaelis
jamesonii Standley, P. madida Standley, P. nervosa Sw., P. recordiana Standley, P. rugulosa

H.B.K. y P. tinctoria Ruiz & Pavén.(Ulloa y Moller, 2018).

1.2.2 Etnobotanica

Varias especies de Psychotria son ampliamente utilizadas en la medicina popular mundial para el
tratamiento de diversas enfermedades, que incluyen trastornos reproductivos, bronquiales,
gastrointestinales, periodos pre y posparto, preparadas por infusién o decoccidn. Su uso externo
en forma de bafios o cataplasmas esta indicado para palear la fiebre, dolor de cabeza, dolor de

oido y trastornos de la piel y 0jos (Frescura et al., 2013: p. 23).

Las flores y frutos de P. colorata, por ejemplo, son utilizados por los “caboclos” del Amazonas
para tratar el dolor de oido y el dolor abdominal (Verotta et al., 1999: p. 165). En Malasia, las hojas de

P. rostrata se emplean para el tratamiento del estrefiimiento (Takayama et al., 2004: p. 2945).

Los usos tradicionales de estas plantas en Ecuador son de tipo medicinal, social y alimenticio. Es
asi que los frutos de P. trichocephala y P. zevallosii son comestibles. Especies como: P.
anemothyrsa, P. bahiensis, P. marginata, P. poeppigiana, P. racemosa, P. berteroana, entre
otras, sirven para tratar infecciones o lesiones de la piel y mucosas. Con respecto a lo social, los
shamanes de la etnia Tsa’chi-Pichincha utilizan P. caerulea para curar el "mal aire”, P. capitata
para quitar la mala suerte y P. hispidula para activar buenas energias y sacar los malos espiritus;
las etnias Wao, Shuar, Cofan, Secoya y Kichwa del Oriente, por su parte emplean Psychotria
viridis para la preparacion de yagé, ayahuasca 0 “pinde” (bebida alucindgena espiritual) (De la
Torre et al. 2008: pp. 551-555).



1.2.3 Alcaloides de Psychotria

Las especies de Psychotria a menudo acumulan alcaloides de indol, rasgo que puede ser
importante para la quimiosistematica, debido a la falta de caracteristicas morfologicas notorias en
este género taxondmicamente complejo (Calixto etal., 2016: p.1358). Los principales alcaloides
encontrados en el subgénero Psychotria son los poliindoles, que se caracterizan por la presencia
de N-metiltriptamina en sus estructuras como la psicotridina obtenida de P. beccarioides, P.
forsteriana, P. oleoides y P. colorata. Otro grupo de alcaloides corresponde a MIAs (alcaloides
indol monoterpénicos) caracteristicos del subg. Heteropsychotria, mismos que han mostrado ser

agentes anticancerigenos, antipaltdicos y antiarritmicos (de Carvalho et al., 2016: pp. 232-234).

Ademas de los compuestos mencionados se han reportado otro tipo de alcaloides. De las partes
aéreas de P. glumerullata, por ejemplo, se aislaron alcaloides de quinolina. El estudio quimico de
P. klugii condujo al aislamiento de alcaloides de benzoquinolizidina: klugina, O-demetilicefalina,

cefalina, isocefalina y 7-O-etilipec6sido (Yang et al., 2016: pp. 1-3).

Las investigaciones fitoquimicas partir de extractos, fracciones y/o alcaloides aislados de
Psychotria confirman una larga lista de actividades biol6gicas in vivo e in vitro (Porto et al., 2009:
p.30) . Diferentes investigaciones han demostrado que estas especies poseen principalmente
actividades citotoxicas, analgésicas, antioxidantes y antimicrobianas. Algunos ejemplos son: la
capacidad citotdxica de los alcaloides poliindolicos de P. forsteriana en células de hepatoma de
rata o la actividad analgésica de hodgkinsina y umbelatina obtenidas de P. colorata y P.
umbellata, respectivamente (de Carvalho et al., 2016: pp. 248-252). Un estudio presentado por Fragoso
et al. (2008, p. 559) indica que P. umbellata produce un alcaloide indol monoterpénico denominado

psicolatina que mostro gran capacidad de captacion de 05~

1.3. Psychotria viridis

P. viridis se conoce comunmente como "amiruka" o “chacruna" en Ecuador y Per(
respectivamente. Fue descrita por primera vez en 1779 por Ruiz y Pavon. Se encuentra en forma
de arbustos o arboles y crece naturalmente en éareas de bosques planos y himedos con clima
tropical, desde la region norte de América Central hasta América del Sur. Se encuentra méas

comunmente en la regién amazonica de Ecuador (Esmeraldas, Napo, Pastaza), Peru y el norte de
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Bolivia (Soares etal., 2017: pp. 929-930). Su periodo de floracion se da en marzo, mientras que la

fructificacidn inicia en enero hasta junio y durante el mes de septiembre (Hamilton, 1989, p. 94).
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Figura 1-1: Distribucion geografica del género
Psychotria en Ecuador

Fuente: Tropicos, 2009

1.3.1 Descripcion botanica

Arbol o arbusto de 2 a 4 m de altura; tallos lisos, corteza pélida; estipulas ovadas, apices
acuminados de 3-6 mm; hojas subsésiles, pecioladas de color marrdn rojizo opaco a verde marrén,
con 7-10 pares de venas secundarias divergentes y venas terciarias poco visibles. Las
inflorescencias terminales o pseudoaxilares presentan un eje principal con una longitud de 6.5-12
cm donde se dispone un peddnculo de 2-6 cm de largo con flores dispuestas a manera de
glomeérulos con bracteas ciliadas, irregulares de color rojo-pardas. Flores sésiles; céliz en forma
de copa, corola blanca, 5 estambres con filamentos de 2 mm de largo, anteras de 0.5 mm de largo.
Su fruto constituye una drupa de color rojo en estado de madurez con 4.5-5 mm de largo y 3-3.5
mm de didmetro, en su interior posee semillas que presentan 4-5 surcos longitudinales profundos,

con 2 surcos longitudinales en la superficie ventral (Hamilton, 1989, p.94).
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Figura 2-1: llustracion botanica de Psychotria viridis

Fuente: Tropicos, 2019

1.3.2. Ayahuasca

La ayahuasca es una bebida psicoactiva natural utilizada durante siglos por los grupos indigenas
de las regiones amazénicas de Brasil, Perl, Colombia y Ecuador con fines religiosos y
terapéuticos. La palabra ayahuasca proviene del quechua aya que significa "alma" o "espiritu

muerto”, y waska "cuerda” o "vid" (Cox, 2010, p. 39).

Generalmente es preparada mediante la decoccion prolongada de la liana Banisteriopsis caapi
(Malpighiaceae) junto con las hojas de Psychotria viridis (Rubiaceae). B. caapi contiene
alcaloides p-carbolinicos como harmina, tetrahidroharmina (THH) y harmalina, que son
inhibidores reversibles de la monoaminooxidasa A (MAO-A), mientras que P. viridis contiene N,
N- dimetiltriptamina (DMT). La DMT por si sola es oralmente inactiva ya que la MAO-A
periférica se encarga de su degradacion, por su parte las B-carbolinas al inhibir su metabolismo
permiten que el alcaloide atraviese la barrera hematoencefalica (BHE) y alcance los receptores
serotoninérgicos 5-HT2A expresados en las neuronas de la capa V de las areas corticales

relacionadas con el procesamiento emocional y la introspeccidn (dos Santos, Carlos y Hallak 2017: p.
1).
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Figura 3-1: Preparacion de Ayahuasca

Fuente: (Santos y Hallak, 2019)

En Ecuador, el pueblo quechua manifiesta que la ingestién de ayahuasca libera al espiritu para
gue deambule, de modo que se puedan descifrar los planes del enemigo, visitar tribus amigas y
asegurar el amor de sus mujeres. Esta bebida se puede elaborar de diferentes maneras y es ingerida
por el chaman de una aldea con el fin de comunicarse con los dioses para descubrir la fuente y el
tipo de enfermedad de sus pacientes. La preparacion y consumo de ayahuasca esta destinada
exclusivamente a los chamanes; sin embargo, muchas personas ajenas a las comunidades
aborigenes principalmente turistas la beben e indican que la ayahuasca facilita "un retorno™ al
Utero materno, a la fuente y el origen de todas las cosas", las personas son capaces de observar
"todas las divinidades tribales, la creacion del universo, los primeros seres humanos y animales,

e incluso el establecimiento del orden social” (Cox, 2010, p.512).

Los estudios en voluntarios y animales sanos han evidenciado sus propiedades antidepresivas y
ansioliticas por lo que su consumo se asocia con una menor incidencia de problemas de salud
mental. La evidencia sugiere que esta bebida puede ser empleada como una herramienta
terapéutica en neuroproteccion y el tratamiento de trastornos mentales y adiccion; que vincula las

experiencias misticas con la funcién conductual en general (Muttoni, Ardissino y John 2019: p. 12).

1.3.3 Dimetiltriptamina (DMT)

La N, N-dimetiltriptamina (DMT) es un alcaloide aminoinddlico, tipo triptamina, de caracter
enddgeno en mamiferos y en una amplia variedad de plantas que incluyen los géneros Phalaris,

Delosperma, Acacia, Desmodium, Mimosa, Virola y Psychotria (Carbonaro y Gatch, 2016: p. 4). El
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interés de esta molécula recae en su capacidad para producir alucinaciones visuales breves y
episodicas a altas concentraciones y por encontrarse en varias preparaciones chamanicas como:
ayahuasca, hoasca 0 yage, utilizados por pueblos indigenas en América del Sur durante siglos. Se
ha reportado recientemente su uso como una droga recreativa en Europa y América del Norte
(Carbonaro y Gatch 2016: pp. 3-4).

N
H

Figura 4-1: Estructura quimica de

N-N dimetiltriptamina (DMT)

Fuente: (Carbonaro y Gatch, 2016)

La actividad alucingena de la DMT exo6gena se atribuye a su afinidad por los receptores
serotoninérgicos 5-HT2A. Sin embargo, esta teoria ha sido invalidada por el descubrimiento de
compuestos que carecen de los efectos visuales de DMT y que poseen mayor afinidad por el
receptor 5-HT2A, de manera que este mecanismo no explica por completo los efectos
psicodélicos de DMT. Se ha concluido que el receptor 5- HT2A es necesario, pero no suficiente
para los efectos alucindgenos de DMT, y que los receptores 5- HT2C y 5-HT1A, al igual que los
receptores de glutamato ionotrépicos y metabotropicos, dopamina, acetilcolina, TAAR y

receptores sigma-1 también juegan un papel importante (Dean et al. 2019: p. 1-3; Carbonaro y Gatch 2016:
p. 20).

1.3.3.1 Sintesis

La DMT fue sintetizada por primera vez en 1931 por el quimico Richard Manske. Afios més tarde,
en 1946, el microbidlogo Oswaldo Gongalves descubrid la presencia de DMT en especies
vegetales. No fue hasta 1956 que se descubrieron las propiedades alucinégenas cuando Stephen
Szara, un quimico y psiquiatra hingaro, logré aislar DMT a partir de Mimosa hostilis para ser

autoadministrarse el extracto por via intramuscular (Barker 2018, p. 3).
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A nivel biolégico en animales y plantas, el triptdfano es el precursor de DMT. La biosintesis inicia
con la descarboxilacion del triptéfano por la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(AADC) dando lugar a la triptamina (TA) que a través de una dimetilacion catalizada por la indol-
N-metiltransferasa (INMT) produce N-metiltriptamina (NMT) y luego DMT, utilizando S-

adenosil-metionina (SAM) como fuente de metilo (Barker, 2018, pp. 4-5).

1.3.3.2 Rol fisioldgico

Aunque se reconoce la presencia natural de DMT en humanos y animales, su funcién bioldgica
sigue siendo un misterio. En roedores se ha demostrado que DMT se encuentra en bajas
concentraciones en el tejido cerebral, que se ven incrementadas bajo situaciones de estrés. En
2001, se pensaba que la DMT enddgena existia en concentraciones demasiado bajas para producir
efectos farmacol6gicos. Sin embargo, se ha demostrado que DMT es secuestrada localmente en
vesiculas de almacenamiento de neurotransmisores a concentraciones farmacoldgicamente
relevantes, pudiendo asi activar otros receptores farmacoldgicos como los de serotonina y
dopamina. Estos hallazgos sugieren que DMT puede tener un papel destacable en la fisiologia
normal del SNC y que podria emplearse como tratamiento para trastornos relacionados, como la

ansiedad e incluso como inductor de la plasticidad neuronal (Carbonaro y Gatch 2016: pp. 7-8).

1.3.3.2 Estudios recientes

En 2014, Attila Szabo y sus colaboradores determinaron que la DMT desempefia una funcién
importante en la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa, disminuyendo significativamente
los niveles de citocinas y quimiocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6, TNFa e IL8 (Szabo et al.
2014: pp. 1-3) . En 2016, este grupo postulé que DMT se genera de manera enddgena en situaciones

de estrés, aliviando los efectos adversos como la hipoxia isquémica en el cerebro (Szabo et al. 2016;
citados por Dean et al., 2019).

15



1.4.  Xantina oxidasa (XO)

La XO corresponde a una de las dos isoformas del homodimero xantina oxidorreductasa (XOR)
con un peso molecular de 290 kDa. Se presume que fue descubierta por Schardinger en 1902
cuando notd que alguna de las sustancias presentes en la leche bovina era capaz de oxidar
aldehidos a acidos. En mamiferos, se encuentra principalmente a nivel del higado, corazon e

intestino (Kosti¢ et al. 2015: p. 2).

1.4.1. Estructura

La XO pertenece a la familia de molibdoflavoproteinas. Esta constituida por dos subunidades de
150 kDa aproximadamente, compuestas por tres dominios, como se muestra en la (Fig. 11). El
dominio méas grande contiene un centro de molibdeno (cofactor de molibdeno; molibdopterina),
el intermedio un cofactor de flavin adenin dinucleétido (FAD), mientras que el mas pequefio
posee dos centros de azufre de hierro tipo ferredoxina, Fe/S | y Fe/S Il (Okamoto, Kusano y Nishino
2013: p. 2606).

X0
« k. NAD 0,
Fe/S I NADH 0, or H0,

}e

o
Xanthine

/
\ Uric acid

Molybdopterin

Figura 5-1: Estructura molecular 3D de xantina oxidorreductasa

Fuente: Enroth et al., 2000

16



1.4.2 Mecanismo de reaccion

La enzima XO participa en el metabolismo de las purinas, catalizando la hidroxilacion oxidativa
de hipoxantina y xantina (sustratos) para producir &cido Urico y la reduccion de O en el centro

de la flavina, generando radical superdxido y peréxido de hidrégeno (Ojha et al. 2017: p. 5).
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Figura 6-1: Mecanismo catalitico de XO sobre xantina

Fuente: Cao, Pauff y Hille 2010

El mecanismo de hidroxilacidn del sustrato por el centro de molibdeno de XO se representa en la
Figura 6-1. La reaccion inicia mediante la abstraccion de un proton unido un carbono del sustrato
por parte de un residuo de glutamato del centro de Mo que provoca la reduccion de Mo (V1) a Mo
(1V). Después de la desprotonacion, el Mo (1V) forma un complejo LMo(1V)-O-(SH)(OP), donde
OP representa el sustrato ahora unido al molibdeno a través del grupo hidroxilo introducido
cataliticamente por los centros de azufre de hierro (SH), y L representa el ligando de eneditiolato
del cofactor piranopterina comun en todas las enzimas mononucleares de molibdeno y tungsteno.
En el curso de la transferencia de electrones fuera del centro de molibdeno, el complejo enzima-
sustrato es desplazado por una molécula de H-O para regenerar el ligando Mo-OH para un ciclo
catalitico posterior. En esta Ultima semirreaccion oxidativa, los electrones pasan del centro de
FAD a un aceptor terminal de electrones; NAD + en el caso de la forma de deshidrogenasa de la

enzima u O; en el caso de la forma de oxidasa. La hipoxantina es hidroxilada primero en C-2 para
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formar xantina, y luego esta Gltima se convierte en &cido urico por hidroxilacién en C-8 (Cao, Pauff
y Hille 2010: p. 28044; Kosti¢ et al. 2015: p. 2).

De acuerdo al potencial rédox a nivel molecular, los centros de reaccion se disponen linealmente
en el siguiente orden: centro de molibdopterina, los dos centros de azufre de hierro de tipo [2Fe-
2S]y centro de FAD. En relacion a los centros de azufre de hierro, Fe/S 11 tiene el mayor potencial
rédox (Russ, Hall y Basu 2008: p. 15).

1.4.3 Enfermedades y trastornos relacionados

El &cido Urico y las ROS resultantes de la reaccion catalizada por XO, son moléculas a las que se
atribuye el desarrollo de hiperuricemia y estrés oxidativo que a su vez desencadena una larga lista

de enfermedades a nivel organico.

En las células humanas se encuentran las dos isoformas del homodimero XOR pero en mayor
cantidad la XDH que puede convertirse facilmente en XO mediante la oxidacion de los residuos
de sulfhidrilo o por protedlisis (Enroth et al. 2000: p. 10723). Dado que el aceptor final de electrones
de XO es el O, la formacion de especies reactivas de oxigeno como los superdxidos es inevitable;
por lo que se cree que esta implicada en la patogénesis de la isquemia-reperfusion y en la
produccion de peroxinitrito y el anion carbonato, ambos oxidantes bioldgicos potentes. Las
concentraciones elevadas de ROS resultantes de la actividad de XO se asocia con ataques
cardiacos y derrames cerebrales, lesion de la médula espinal. Al encontrarse altas concentraciones
de XOR en el higado, una lesion en este 6rgano podria permitir la liberacion de la enzima a la
circulacién de manera que se uniria al endotelio vascular, causando disfuncion vascular e hipoxia

miocardica o renal. (Trager 2006: p. ; Cao, Pauff y Hille 2010: p. ).

1.4.3.1 Hipeuricemia (HUA)

La hiperuricemia se define como el incremento de &cido Urico a concentraciones séricas
superiores 6.8-7.0 mg/dL. Es considerada como el factor de riesgo més importante para el

desarrollo de la gota, enfermedad caracterizada por la acumulacién de &cido Urico en las
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articulaciones. Sin embargo, se ha demostrado que la hiperuricemia no siempre desemboca en

gota (Chen, LUy Yao 2016: p. 2502).

1.4.3.2 Etiologia

La produccién de &cido drico es el paso final del metabolismo de las purinas. La hiperuricemia

puede ser resultado de la sobreproduccion de acido Urico por degradacion acelerada de las purinas

(hemolisis, rabdomidlisis y lisis tumoral) o disminucién de la excrecidén de urato en caso de

insuficiencia renal y acidosis metabdlica o una combinacion de ambos procesos (Maiuolo et al. 2016:

p. 6).

1.4.3.3 Factores de riesgo

A excepcion de ciertos sindromes monogenéticos raros, la HUA es un trastorno comdn y complejo

causado por maltiples factores de riesgo (Bovet et al. 2004; Kuo et al. 2015; Raja et al. 2019; Gustafsson y

Unwin 2013).

Edad y sexo: Los hombres tienen casi 3 veces mas probabilidades de desarrollar HUA
en comparacion con las mujeres, siendo los hombres negros los mas afectados. La
incidencia de HUA aumenta con la edad tanto en hombres como en mujeres, pero el
aumento mas significativo relacionado con la edad se observa en las mujeres
posmenopausicas, lo que podria relacionarse con la disminucion de estrégeno y su accion

uricosurica.

Dieta y consumo de alcohol: Desde hace tiempo se reconoce que la dieta y el consumo
de alcohol tienen un papel importante en el desarrollo de HUA. Sin embargo, solo en esta
década han surgido pruebas sélidas para apoyar esta asociacion. Se ha demostrado que
una dieta rica en purinas procedentes de carne y mariscos aumenta el riesgo de HUA.
Ademas, se encontrd que entre el consumo de alcohol y el riesgo relativo de HUA se

incrementa en 1.17 por cada 10g de aumento en el consumo diario de alcohol; entre las
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diversas bebidas alcohdlicas, la cerveza que contiene, ademas de alcohol, una gran

cantidad de guanosina confiere el mayor riesgo.

Farmacos: Se sabe que varios medicamentos aumentan el riesgo de HUA al aumentar
los niveles de &cido Urico a través de la reduccion de la excrecion renal de acido urico.
Los diuréticos de asa, tiazidas y similares son los farmacos mas cominmente asociados
en este aspecto. Ademas, otros medicamentos de tipo antihipertensivo, incluidos los
bloqueadores P, los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y los
antagonistas de angiotensina Il a excepcion de losartan también se asociaron con la HUA
incidente. La ciclosporina y el tacrolimus, ambos utilizados para la inmunosupresion,
también aumentan el riesgo de HUA al reducir la excrecion renal de urato. Los pacientes
con infeccion por VIH parecen tener un mayor riesgo de HUA, resultante del uso de
agentes antirretrovirales como ritonavir, que pueden causar lipodistrofia y alteracion

metabolica.

Comorbilidad: La evidencia que relaciona la HUA con el sindrome metabdlico, la
enfermedad cardiovascular y las enfermedades renales es amplia. Por ejemplo, la
obesidad como parte del sindrome metabdlico aumenta el riesgo de HUA. Las personas
con hipertension generalmente tienen el doble de probabilidades de desarrollar HUA
incidente. La hiperuricemia se ha relacionado con la funcién renal alterada y el desarrollo
de enfermedad renal crdnica asociada con un aumento del 60% en el riesgo de HUA. La
evidencia basada en la poblacidn sugiere un riesgo cuatro veces mayor de gota incidente
para aquellos con insuficiencia cardiaca congestiva y un riesgo seis veces mayor para
aquellos con enfermedad renal. La probabilidad de HUA es mayor con psoriasis y anemia
de células falciformes, presumiblemente debido al aumento de la renovacion celular. En
2011 se encontrd un aumento del 73% en el riesgo de HUA en personas con anemia. Los
informes de casos han sugerido una asociacion entre HUA e hipotiroidismo, una posible
explicacion para esta asociacion es la capacidad de la hormona tiroidea para influir en los

niveles de cido Urico a traves de la regulacion de la tasa de filtracion glomerular

20



1.4.3.4 Tratamiento

De acuerdo con las pautas internacionales de la Sociedad de Reumatologia. El eje central para el
tratamiento de la hiperuricemia y enfermedades asociadas como la gota, consiste en la terapia de

reduccidn de urato a largo plazo mediante (Dalbeth et al. 2019: p. 123):

- Inhibidores de la xantina oxidasa (XO): alopurinol hasta 900 mg diarios; febuxostat

hasta 120 mg diarios.

- Medicamentos uricosuricos: probenecid hasta 1 g dos veces al dia; benzbromarona

hasta 200 mg diarios; lesinurad 200 mg diarios.

- Uricasa recombinante: infusion intravenosa de 8 mg de pegloticasa cada dos semanas.

1.4.4 Inhibidores de XO

En vista que la XO es una enzima critica en la produccion de acido urico y ROS, se convierte en
un blanco efectivo para el desarrollo de medicamentos para el tratamiento de la hiperuricemia y

enfermedades relacionadas.

1.4.4.1 Alopurinol

El primer farmaco inhibidor de XO fue el alopurinol [4-hidroxipirazolo (3,4-d) pirimidina], que
fue descubierto por los premios Nobel estadounidenses, Gertrude Elion y George Hitchings, en
la década de 1940. Fue aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) en 1966 para el tratamiento de la artritis gotosa aguda recurrente, tofos, nefropatia

por urato, céalculos renales de acido drico.
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Mecanismo de acciéon

El alopurinol es un analogo estructural de la hipoxantina. Después de la ingestién, el alopurinol
es metabolizado en el higado a su metabolito farmacol6gicamente activo, el oxipurinol
(aloxantina), que actia como un inhibidor competitivo de la enzima xantina oxidasa. Esto
disminuye la conversion de hipoxantina y xantina en &cido Urico. Como resultado, hay un
aumento en la hipoxantina y la xantina séricas que provoca la inhibicion por retroalimentacion de
la sintesis de purinas de novo y con ello una disminucion de las concentraciones séricas de &cido

Urico (Ojhaet al. 2017: p. 5-7).

Efectos adversos

Se estima que el alopurinol es utilizado por mas de 1,2 millones de pacientes en los Estados
Unidos y el Reino Unido. El alopurinol generalmente es bien tolerado, pero del 2 al 5% de los

pacientes tratados experimentan efectos adversos (Bove et al., 2017: p. 25).

Cabe destacar que es uno de los medicamentos mas comunes asociados con reacciones de
hipersensibilidad potencialmente mortales, que incluyen depresién de la médula ésea,
hepatotoxicidad, sindrome de StevensJohnson (SSJ), necrdlisis epidérmica tdxica y exantema
farmacolégico con eosinofilia y manifestaciones sistémicas que pueden ocurrir incluso después
de meses 0 afios de medicacion. Estas reacciones graves ocurren con una frecuencia del 0.1 a
0.4%, con una alta mortalidad (27-32%) y una alta morbilidad, incluyendo insuficiencia renal y

secuelas oculares (Chen, Liiy Yao 2016: pp. 2506-2507).

Otros efectos adversos del alopurinol incluyen neuritis periférica, nefritis intersticial, toxicidad
renal debido al deterioro del metabolismo de la pirimidina y malformaciones congénitas cuando
se usa durante el embarazo. Aunque el mecanismo de la toxicidad del alopurinol no se comprende
completamente, se hipotetiza que la acumulacion de su metabolito, el oxipurinol, junto con
factores inmunoldgicos y genéticos puede modificar las proteinas celulares y desencadenar una

respuesta autoinmune contra las células de la piel o el higado (Ojha et al. 2017: p. 8; Chen, Liiy Yao 2016:
p. 2507 ).
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1.4.4.2 Febuxostat

Mecanismo de accion

El febuxostat constituye un inhibidor selectivo de XO no analogo de las purinas. Actla
bloqueando el centro activo pterina-molibdeno del complejo enzimatico. A diferencia del
alopurinol y oxipurinol que solamente inhiben la forma reducida de la enzima, el febuxostat forma
un complejo estable con la enzima tanto reducida como oxidada, evitando accién catalitica de los

dos estados y la produccion indeseada de ROS (Ragab et al., 2017; Chen et al., 2016).

Efectos secundarios

Los efectos secundarios del febuxostat incluyen reacciones de hipersensibilidad hepatica o renal,
y erupciones cutaneas benignas en aproximadamente el 5% de los pacientes durante los ensayos
de fase 3. La notificacion de reacciones cutaneas graves es rara pero ligeramente mas frecuente
en pacientes con intolerancia cutanea previa al alopurinol. En los estudios de fase 3, los efectos
secundarios cardiovasculares y la mortalidad han aumentado numéricamente con respecto a los
pacientes tratados con alopurinol. Esto ha llevado a la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
a recomendar precaucion al prescribir febuxostat en pacientes con antecedentes de enfermedad
cardiaca y a solicitar un ensayo de seguridad cardiovascular posterior a la licencia que compare

el febuxostat con el alopurinol, cuyos resultados alin estan pendientes (Ragab, Elshahaly y Bardin 2017:
p. 506).

1.4.4.3 Otros

La literatura reciente indica que varias sustancias no purinicas han sido investigadas para la
inhibicion de la xantina oxidasa, como las moléculas basadas en heteroarilos o flavonas cuyas
modificaciones estructurales que podrian dar lugar a potentes inhibidores de XO. Ademas, varios
extractos de plantas recientemente informados que poseen un potencial inhibidor significativo de

la xantina oxidasa presenta una promesa suficiente para iniciar un programa de deteccion para la
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identificacion de otros extractos de plantas y fitoconstituyentes que poseen potencial inhibidor

hacia la enzima.

1.5. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se genera cuando el equilibrio est4 a favor de los radicales libres debido al
aumento en su producciéon o al agotamiento del nivel endocelular de antioxidantes, hecho
asociado al dafio de una amplia gama de especies moleculares, incluidos lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. (Parejo et al. 2002: p. 6862). Los radicales libres tales como las especies reactivas
de oxigeno (ROS) se generan constantemente in vivo y pueden conducir a la peroxidacién lipidica
y la oxidacion de algunas enzimas, asi como la degradacion de proteinas por lo que las células
poseen varios sistemas biologicos de defensa, para protegerse del dafio mediado por este tipo de

moléculas (Pisoschi y Pop 2015: p. 55)

1.5.1 Tipos

En general, el estrés oxidativo es resultado de la presencia de xenobioticos, activacion del sistema
inmune en respuesta a microorganismos invasores (inflamacién) y radiacion, razén por la cual de

acuerdo a su origen, el estrés oxidativo puede clasificarse en endégeno o exdgeno (Gagné, 2014, p.
104).

1.5.1.1 Estrés oxidativo ex6geno

Las fuentes exdgenas de radicales libres son abundantes e incluyen contaminacion del aire y el
agua, tabaco, alcohol, metales pesados o de transicion, farmacos (p.gj., ciclosporina, tacrolimus,
gentamicina y bleomicina), solventes industriales, alimentos (p. ej., carne ahumada, aceites

usados y grasas) y radiacion, que dentro del cuerpo se metabolizan en forma radicales libres
(Liguori et al. 2018: p. 758).
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1.5.1.2 Estrés oxidativo endogeno

Los radicales libres se pueden generar en procesos biol6gicos como la respiracion celular,
respuesta inmune, procesos inflamatorios y durante la actividad fisica intensiva. Las formas mas
comunes de radicales libres endégenos son las ROS como: radical hidroperoxilo, anién
superoxido, peréxido de hidrégeno, anién hidroxilo y radical hidroxilo; resultado de la reduccion
de O, por parte de varias enzimas oxidasas, como NADP+ oxidasa, xantina oxidasa y
ciclooxigenasa. Las ROS también se pueden formar en la cadena de transporte de electrones
mitocondriales, en el curso de la fosforilacion oxidativa que produce ATP (Pisoschi y Pop 2015: p.
56).

1.5.2 Enfermedades asociadas

El dafio inducido por los radicales libres en el estrés oxidativo se ha confirmado como un
contribuyente a la patogénesis y fisiopatologia de muchos problemas de salud crénicos, como
afecciones neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, enfermedad de Huntington y esclerosis
lateral amiotréfica), enfisema, enfermedades cardiovasculares, metabdlicas e inflamatorias,
cataratas y cancer. Se ha evaluado que el estrés oxidativo se correlaciona con mas de 100
enfermedades. La produccion progresiva de especies reactivas de oxigeno también acelera el
envejecimiento, lo que conlleva al deterioro de las funciones fisiol6gicas promoviendo la

incidencia de enfermedades y la reduccion de la esperanza de vida (Pisoschi y Pop, 2015: p. 56).

1.5.3 Captacion de radicales libres

Los seres humanos poseen un sistema antioxidante de defensa que incluye antioxidantes
enddgenos (enzimaticos y no enzimaticos) y exdgenos, siendo la dieta la principal fuente exdgena.
El descubrimiento de nuevas fuentes antioxidantes podria detener el desarrollo de las

enfermedades relacionadas a ROS y otros radicales libres.
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1.5.3.1 Tipos

Enddgeno

Los antioxidantes enddgenos incluyen vias enzimaticas y no enzimaticas. Las enzimas
antioxidantes primarias son superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa
(GSH-Px). La SOD convierte el anidn superdxido en H,O,, que se descompone en agua y oxigeno
por CAT, evitando la produccion de radicales hidroxilo. Por su parte, GSH-Px convierte los
peréxidos y los radicales hidroxilo en formas no toxicas mediante la oxidacion de glutatién
reducido (GSH) en disulfuro de glutation y luego se reduce a GSH por glutation reductasa. Otras
enzimas antioxidantes son la glutation-S-transferasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. En
contraste, los antioxidantes no enziméaticos son moléculas que interactGan con ROS y terminan
las reacciones en cadena de los radicales libres, entre lo que destaca la bilirrubina, a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno, albimina y el &cido Urico que representan el 85% de la capacidad

antioxidante en plasma (Liguori et al,. 2018: p. 758).

Exo6geno

Los antioxidantes exdgenos incluyen el acido ascorbico (vitamina C), que elimina el anion
hidroxilo y superoxido, el a-tocoferol (vitamina E), que interviene contra la peroxidacion lipidica
de las membranas celulares, y los antioxidantes fendélicos, que incluyen derivados de estilbeno
(resveratrol, fendlico acidos y flavonoides), lecitinas oleaginosas, selenio, zinc y medicamentos

como la acetilcisteina (Liguori et al,. 2018: p. 758)..

1.5.3.2 Fuentes

De acuerdo a su origen los antioxidantes pueden ser sintéticos o naturales y se usan de manera
rutinaria en la elaboracion de alimentos y medicamentos, especialmente aquellos que contienen
aceites y grasas para protegerlos contra la oxidacion. Los antioxidantes fenolicos sintéticos, como
el hidroxitolueno butilado (BHT) y el hidroxianisol butilado (BHA) son ejemplos destacados. Sin

embargo, algunas propiedades fisicas de este tipo de antioxidantes, como su alta volatilidad e
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inestabilidad a temperatura elevada, legislacion estricta sobre el uso de aditivos alimentarios
sintéticos y la naturaleza cancerigena de algunos de ellos ha provocado que las industrias prefieran

el uso de antioxidantes naturales antes que los sintéticos.

En vista del aumento de los factores de riesgo del ser humano a diversas enfermedades mortales,
ha habido una tendencia mundial hacia el uso de sustancias naturales presentes en frutas, vegetales
y plantas medicinales como antioxidantes terapéuticos. Se ha informado que existe una relacion
inversa entre la ingesta de alimentos y plantas medicinales ricas en antioxidantes y la incidencia
de enfermedades humanas. Muchos compuestos antioxidantes, que se encuentran naturalmente
en fuentes vegetales, han sido identificados como captadores de oxigeno activo o radicales libres.
Hay varios informes que muestran el potencial antioxidante de las frutas. Se ha encontrado que
bayas, cerezas, citricos, ciruelas pasas y aceitunas, poseen una actividad antioxidante

significativa, sobre todo por la presencia de compuestos fendlicos (Lobo et al., 2010: p. 123).

1.5.3.3 Mecanismos de accion

Se han propuesto dos mecanismos principales de accion para los antioxidantes. El primero es un
mecanismo de ruptura de cadena por el cual el antioxidante primario dona un electrén al radical
libre para su estabilizacion. El segundo mecanismo implica la eliminacién de ROS/iniciadores de
especies reactivas de nitrogeno mediante la desactivacion del catalizador iniciador de la cadena.
Los antioxidantes pueden ejercer su efecto sobre los sistemas bioldgicos mediante diferentes
mecanismos, incluida la donacién de electrones, la quelacion de iones metalicos, los co-

antioxidantes o la regulacién de la expresidn génica (Lobo et al. 2010: p. 121).

1.6 Autografia

La autografia se basa en la separacion de compuestos a través de técnicas de cromatografia plana,
como cromatografia de capa fina (TLC), cromatografia de capa fina de alto rendimiento
(HPTLC), cromatografia de capa con sobre presion (OPLC) y electrocromatografia plana. La
autografia puede detectar cualquier actividad biologica, por ejemplo, antioxidante, enzimatico,

antiestrogénico, antimutagénico, antibacteriano, antifingico, etc (Dewanjee et al., 2015: p. 75).
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El método autografico de TLC combina la separacion cromatogréfica y la determinacion de la
actividad in situ facilitando la localizacién y el aislamiento de los constituyentes activos en una

mezcla (Ramallo, Zacchino y Furlan, 2006: pp. 15-16).

1.6.1 Tipos

1.6.1.1 Autografia de contacto

La placa de TLC sirve como soporte para la separacién de compuestos de una mezcla de
sustancias, luego la placa es colocada sobre el agar funcionalizado y gelificado durante algunos
minutos u horas para permitir la transferencia por difusion de los compuestos presentes en la placa
TLC. Las zonas de inhibicién aparecen en los lugares donde los compuestos bioactivos estaban

en contacto con la capa de agar. Es el método menos empleado (Choma y Grzelak, 2011: pp. 2685-2686)

1.6.1.2 Autografia directa

El principio de este método se basa en que una placa desarrollada de TLC se sumerge en una
suspension de reaccion. Los lugares en donde se detecta actividad biol6gica se muestran como

zonas de inhibicion (Dewanjee et al., 2015: p. 77)

1.6.1.3 Autografia en inmersion (superposicién de agar)

En este método, la placa TLC es cubierta con agar simple, después de la solidificacion se siembran
los microorganismos o enzimas y luego se incuba. Este método combina la autografia de contacto
y ladirecta, porque los compuestos se transfieren de la placa al medio de agar, como en un método
de contacto; al mismo tiempo, la capa de agar permanece sobre la superficie de la placa durante

la incubacién y visualizacion, como en la autografia directa (Rahalison et al., 1991: p. 199).
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1.7 Determinacién de inhibidores de XO

Durante més de 50 afios, los Unicos farmacos inhibidores de XO aprobados y disponibles en el
mercado fueron el alopurinol y febuxostat. En la dltima década ha habido un resurgimiento en la
busqueda de nuevos inhibidores de XO a partir de sintesis quimica. Sin embargo, la mayoria de
moléculas determinadas son resultado de farmacomodulaciones del alopurinol, razén por la que

la investigacion fitoquimica se ha sumado a la causa (Luna, Dolzhenko y Mancera 2019: p. 714).

1.7.1 Sistema xantina/xantina oxidasa

UH OH OH
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+ Hy), + O
Figura 7-1: Mecanismo de reaccion de xantina oxidasa

Fuente: (Kosti¢ et al. 2015)

La enzima xantina oxidasa (XO) cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y posteriormente
a &cido drico con la produccion de radicales superéoxido y perdxido de hidrégeno. En este método,
la produccion de acido Urico es el indicador de actividad de XO, de modo que es posible la
determinacion de sustancias inhibidoras de XO a través de la cuantificacion de este metabolito a

295nm mediante espectrofotometria (Kosti¢ et al. 2015: p. 3).
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1.7.2 Sistema xantina/xantina oxidasa/NBT

0O 0
(9] HzOg

HN | N HN | NH
o)\ N N 0 N N 0
H H

y)
X0
H H 20, 20,”

Xantina Acido Urico
R R
/ /
N—N N— N\ o
)L _N—R )L _N—R
R N’ R N’
Formazan NBT

Figura 8-1: Mecanismo de reaccién del sistema XO/xantina/NBT

Fuente: (Alves et al., 2010)

En 1971, Fridovich y sus colaboradores colocaron su atencion en la enzima superoxido dismutasa
(SOD) y desarrollaron varios métodos que involucran la generacion de radical superéxido para la
medicién de su actividad in vitro. Al conocer que la reaccion mediada por XO produce 05~ se
desarroll6 una técnica para medir la actividad de esta enzima, que incluye el uso de una sal de
tetrazolio (NBT) que acttia como indicador de produccién de radical superédxido por la formacion

de formazan (Greenwald 2018: p. 257).

El fundamento de este método permitié la derivacion de uno nuevo para la determinacion
indirecta de inhibidores de XO. Sin embargo, dado que el ensayo utiliza la produccion de
radicales superoxido como indicador de la actividad enziméatica de XO, los captadores de
radicales libres también daran resultados positivos por lo que es necesaria la aplicacion de pruebas

confirmatorias (Ramallo, Zacchino y Furlan 2006: p. 17).

30



1.8 Determinacion de captadores de radicales libres

Para la comunidad cientifica, la produccién y deteccion de ROS no ha sido facil debido a la
complejidad de sus reacciones; puesto que definir el tipo de especies quimicas presentes en un
punto determinado de la reaccion es complicado. Este hecho incrementa la complejidad
experimental y plantea el desarrollo de varios sistemas 0 métodos que permitan conocer con

certeza el comportamiento de las ROS para el descubrimiento de sustancias capaces de inhibirlas
(Greenwald, 2018, p. 117).

1.8.1 Método DPPH*

Este método fue desarrollado por Blois en 1958 para determinar actividad antioxidante usando
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH*) (Prior, Wu y Schaich 2005: P. 4296). EI DPPH* se caracteriza por
ser un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion del electron de reserva sobre su
estructura (Figura 2-3) de modo que no se dimeriza, como la mayoria de radicales libres. Ademas,

posee un color violeta profundo, con una absorcion maxima a 517 nm (Ciesla et al. 2015: p. 3).

2 9 o
+RH N- N +R
o)

+
= O:N } Color amarille pilido
0 o)
Color Parpura
Figura 9-1: Reaccién del radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH *) con captadores de

radicales.

Fuente: Ciesla et al., 2015

El ensayo se basa en la medicion de la capacidad de captacién de radicales libres por parte de
sustancias antioxidantes. El electron del &tomo de nitrégeno en el DPPH* se reduce al recibir un

atomo de hidrégeno del antioxidante para dar lugar a la hidracina (Kedare y Singh 2011: p. 412-413).
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Tras la reduccion, el color violeta caracteristico de la solucién de DPPH* cambia a un color

amarillo palido causado por la presencia del grupo de &cido picrico (Molyneux, 2004, p. 212)
1.8.2 Sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT

En principio este método fue introducido por el bioquimico britanico A. Pearse en 1957 para la
deteccidn histoguimica de la actividad de la deshidrogenasa. No obstante, se han desarrollado
nuevas aplicaciones de esta técnica para la busqueda de sustancias antioxidantes. La
cuantificacion de la actividad captadora de ROS a través de este sistema de reaccion no enzimatico
es posible gracias a la produccion de radical superoxido a partir de metosulfato de fenazina y
nicotin adenin dinucleétido (PMS/NADH) que reduce el nitroazul de tetrazolio (NBT) a un

formazan de color plrpura cuya formacion se registra a 570nm (Mandal et al., 2011: p. 2).
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Figura 10-1: Representacion esquematica de la reduccion de NBT inducida

por O, generado por el sistema NADH/PMS

Fuente: (Lino, 2014)
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El mecanismo fundamental de este ensayo se basa en la reduccién del metosulfato de fenazina
(PMS) por parte de la coenzima NADH, lo que provoca la generacion de radical superoxido cuyos
electrones son transferidos a la sal de tetrazolio como aceptor final produciendo un formazéan

purpura insoluble en agua (Stockert et al., 2018: p.2).
1.8.3 Sistema Riboflavina/Luz/NBT

El método de Riboflavina/Luz/NBT fue desarrollado por Beuchamp y Fridovich en 1971 para la
determinacion indirecta de la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD), basada en la
capacidad de SOD para inhibir las reacciones impulsadas por aniones superéxido. Sin embargo,
su aplicacion se ha dirigido a la busqueda de sustancias capaces de captar 05~ a partir de extractos

vegetales y otras fuentes (Cheng et al., 2015; p. 272).
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Figura 11-1: Mecanismo de reduccion de NBT

por fotolisis de B;

Fuente: (Cheng et al. 2015)

Este ensayo se fundamenta en la reduccion fotoquimica de flavinas como la riboflavina (B.) que
genera radicales superdxido que reducen el NBT, lo que resulta en la formacion de formazan azul
(Kumaran y Karunakaran 2006: p. 147). La secuencia probable de esta reaccion fotoquimica implica la
excitacion del NBT mediante la absorcién de un fotdn obtenido de la fotdlisis de B2 que da lugar
a un radical semiquinona que reacciona con oxigeno para producir 05~ que finalmente reducen

el NBT para formar formazan (Ver Figura 11-1) (Beuchamp y Fridovich 1971: p. 280).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de Investigacion

El presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de

Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron las hojas de Psychotria viridis en estado de fructificacion en la Finca Amiruka
ubicada en el sector de San Pablo de Ushpayacu de la ciudad del Tena, provincia del Napo;
alrededor de las 17h00 del mes de abril del 2019.

Previo a la recoleccion se gestion6 la Guia de Movilizacion de Especimenes de Flora y Fauna
Silvestre Nro. 75-08-2019-VS-DPAN-MAE en calidad de Investigacion dentro del Convenio
Marco de Acceso a Recursos Genéticos MAE-DNB-CM-2018-0086 denominado "ESTUDIO DE
LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION Y SU USO
POTENCIAL USO SOSTENIBLE".

2.3 ldentificacién botanica

La identificacion del espécimen fue llevada a cabo por el Ing. Jorge Caranqui, botanico

responsable del Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
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2.4 Equipos, materiales y reactivos

2.4.1 Equipos

Estufa de conveccion natural RedLine by Binder, molino de cuchillas Arthur H. Thomas C.O,
balanza de precision HDM, estufa Memmert SNB400, mufla, balanza analitica HDM, camara
UV, sonicador, rotavapor Heidolph®, sorbona, pH-metro, termoagitador magnético Thermo
Scientific™, centrifuga, mezclador de vortice, lampara fluorescente 20W, termdmetro digital,
micropipeta multicanal F1-Clip Tip Thermo Scientific™, refrigerador General Electric®,

congelador General Electric®, lector de microplacas Thermo Scientific™.

2.4.2 Materiales

Placas TLC Silicagel 60 RP-2 Fzxss (Sigma Aldrich®), microplacas de 96 pocillos
CITOTEST®.

2.4.3 Reactivos

Eter dietilico, etanol 96%, metanol absoluto, éter de petréleo, H,SO4, NH4OH, acetato de etilo,
goma arabiga, sulfato de sodio anhidro, agua destilada, cloroformo, trietilamina, 2,2-difenil-1-
picrylhydrazyl (DPPH*), EDTA, fosfato dipotasico (K:HPQ.), fosfato monopotasico (KH2PO,),
DMSO, hidréxido de sodio (NaOH); todos de grado analitico. Agar (cenizas 2-4.5%), NBT
(~98% TLC), polvo microbiano liofilizado de xantina oxidasa (=7 unidades/mg), xantina (=99%),
riboflavina (>98%), NADH (>97% HPLC), metosulfato de fenazina (PMS, >90% UV); obtenidos
de Sigma Aldrich Chemical Co. (USA).

Compuestos de referencia: taxifolina (>90% HPLC), acido ascorbico, acido galico y alopurinol

(> 99 % TLC) adquiridos en Sigma Aldrich Chemical Co. (USA).
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2.5. Técnicas y métodos

2.5.1 Acondicionamiento de la materia vegetal

Se realizo la limpieza del material vegetal y se desecaron a una temperatura de 35°C en una estufa
de conveccion natural durante 48 horas. Se triturd la muestra en un molino de cuchillas, para la
obtencidn de un tamafio de particula aproximado de 2-3mm. El material seco fue conservado en

bolsas de papel a 25°C en condiciones de oscuridad hasta su posterior analisis.

2.5.2 Control de calidad

El control de calidad del material vegetal se realiz6 mediante los procedimientos descritos por
Miranda et al. (1992, pp. 31-45). A partir de 2 gramos de material vegetal seco y pulverizado se
calcul6 la humedad higroscopica por pérdida de masa en términos de % p/p. Las cenizas totales
se obtuvieron por ignicién a 600°C, y posteriormente se determind los valores de cenizas solubles
en agua, cenizas insolubles en acido clorhidrico mediante método gravimétrico. Los

procedimientos se llevaron a cabo por triplicado.

2.5.3 Tamizaje fitoquimico

Las hojas secas y en polvo de P. viridis (20g) se extrajeron sucesivamente por maceracion durante
48 horas con éter dietilico, etanol 96% y agua destilada. Se realiz6 el cribado fitoquimico de los
extractos etéreo, etandlico y acuoso para la deteccidn cualitativa de metabolitos secundarios tales
como: alcaloides, esteroides/terpenoides, taninos y fenoles, quinonas, grasas, lactonas y
cumarinas, catequinas, azlcares reductores, resinas, aminoacidos, saponinas, flavonoides,
mucilagos y principios amargos. Se procedio en base a las Normas Ramales de Miranda et al.

(1992, pp. 31-45).
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2.5.4 Obtencion del extracto total de alcaloides

Se realizaron dos extracciones a partir de 50g de planta seca con 500mL de metanol absoluto
como solvente de extraccion, durante un periodo de 48 horas. El macerado se someti6 a sonicacion
durante 1 hora por dia. El extracto liquido bruto resultante se filtrd y concentr6 a presion reducida

a 50°C hasta sequedad para la obtencion del extracto crudo seco.

El extracto crudo se reconstituyé con 200mL de H,SO4 (1% v/v) y se desengrasd con éter de
petréleo (40 mL) por tres ocasiones de manera gque se obtiene una fase organica gue contiene otro
tipo de metabolitos (aceites, ceras, mucilagos, etc.) y una fase acuosa acida en la que se encuentran

los alcaloides en forma protonada (Linskens y Ferdinand, 1994: p.2).

La fase acuosa acidificada se traté con NH,OH (25% v/v) hasta alcanzar pH 9. La solucion se
lavé con acetato de etilo cuatro veces con el objetivo de transferir los alcaloides a la fase organica
en forma de base (Linskens y Ferdinand, 1994: p.2). Posteriormente, se afiadié goma arabiga y sulfato

de sodio anhidro para eliminar el agua residual.

El extracto se filtr0 y se evapor6 a presion reducida a 50°C hasta sequedad. Finalmente, se obtuvo
el extracto bruto de alcaloides totales. Se peso el baldn y su contenido se deposit6 en un frasco

ambar que se conservo en un desecador bajo condiciones de oscuridad hasta su analisis.

,2.5.5 Preparacion de soluciones

Todas las soluciones se prepararon a diario para su uso inmediato. A excepcion de la enzima XO
que fue almacenada en congelacion a -20°C, una vez reconstituida se conservo en refrigeracion a

4°C por un maximo de 7 dias (Greenwald, 1985, p.25).
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2.5.6 Cromatografia en capa fina

La separacién de alcaloides se realizd sobre placas TLC 6x3cm en donde se depositaron
aproximadamente 10 pL de una solucion de alcaloides de P. viridis (100 pL/mL). Para la elucién,
se prepard una fase movil constituida por cloroformo/trietilamina/metanol (6:0.5:0.6, v/v/v)
(Kowalczuk etal. 2015). Para la visualizacion de la placa se empled una cdmara UV a 570nm.

Finalmente, se calcul6 el Rf (factor de retardo) a través de la siguiente férmula:

Dp
Rf = —
DFM

Donde:
Dr= Distancia recorrida por el soluto (cm)

Dem= Distancia recorrida por la fase movil (cm)
2.5.7 Ensayos autograficos

Los ensayos de inhibicion de XO y captacion de radical superoxido fueron ejecutados a través de
los métodos detallados por Ramallo et al. (2006, pp. 16-19) con ligeras modificaciones. La captacion
de radicales DDPH* se realiz6 en base a lo especificado por Soler et al. (2000, pp. 330-338). Para
todos los ensayos autograficos se aplico la técnica “dot blot”; se depositd directamente un volumen
de concentracion conocida sobre un soporte sélido funcionalizado (Diamandis y Christopoulos.,1996:
pp. 537). La formacion de halos de inhibicién permite la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la
reaccion por comparacion del diametro e intensidad de color. Los resultados se evaluaron a través
del software GelAnalyzer® 2010.

Se colocd cuidadosamente 10uL de cada dilucién de alcaloides de P. viridis o los respectivos
compuestos de referencia en placas TLC con ayuda de un capilar de vidrio y se dejé secar durante
unos minutos. Las muestras se colocaron en orden creciente de concentracion a lo largo de la

placa. Para todos los casos se probaron las siguientes cantidades de muestra: 1, 5, 10, 50 y 100

ug.
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2.5.7.1 Inhibicion de XO

Se prepar6 una mezcla de EDTA, PBS (pH 7.9) y agua destilada para disolver el agar a 80 °C. La
solucion se dejo enfriar hasta 55°C y se incorpor6 la solucion de NBT. Una vez alcanzados los
50°C, se afiadid la solucion de XO y se mezcl6 por inversion para obtener la solucion de tincion.
Las concentraciones finales en solucion fueron: agar (1 mg/mL), EDTA (1 mM), PBS (50 mM),
NBT (0.22 mg/mL) y XO (68 mU/mL).

Inmediatamente se vertié 5 mL de la solucién de tincion sobre la placa TLC. Se coloco la placa
en oscuridad hasta la gelificacidn del agar. Para iniciar la reaccién, se procedid a su inmersion en
una solucidn de xantina (3 mM). La xantina se solubilizé con una cantidad minima de solucién
de NaOH 0.1M vy se diluy6 al volumen con buffer PBS-EDTA (tampdn fosfato 200 mM + EDTA
10 mM, pH 7.5). Finalmente, se incub6 a 38 °C durante 20 minutos en bafio maria bajo oscuridad.
Aguellas concentraciones que muestran actividad aparecen como zonas claras sobre un fondo
oscuro de color purpura. Se utiliz6 alopurinol como compuesto de referencia bajo iguales

condiciones.

Debido a que la oxidacion enzimatica de xantina produce radical superédxido, aquellas sustancias
con capacidad captadora de 05~ podrian resultar en falsos positivos (Ramallo et al., 2006: p.17). Para
discriminar entre un inhibidor puro de XO y un captador de 0;~ se probaron dos sistemas de
generacién no enzimatica de superoxido: riboflavina/luz/NBT y NADH/NBT/metosulfato de
fenazina (PMS).

2.5.7.2 Sistema riboflavina/luz/NBT

El agar se disolvid a 80 °C en una mezcla de EDTA, PBS (pH 7.9) y agua destilada. La solucién
se dejo enfriar a 60 °C y se afiadio solucion de NBT vy solucién de riboflavina dando como
resultado una solucién de tincion de riboflavina. Las concentraciones finales presentes en la
solucion fueron: agar (1 mg/mL), EDTA (1 mM), PBS (50 mM), NBT (0.22 mg/mL) y riboflavina
(0.0125 mg/mL).
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Aproximadamente, 5 mL de la solucién de tincion de riboflavina se distribuyeron sobre la placa
TLC. Una vez solidificado el agar bajo oscuridad, la reaccidn se inicié colocando la placa debajo
de una lampara fluorescente de 20 W. Los sitios que muestran captacién de radical superdxido
aparecen como zonas claras contra un fondo purpura. Se emple6 taxifolina como compuesto de

referencia bajo las mismas condiciones.

2.5.7.3 Sistema NADH/ NBT/metosulfato de fenazina (PMS)

El agar se disolvi6 a 80 °C en una mezcla de EDTA, PBS (pH 7.9) y agua destilada. La solucién
se dejé enfriar a 60 °C, luego se agregaron las soluciones de NBT y NADH y se mezclé por
inversion para la obtencion de la solucion de tincion de NADH. Las concentraciones finales en
solucion fueron: agar (1 mg/mL), EDTA (1 mM), PBS (50 mM), NBT (0.22 mg/mL) y NADH
(0.117 mg/mL).

Alrededor de 5 mL de solucion de tincién de NADH se distribuyeron sobre una placa de TLC.
Después de la solidificacion del agar en la oscuridad, la placa se sumergié en una solucion de
PMS (2.7 uM) a 25°C durante 20 minutos en oscuridad. Las regiones con actividad captadora de
radical superoxido se manifiestan como zonas claras contra un fondo parpura. Se utiliz6 taxifolina

como compuesto de referencia bajo iguales condiciones.

2.5.7.4 Método de DPPH

La placa TLC sembrada se sumergié durante 10 segundos en una solucién etanélica de DPPH*
0,4 mM. Posteriormente, se retird el exceso de la solucién de tincion y se sec6 con aire frio. Al
finalizar, la placa posee un fondo parpura con manchas amarillas o claras en aquellos sitios que
mostraron actividad antioxidante. Se sometid al mismo procedimiento al acido ascérbico que fue

empleado como compuesto de referencia.
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2.5.8 Cuantificacion de actividad biol6gica

Los ensayos se realizaron en microplaca de 96 pocillos. Se ejecutdé la medicion
espectrofotométrica de la actividad inhibitoria de XO y captacion de radicales superdxido y
DPPH* con diferentes concentraciones de alcaloides totales de P. viridis. Todos los experimentos

se efectuaron por triplicado (n=3), con tres repeticiones individuales.

2.5.8.1 Inhibicion de XO

La actividad inhibitoria sobre XO in vitro se realizé de acuerdo con el método detallado por
(Supasuteekul et al. 2016), basado en la produccidn enzimatica de acido Urico. El ensayo se llevé a

cabo en condiciones aerébicas y se monitored por espectrofotometria a 295nm.

El sustrato de reaccion corresponde a la solucién de xantina 0.4 mM, debido a su escasa
solubilidad en medio acuoso se disolvié con una cantidad minima de solucion de NaOH 0.1M.
Luego se diluyé al volumen con buffer PBS-EDTA (tampo6n fosfato 50 mM + EDTA 0.5 mM,
pH 7.5). La enzima XO se prepar6 en buffer PBS-EDTA (tamp6n fosfato 50 mM + EDTA 0.5
mM, pH 7.5) a una concentracién de 50 mU/mL.

Las soluciones madre de alcaloides de P. viridis y alopurinol (compuesto de referencia) se
prepararon disolviendo 10 mg de muestra en 1.5 mL de DMSO y se completd a 25mL con PBS
(50 mM, pH 7.5) para obtener una concentracion final de 400 pug/mL. A partir de la solucién
madre se obtuvieron otras de concentraciones menores que se diluyeron con PBS (50 mM, pH
7.5). La concentracidn final de DMSO en pocillo correspondié al 0.025% de manera que no tiene

efecto sobre la actividad de XO (Duong et al. 2017).

Se prepararon tres soluciones de reaccion que corresponden al grupo control, muestra y control
negativo. El control negativo consistié en 60uL de buffer PBS-EDTA (tampdn fosfato 50 mM +
EDTA 0.5 mM, pH 7.5) y 40uL de xantina 0.4 mM (pH 7.5). El grupo control consistié en 20uL
de buffer PBS-EDTA (tampén fosfato 50 mM + EDTA 0.5 mM, pH 7.5), 40uL de xantina 0.4
mM (pH 7.5) y 40uL de solucion de XO (50 mU/mL). La solucion de reaccion para las muestras
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const6 de 40uL de xantina 0.4 mM (pH 7.5), 20uL de diferentes concentraciones de alcaloides

de P. viridis o compuesto de referencia y 40uL de solucion de XO (50 mU/mL).

La reaccion se inicio con la adicion de xantina 0.4 mM (pH 7.5) a 25°C. Después de 5 minutos se
dio lectura a la microplaca a una longitud de onda de 295nm. El porcentaje de inhibicion se calculd

mediante la ecuacion 1.

AbSC—AbSM

%Inhibicion X0 = TS
c— N

(Ecuacion 1)

Donde:
Absc= Absorbancia del control
Absy= Absorbancia de la muestra

Absy= Absorbancia del control negativo

2.5.8.2 Método de riboflavina / luz / NBT

La generacion de 05~ se ejecutd mediante la fotodescomposicion de riboflavina en solucién
acuosa, misma que se detectd a través de la reduccién de NBT a formazan (Kumaran y
Karunakaran 2006). Se aplicé la metodologia descrita por (Supasuteekul et al. 2016) con ciertas

modificaciones.

Las diluciones de las muestras de ensayo se prepararon con una solucion de MeOH 30%

tamponada con PBS (pH 7,9) para obtener diferentes concentraciones.

Se coloc6 una mezcla de 30pL de PBS (50 Mm, pH 7.9), 100 pL de riboflavina (266 uM), y 20
pl de EDTA (1 mM). Luego, se adicion6 40pL de muestra y 30puL de NBT (750 uM) en una
microplaca de 96 pocillos. Finalmente, la mezcla de reaccion se ilumind con una l&mpara
fluorescente de 20 W a 0.1mV a 0.12 mW/cm? (Cheng et al. 2015) durante 30 minutos a 25°C.
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Las absorbancias fueron medidas por un lector de microplacas Thermo Scientific™ a 570nm. Se
utilizd una mezcla de reaccion similar que se mantuvo en la oscuridad y sirvi6 como control

negativo.

El porcentaje de captacion de radical superdxido se calcul6 con la siguiente ecuacion:

AbSC—AbSM
AbSC

Actividad captadora de 05 (%) = x 100 (Ecuacion 2)

Donde:
Absc= Absorbancia del control

Absy= Absorbancia de la muestra

Se us6 la solucién tamponada de MeOH al 30% como control negativo. Se utiliz6 acido ascérbico

como compuesto de referencia que se trat6 bajo las mismas condiciones que las muestras.

2.5.8.3 Método NADH/metosulfato de fenazina/NBT

La capacidad captadora de radicales superdxido se midié a través del método ligeramente
modificado descrito por (Lim et al. 2019). Las soluciones de trabajo de NBT (0.2mM), NADH
(0.5mM) y PMS (60 uM), se prepararon en buffer Tris-HCI 16mM (pH 8.0). Se realiz6 una mezcla
con 50uL de solucion de NBT, NADH, y diferentes concentraciones de muestra. La reaccion se
inicié mediante la adicién de solucion de PMS para producir radical superdxido. Después de 5
minutos de incubacion a temperatura ambiente, la absorbancia se midi6 a 560 nm. La actividad

se calcul6 mediante la Ecuacion 2.

Una solucion de reaccion sin PMS se tomé como control negativo. Se emple6 acido galico como

compuesto de referencia en iguales condiciones.
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2.5.8.4 Metodo de DPPH*

La actividad antioxidante sobre radicales DPPH* se midié de acuerdo con el método de (Lim et al.
2019) ligeramente modificado. Se coloco 100uL de solucion etandlica de DPPH* (200 uM) y se
mezcl6 con el mismo volumen de extracto diluido o compuesto de referencia en una microplaca
de 96 pocillos a 25°C durante 30 minutos. La absorbancia se midié a 517nm con un blanco que

contenia DPPH* y metanol. Se us6 &cido ascorbico como compuesto de referencia.

El porcentaje de captacion de radicales DPPH* se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AbSB —AbSM
AbSB

Actividad captadora de DPPH* (%) = X 100 (Ecuacion 3)

Donde:
Absg= Absorbancia del blanco

Absy= Absorbancia de la muestra

2.5.9 Procesamiento de datos

Los resultados de las pruebas autograficas se tomaron como valores semicuantitativos
preliminares de actividad bioldgica que justifican la realizacion de ensayos cuantitativos por

espectrofotometria en microplaca.

Los datos obtenidos de la medicion espectrofotométrica en microplaca se procesaron en Excel.

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar.

Ademés, se determind la concentracion inhibitoria media (ICso) que corresponde a la
concentracion que da lugar al 50% de inhibicién de XO o captacion de 05~ . El ICs se calcul6 en
base a la regresion lineal del porcentaje de inhibicion de XO o captacion de radical superdxido vs

la concentracion de la muestra. Se us6 Blesquiu como software de célculo.
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2.5.10 Anadlisis estadistico

Se utiliz6 ANOVA unidireccional con un nivel de confianza del 95% para determinar las

diferencias significativas entre los valores medios.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS

En el presente capitulo se muestran los resultados obtenidos a través de los métodos y técnicas
descritos en el capitulo I1.

3.1 Control de calidad del material vegetal

Tabla 1-3: Resultados de los parametros de calidad de hojas de P. viridis

Humedad (%) Cenizas totales  Cenizas solubles  Cenizas insolubles

(%) en agua (%) en acido (%)
Hojasde P.  3.3753+0.0043  5.2487+0.0012 3.5642+0.0067 0.8431+0.0116
viridis
Referencia
Farmacopea 7-14 Hasta 12 7 5
Britanica

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

La presencia de agua es uno de los principales factores responsables del deterioro de las drogas
vegetales, ya que conduce a la activacion de enzimas y; si las condiciones lo permiten, a la
proliferacion de microorganismos; por ende, es vital alcanzar y mantener un bajo contenido de
humedad para lograr una estabilidad adecuada. Por otro lado, la determinacién de cenizas totales,
solubles en agua e insolubles en acido determinan la autenticidad y pureza de la muestra vegetal,
asi como la presencia de limites tolerables de metales y ausencia de silicatos. Los resultados del
control de calidad de las hojas desecadas de P. viridis se presentan en la Tabla 1-3, mismos que
se encuentran dentro de los rangos establecidos por la Farmacopea Briténica, lo cual garantiza la

idoneidad de droga vegetal para ensayos posteriores.
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3.2 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 a través de estimaciones bioquimicas de coloracion vy
precipitacion para detectar la presencia de diferentes metabolitos secundarios en los extractos de
hojas secas de P. viridis utilizando solventes de polaridad creciente: éter dietilico, etanol y agua

destilada.

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de extractos de hojas de P. viridis

. Nombre del Extracto Extracto Extracto
Metabolito ensayado ) 1
ensayo etéreo alcohdlico acuoso
Dragendorff - +++ ++
Alcaloides Mayer - b i
Wagner - ++ +
Esteroides/Terpenoides Liebermann- + + NA
Burchard
Taninos y fenoles Cloruro Férrico NA ++ +
Quinonas Borntrager NA + NA
Aceites y grasas Sudan + NA NA
Lactona}s y Baljet + ++ NA
coumarinas
Catequinas NA - NA
Azlcares reductores Fehling NA + ++
Resinas NA - NA
Aminoacidos Ninhidrina NA - NA
Saponinas Espuma NA - -
Flavonoides Shinoda NA + ++
Mucilagos NA NA +
Principios amargos NA NA +

+++: Reaccion de gran intensidad; ++: Reaccion de mediana intensidad; +: Reaccion de baja intensidad; -: No detectado; NA: No
aplica

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

Los resultados del tamizaje fitoquimico se muestran en la tabla 2-3, que destaca la presencia de
alcaloides, esteroides, terpenos, lactonas, glicésidos, flavonoides, taninos y mucilagos. La
presencia y/o ausencia de metabolitos secundarios en los diferentes extractos se debe a solubilidad

de cada fitoquimico en determinado solvente (Prabu et al., 2018: p. 2).

Los hallazgos descritos anteriormente son consistentes con los expuestos en otra investigacion,

en la que se identificaron; los triterpenos pentaciclicos, &cido ursolico y oleandlico; los esteroides
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24-metilen-cicloartanol, estigmasterol y [-sitosterol; los esteroides glicosilados 3-O-B-D-
glucosil-B-sitosterol y 3-O-B-D-glucosil-estigmasterol; un triterpeno poliinsaturado, escualeno;
los ésteres de glicerol, 1-palmitoilglicerol y triacilglicerol; una mezcla de hidrocarburos de cadena
larga; el aldehido nonacosanal; los &cidos grasos de cadena larga hentriacontanoico,
hexadecanoico y &cido heptadenoico; el éster metil heptadecanoato; el 4-metil-epi-quinato y dos
alcaloides inddlicos, N, N-dimetiltriptamina (DMT) y N-metiltriptamina (Soares et al. 2017: pp. 930-
932).

3.3 Obtencidn del extracto total de alcaloides

El carécter basico de los alcaloides permite su aislamiento a partir de cambios de pH. Este tipo de
metabolitos secundarios se encuentra en forma de sales solubles en las plantas debido a la
protonacion del &tomo de nitrogeno (Linskens y Ferdinand, 1994: p.2), este comportamiento permite
que solventes polares como el metanol sean capaces de solubilizar a estos componentes tanto en

forma de base libre como sal, razén por la gque se empled metanol como solvente de extraccion.

Tabla 3-3: Rendimiento de la extraccion de alcaloides totales de P. viridis

Material Peso de la Solvente de Extracto total de Rendimiento
muestra vegetal o, .
vegetal extraccién alcaloides (mg) (%)
seca (g)
Hojas de P. 50 Metanol 500 mL 387 0.77
viridis

* Se realizaron 2 extracciones consecutivas.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

La fraccion alcaloidal que se obtuvo a partir de las hojas de P. viridis se encuentra en forma de
base libre que es soluble Unicamente en solventes organicos, con un rendimiento de 0.77% del
material seco. El rendimiento obtenido supera a lo reportado por Callaway et al. (2005; pp. 146-150)
que sugiere un contenido de alcaloides que oscila entre 0.1 a 0.66 %. Sin embargo, se encuentra
por debajo del 4.6% de alcaloides obtenidos de especimenes de la Amazonia del Norte de Brasil.
En general, esta variacion puede deberse a factores medioambientales como: estacionalidad,
altitud, latitud y tipo de bioma que influyen en la produccion de alcaloides por parte de esta

especie vegetal (Cavalcante et al. 2018: p. 1250).
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3.4. Cromatografia en capa fina (TLC)

El uso de técnicas cromatograficas posee amplias aplicaciones en el campo de Productos
Naturales, dado que permite la separacion e identificacion presuntiva de compuestos en muestras

desconocidas.

Tabla 4-3. Posible compuesto identificado en el extracto de ATPV mediante TLC

Extracto Fase movil Drm Dr Rf Posible
(€cmy (€cmy compuesto
identificado

Extracto de
alcaloides totales  Cloroformo/Trietilamina 42 2184 052 Dimetiltriptamina
de hojas de P. /Metanol (6:0.5:0.6) ' ' ' (DMT)
viridis
ATPV: Alcaloides totales de Psychotria viridis; DFm: Distancia recorrida por la fase movil; Dr: Distancia recorrida

por el soluto; Rf: Factor de retardo

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

El eluyente seleccionado, en base a su aplicacién en investigaciones publicadas preliminarmente
para la evaluacién del contenido de DMT en plantas comercializadas en Brasil, Pert y Hawai bajo
el nombre de “Psychotria viridis”; permitio la deteccion en la muestra en estudio de un compuesto
con un Rf de 0.52, el cual podria corresponder a DMT. Cabe indicar que fue el Unico compuesto
visualmente detectable sobre la placa cromatografica posterior al desarrollo de la misma,

constituyéndose en el potencial marcador fitoquimico del extracto alcaloidal total.

Esta hipdtesis puede ser fundamentada en la investigacion de Rivier y Lindgren (1972, pp. 110-115)
que indica la presencia de 99% de DMT Yy trazas de N-monometiltriptamina en hojas de P. viridis
colectadas en el suroeste de la Amazonia peruana, que evidencia la riqueza de esta especie en

alcaloides tipo triptamina.
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3.5. Ensayos autogréaficos

3.5.1 Captacion de DPPH*

Tabla 5-3: Capacidad captadora de DPPH* de acido ascorbico y ATPV
Areas calculadas con el programa GelAnalyzer

Cantidad, ng Acido ascorbico Alcaloides totales de P.viridis
1 680 22

5 2379 187

10 2729 490

50 5332 2623

100 5874 3647

ATPV: Alcaloides totales de Psychotria viridis
Los valores representan las &reas de inhibicion calculadas mediante el programa GelAnalyzer en unidades arbitrarias

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Graéfico 1-3: Areas de captacion de DDPH* vs concentracion de &cido ascorbico
y ATPV

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

En relacion a los resultados obtenidos de la prueba autografica para la evaluacion de la actividad
captadora del radical DPPH*, se pudo observar un comportamiento directamente proporcional
entre la cantidad de sustancia (tanto para el control positivo, como para la muestra ensayada) con
respecto a la capacidad de captacion de DPPH*. Las &reas encontradas para el control y la muestra
exhiben una pronunciada actividad, siendo superior la sustancia control (acido ascorbico). Para
encontrar una relacion que permita una comparacion méas robusta resultd necesario realizar el

ensayo en microplaca en multiples concentraciones, que se exponen en la seccion 3.6.
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3.5.2 Sistema Riboflavina/Luz/NBT

Tabla 6-3: Captacion de O modelo Riboflavina/Luz/NBT de taxifolinay ATPV

Areas calculadas con el programa Gel-analyzer

Cantidad, pg Taxifolina Alcaloides totales p.viridis
1 146 0

5 200 582

10 1959 2174

50 5959 5497

100 6337 6288

ATPV: Alcaloides totales de Psychotria viridis

Los valores representan las areas de inhibicién calculadas mediante el programa GelAnalyzeren unidades arbitrarias.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Gréfico 2-3: Areas de captacion de 05~ vs concentracion de taxifolinay ATPV.
Modelo Ba/luz/NBT

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

Respecto a los resultados alcanzados en la prueba autografica para la evaluacion de la actividad
captadora de radical superoxido (modelo B,/Luz/NBT), se registr6 una relaciéon directamente
proporcional entre la cantidad de sustancia (tanto para el control positivo, como para la muestra
ensayada) con respecto a la capacidad de captacion de radical superoxido. Las areas encontradas
para el control y la muestra exhiben una pronunciada actividad, siendo comparables entre si.
Posteriormente, se realizé el ensayo en microplaca a varios niveles de concentracion, el cual
permitid la determinacion del ICso tanto del control positivo como de la sustancia problema,

resultados que se describen en la seccion 3.6.
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3.5.3 Sistema NADH/PMS/NBT

Tabla 7-3: Captacion de O~ modelo NADH/PMS/NBT de taxifolinay ATPV
Areas calculadas con el programa Gel-analyzer

Cantidad, pg

Taxifolina Alcaloides totales P.viridis
1 43 834
5 1594 2332
10 2129 2872
50 6534 5169
100 8310 6886

ATPV: Alcaloides totales de Psychotria viridis

Los valores representan las areas de inhibicion calculadas mediante el programa GelAnalyzeren unidades
arbitrarias.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Gréfico 3-3: Areas de captacion de 03~ vs concentracion de taxifolina y ATPV. Modelo
NADH/PMS/NBT

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

A partir de los resultados obtenidos en la prueba autogréfica para la evaluacion de actividad
captadora de radical superoxido (modelo NADH/PMS/NBT), se observd una tendencia
directamente proporcional entre la cantidad de sustancia (tanto para el control positivo, como para
la muestra ensayada) con respecto a la capacidad de captacion de radical superoxido. Las areas
encontradas para el control y la muestra muestran una actividad acentuada, siendo ligeramente
superior la perteneciente al control positivo. De forma subsecuente, se llevo a cabo el ensayo en
microplaca con varios niveles de concentracion, mediante el cual se pudo determinar la 1Cs tanto

del control positivo como de la sustancia problema, resultados que se describen en la seccién 3.6.
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3.5.4 Inhibicidn de xantina oxidasa (XO)

Tabla 8-3: Resultados de inhibicion de XO de alopurinol y ATPV

Areas calculadas con el programa GelAnalyzer

Cantidad, pg Alopurinol Alcaloides totales P.viridis
1 454 440
5 1561 653
10 2245 855
50 3025 1034
100 4554 1318

ATPV: alcaloides totales de P. viridis
Los valores representan las areas de inhibicion calculadas mediante el programa GelAnalyzeren unidades

arbitrarias.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

5000
4500
4000
3500
3000
2500

2000
1500
1000
= N EF
o HEES BEES =TS .S
5 10 50

1

Areas GelAnalyzer

100
Cantidad (jg)

H Alopurinol B Extracto de Alcaloides de P. viridis

Graéfico 4-3: Areas de inhibicion de xantina oxidasa vs concentracion de alopurinol y
ATPV. Sistema XO/xantina/NBT.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

La prueba autogréfica de inhibicion de xantina oxidasa muestra que, el alopurinol como control
positivo tiene una actividad muy superior a la del extracto alcaloidal de P. viridis. Sin embargo,
a la luz de la magnitud de los resultados en las pruebas autogréficas preliminares, tanto de
captacion de DPPH* como de radical superdxido; hacen sospechar que la actividad de los
alcaloides de P. viridis se debe preponderantemente a su potencial antioxidante (captador de

radicales libres), mas no a su capacidad inhibitoria sobre esta enzima.
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3.6. Cuantificacion de actividad biol6gica

La cuantificacion de potencial inhibitorio sobre DPPH*, radical super6xido y xantina oxidasa se
realizd en microplaca por espectrofotometria. Las microplacas son ampliamente utilizadas en las
ciencias bioldgicas y quimicas debido a sus dimensiones estandarizadas que las hacen ideales
para la automatizacién y a sus volimenes de muestra relativamente pequefios que brindan ventajas

en términos de uso de reactivos, costo y velocidad (Hermanson, 2013, p. 142).

3.6.1 Captacion de DPPH*

Tabla 9-3: Capacidad captadora de radical libre DPPH* de &cido ascorbico

Concentracion, pg/mL Captacion de radical libre, %
0.25 6.90+0.842
0.50 17.27+1.06
1.50 34.60+1.01
2.50 47.23+0.81°
3.50 67.69+0.26
5.00 85.85+0.31

ICso = 1.92+0.057

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3,
ab Valores sin diferencia significativa acido ascorbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis, ANOVA.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

1st Serie
Logit Regression
R =0.9477
ECso=1.92 (1.3552.75)

24 35 4.8

Gréfico 5-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del ICs de acido
ascorbico

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

54



Tabla 10-3: Capacidad captadora DPPH* del extracto de ATPV

Concentracion, pg/mL Captacion de radical libre, %
0.025 2.46+0.59
0.05 4.06£0.85
0.25 6.89+0.462
0.5 12.98+0.53
25 47.97+0.85°
12.5 81.61+0.65

ICsp = 3.02+0.051

ATPV: alcaloides brutos de P.viridis
Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
a.b valores sin diferencia significativa acido ascorbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis, ANOVA.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Gréfico 6-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del 1Cso del extracto de
alcaloides brutos de P. viridis

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

En correspondencia al ensayo de DPPH*, el valor de ICs, para el control positivo (&cido
ascorbico) es menor al de los alcaloides brutos de P. viridis, lo que implica que el acido ascorbico
tiene una mayor capacidad de captacion de radical libre DPPH* con respecto a los ATPV.
También se determind que a concentraciones de 0.25 y 2.5 pg/mL no existe diferencia

significativa entre &cido ascorbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis.

3.6.2 Sistema Riboflavina/Luz/NBT

Tabla 11-3: Capacidad captadora de radical superdxido de acido ascorbico

Concentracion, pg/mL Captacion de radical superéxido, %
0.20 9.33+3.35
0.40 14.66+1.11
1.00 30.11+£1.94
2.00 51.39+1.522
4.00 67.40£2.63

1Cs0 = 2.03+0.026
Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
2 Valores sin diferencia significativa 4cido ascérbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis, ANOVA.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Logit Regression
R = 0.95937
ECs=2.03 (1.72=2.41)

24 3.2 4

Grafico 7-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del I1Cso de acido
ascorbico

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

Tabla 12-3: Capacidad captadora de radical superdxido del extracto de ATPV

Concentracion, pg/mL Captacidn de radical superoxido, %
0.25 23.48+2.04
0.50 38.09+1.17
1.00 50.99+2.152
3.00 73.16+0.74
5.00 80.99+0.79

ICs0 = 0.94+0.064

ATPV: alcaloides brutos de Psychotria viridis
Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
2 Valores sin diferencia significativa acido ascorbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis, ANOVA.

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

15t Serie
Logit Regression

R = 09985
ECs=0.94 (0.88+1)

2.4 3.6 4.8

Graéfico 8-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del I1Cso del extracto de
alcaloides brutos de P. viridis

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

En relacion al ensayo de captacion de radical superoxido a través del sistema
Riboflavina/Luz/NBT, el valor de ICs para el &cido ascérbico (control positivo) es mayor al de
los alcaloides brutos de P. viridis, lo que quiere decir que los ATPV tienen una mayor capacidad
de captacion de O" con respecto al &cido ascorbico. También, se determind que a la concentracion
de 1 pg/mL no existe diferencia significativa entre acido ascorbico y alcaloides brutos de

Psychotria viridis.
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3.6.3 Sistema NADH/PMS/NBT

Tabla 13-3: Capacidad captadora de radical superéxido de &cido galico

Concentracion, pg/mL Captacion de radical superdxido, %
8.00 19.58+0.87°¢
12.00 28.89+2.41°
16.0 38.77+2.13
32.0 63.17+0.582
48.0 72.68+0.46

1Cs0 = 22.61+0.78

*Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
a.b.¢ valores sin diferencia significativa acido ascorbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis, ANOVA.
Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Gréfico 9-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del 1Cs de acido gélico

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

Tabla 14-3: Capacidad captadora de radical superéxido del extracto de ATPV

Concentracion, pg/mL Captacidon de radical superdxido, %
4.00 6.89+0.66
8.00 20.33+1.82°
12.0 28.75+0.72°
16.0 59.08+2.282
32.0 78.30+0.64

ICso = 16.01+0.14

ATPV: Alcaloides brutos de Psychotria viridis
*Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

a.b,¢ valores sin diferencia significativa acido ascorbico v.s. alcaloides brutos de Psychotria viridis, ANOVA.
Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Grafico 10-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del 1Cso del extracto de
alcaloides brutos de P. viridis

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.

En referencia al ensayo de captacion de radical superoxido a través del sistema
NADH/PMS/NBT, el valor de ICsy para el acido galico (control positivo) es menor al de los
alcaloides brutos de P. viridis, es decir que los ATPV tienen una mayor capacidad de captacion
de O con respecto al acido galico. También, se determiné que a las concentraciones de 8 y 12
pug/mL no existen diferencias significativas entre &cido galico y alcaloides brutos de Psychotria

viridis.

3.6.4 Inhibicién de xantina oxidasa (XO)

Tabla 15-3: Inhibicion de xantina-oxidasa de alopurinol

Concentraciéon, pg/mL Captacion de radical libre, %
0.20 13.45%0.38
0.40 30.24+0.87
0.60 44.33+0.59
0.80 59.91+0.71
1.00 71.74+0.54

ICs0 = 0.628+0.067

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3,

¥ istSerie -

" Logit Regression

R =0.52885

ECeo= 0.63 (0.51<0.79)

Gréfico 11-3: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion del I1Cso de alopurinol

Realizado por: Reyes, Cinthya, 2019.
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Aunque el extracto de P. viridis, aparentemente presenta cierto nivel de actividad inhibitoria sobre
XO en autografia, resulta destacable que las cantidades de alcaloide bruto, a las cuales se puede
verificar un efecto apreciable, no pueden ser alcanzadas en disolucién debido a la imposibilidad
de solubilizar los alcaloides totales; ain con el uso de DMSO a la méxima concentracion
permitida (0.25% v/v; concentracion a la que no existen afectaciones sobre la actividad
enzimatica). Por lo anteriormente expuesto, aunque se realizaron sendos ensayos, no se pudo
verificar actividad inhibitoria apreciable de los alcaloides totales de P. viridis sobre xantina-
oxidasa segun el protocolo en microplaca. Por su parte, se logré determinar que el ICso del

alopurinol corrresponde a 0.628+0.067 pg/mL, dato que se correlaciona con estudios anteriores

(Kapoor y Saxena, 2014: p. 9)

3.7 Discusion

Los resultados expuestos tanto en autografia como microplaca demuestran un significativo
potencial antioxidante por parte de la fraccion alcaloidal de P. viridis, cuyo principal componente
se presume es DMT. La DMT es un alcaloide aminoinddlico, cuya estructura se caracteriza por
la alta reactividad del anillo aromatico con ROS, lo que permite que esta indolamina funcione
facilmente como donante de electrones, a través de la formacién de radicales melatoninilo, o

mediante una adicién de radicales electrofilicos en la posicion C-3 (Estevdo et al. 2010: p. 4870).

Se han llevado a cabo diversos estudios con respecto al perfil antioxidante de compuestos de tipo
triptamina como serotonina  (5-hidroxitriptamina; 5-HT) y melatonina (N-acetil5-
metoxitriptamina). De acuerdo con los estudios in silico de Bentz et al., (2018: p. 6387), la estructura
aminoindol de las triptaminas, les confiere una actividad antioxidante intrinseca que permite el
desarrollo de moléculas mucho mas activas. Sin embargo, dichos estudios se enfocan Unicamente
en la captacion de radical hidroxilo y peroxilo; sin tomar en cuenta a otro tipo de ROS como los

radicales superéxido.

La literatura no reporta ningun estudio especifico sobre la actividad antioxidante de DMT. En
general, se sabe que las triptaminas podrian tener una notable actividad captadora de radicales
debido a la presencia del &tomo de nitrégeno del anillo de indol que da lugar a tres mecanismos:
formacion de aductos radicales, transferencia de un solo electron y transferencia de 4&tomos de

hidrégeno (Bentz et al. 2018: p. 6386).
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En 2010, Estevao y sus colaboradores realizaron la determinacién de la actividad antioxidante de
derivados inddlicos por sintesis orgénica, en donde se utiliz6 el esqueleto de DMT cuyos grupos
metilo fueron sustituidos por hidrégeno. Los resultados para captacion de radical superdxido
fueron totalmente desvaforables, lo que parece indicar que los grupos metilo tienen vital

importancia en el desarrollo de la reaccion.

De acuerdo con la bibliografia analizada, el potencial antioxidante de las triptaminas esta
confirmado al igual que las betacarbolinas presentes en la "ayahuasca” lo que podria explicar la
longevidad de los indigenas amazdnicos que la consumen. Esta aseveracion, esté sutentada en el
estudio realizado por Correa-Netto etal. (2017:p. 5), quienes evaluaron la influencia de la
exposicion cronica a la ayahuasca durante el envejecimiento en ratones, determinando que la
ayahuasca no altera ninguno de los parametros ponderados en el estudio con respecto al
envejecimiento, lo cual indic6 que el consumo crénico de ayahuasca no afecta la memoria ni la

orientacion espacial de los individuos sometidos al ensayo.

Con respecto a la inhibicién enzimética, a pesar de que algunas investigaciones sugieren que el
anillo inddlico da lugar a potentes inhibidores de xantina oxidasa (Song et al. 2015: p. 1), se pudo
comprobar que no es el caso de DMT per sé. Sin embargo, se podrian realizar estudios posteriores
de farmacomodulacion tomando como base el esqueleto de DMT, de manera que se puedan
encontrar derivados que exhiban inhibicion sobre xantina oxidasa, ademas de que sea posible la

elucidacion de los grupos necesarios en la estructura para llegar a la consecusion del farmacéforo.

Finalmente, el uso de taxifolina, acido ascorbico y acido galico como compuestos de referencia
se justifica por su potencial inhibitorio sobre xantina oxidasa (taxifolina) y capacidad captadora
de radicale libres (acido ascérbico y &cido galico) pronunciados y su amplia aplicacion como
compuestos de referencia en este sentido en investigaciones peliminares (Mandal et al., 2011;
Ramallo et al., 2006; Yang et al., 2016).

60



CONCLUSIONES

1. Mediante la aplicacion de técnicas autograficas se pudo determinar que la fraccion
alcaloidal aislada a partir de Psychotria viridis posee una actividad captadora de radical
superoxido  significativa, = mediante  la  aplicacion de los  modelos
RIBOFLAVINA/LUZ/NBT y NADH/PMS/NBT; sin embargo, no exhibe actividad
inhibitoria sobre XO.

2. Unavez ejecutado el control de calidad de las hojas de Psychotria viridis, utilizadas como
materia prima vegetal en esta investigacion, se pudo establecer un nivel adecuado de
idoneidad de la misma, en términos de cumplimiento de los limites establecidos para los

parametros de humedad, cenizas totales, solubles en agua e insolubles en 4cido.

3. El screening fitoquimico de las hojas de Psychotria viridis indic6 la presencia de
metabolitos secundarios representativos, principalmente: alcaloides, flavonoides,
taninos, quinonas, coumarinas, terpenoides y esteroides, asi como mucilagos, principios

amargos y azucares.

4. Luego de llevar a cabo el aislamiento de la fraccion alcaloidal de Psychotria viridis
mediante extracciones liquido-liquido, se obtuvo un rendimiento de 0.77% de alcaloides

totales.

5. No fue posible determinar la concentracion media inhibitoria IC50 de la fraccién
alcaloidal aislada a partir de Psychotria viridis sobre XO, dado que a las concentraciones

ensayadas no se detect6 actividad significativa.

6. Se logro diferenciar el caracter captador de radical superdxido de la fraccion alcaloidal
de Psychotria viridis, asi como su comportamiento como agente antioxidante a traves de
la generacion no enzimética de superoxido y el ensayo de DPPH, con valores de 1Cs de
0.94+0.064 pg/mL y 16.01+0.14 pg/mL en los sistemas B2/LUZ/NBT vy
NADH/PMS/NBT, respectivamente; y 3.02+0.051 pug/mL para la captacion de DPPH*.
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RECOMENDACIONES

Dado el significativo potencial antioxidante de DMT, se recomienda realizar estudios in vivo que
consoliden dicha actividad bioldgica y permitan su aplicacién en la industria alimentaria y

farmacéutica.

Puesto gue los ensayos del presente estudio se realizaron con el extracto de alcaloides totales de
P. viridis, se recomienda realizarlos con alcaloides aislados a través de técnicas cromatogréaficas

adecuadas.

Se recomienda el estudio del potencial inhibitorio sobre XO y captacién de radicales libres de la
fraccion total y flavonica de hojas y frutos de Psychotria viridis en vista de la gran diversidad de

componentes fitoquimicos que presentan otras especies del mismo género.
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GLOSARIO

Abreviaturas

05 Radical superoxido

°C Grados Celsius

Mg Microgramo

pL Microlitro

AADC Descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
ATPV Alcaloides totales de Psychotria viridis

B2 Riboflavina

BHE Barrera Hematoencefalica

cm Centimetro

COPCORD  Programa Orientado a la Comunidad para el Control de las Enfermedades

Reumaticas
DMSO Dimetilsulféxido
DMT Dimetiltriptamina
DPPH* 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EMA Agencia Europea de Medicamentos
H.0; Perdxido de hidrégeno
HUA Hiperuricemia
HUA Hiperuricemia
I1Cso Concentracion inhibitoria media
INMT indol-N-metiltransferasa

m Metro



MIAs

mL

mM

NADH

NBT

NMT

OMS

PBS

PMS

PUCE

Rf

ROS

SAM

SNC

SOD

SSJ

TA

THH

TLC

XO

XOR

Alcaloides indol monoterpénicos
Mililitro

Milimolar

Nicotin adenin dinucle6tido reducido
Nitroazul de tetrazolio
N-metiltriptamina

Organizacion Mundial de la Salud
Buffer fosfato salino

Metosulfato de fenazina

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
Factor de retardo

Especies reactivas de oxigeno
S-adenosil-metionina

Sistema Nervioso Central
Superéxido dismutasa

Sindrome de Stevens Johnson
Triptamina

Tetrahidroharmina

Cromatografia en capa delgada
Xantina oxidasa

Xantina Oxidorreductasa



Términos

Autografia: Analisis que fusiona la cromatografia plana y el método de deteccién bioldgica. Es
una técnica eficaz y econdmica para el andlisis quimico de extractos vegetales para identificar

moléculas con actividad farmacoldgica (Dewanjee et al. 2015: p 75).

Alcaloide: Compuesto organico ciclico que contiene nitrégeno en estado de oxidacion negativo,
caracteristica que le confiere basicidad. En forma general, los alcaloides derivan

biosintéticamente de aminoacidos como: fenilalanina, tirosina, triptéfano, ornitina y lisina
(Wieczorek et al., 2015: p. 133).

Antioxidante: Sustancias de origen natural o sintético que inhibe o retrasa la oxidacion de
moléculas bioldgicamente relevantes, mediante captacién especifica de radicales libres o

guelacion de metales (Floray Mittal, 2015: p. 608).

Cromatografia en capa delgada (TLC): Método analitico de separacién de compuestos sobre
un soporte revestido por una capa adsorbente (fase estacionaria) que generalmente es silica gel,
sobre la cual se colocan las muestras para su posterior elucién con un disolvente o una mezcla de
disolventes (fase movil) dentro de una cdmara hermética. La muestra viaja a través de la placa en
funcion de las propiedades quimicas y fisicas de los analitos presentes en la muestra. Los analitos
se detectan e identifican en funcion de su migracion relativa'y su reaccion de color a los reactivos

de derivatizacion cromogénicos o la capacidad de absorber la luz ultravioleta (Guy, 2007, pp. 1-2).

DPPH*: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, radical libre estable gracias a la deslocalizacién de uno de

sus electrones, hecho que impide su dimerizacién y lo diferencia de otros radicales libres (Kedare
y Singh, 2011: p.1).

Espectrofotometria: Método analitico que mide las propiedades de absorbancia o transmision

de un material o sustancia en funcion de la longitud de onda (Myers, 2019, p. 18; )



Formazén: Compuestos obtenidos a partir de la reduccion de sales de tetrazolio, poseen colores
intensos, que van desde el rojo cereza hasta un puarpura intenso debido a cadenas de a&tomos -N =
NC = N-NH (Nineham, 1955, p. 257). Generalmente se trata de sustancias sélidas con un punto de

fusién relativamente bajo a pesar del gran tamafio de las moléculas (Senoz, et al., 2012: pp. 295-298).

Longitud de onda: Distancia que separa dos crestas de una onda electromagnética. Su simbolo

es A (Daley, 2013, p. 216).

Absorbancia: Conocida también como densidad dptica, extincion o absorbancia decadica, Es una
medida de la cantidad de luz absorbida por una muestra mediante espectrometria, particularmente
para analisis cuantitativos. Las unidades tipicas de absorbancia se denominan "unidades de

absorbancia", que tienen la abreviatura AU y no tienen dimension (Daley, 2013, p. 216).

Concentracion inhibitoria media (1Csp): Concentracion de una sustancia o mezcla de sustancias

que se requiere para inhibir una actividad bioldgica en un 50% (Brody, 2018, p. 328).

Hiperuricemia: Estado fisiologico en el que el &cido Urico tiene un valor superior a 7,0 mg/dL

en hombres y superior a 5,7 mg/dL en mujeres (Bardin y Richette: 2014, p. 188).

Radical libre: Cualquier especie molecular que contiene un electrén no apareado en un orbital

atomico, capaz de existir de forma independiente (Lobo et al., 2010: p. 118).

Radical scavenger: Cualquier sustancia que ayude a proteger las células del dafio causado por los

radicales libres producidos durante el metabolismo celular (National Cancer Institute USA, 2018)

Radical superoxido: Compuesto altamente reactivo producido cuando el oxigeno es reducido

por un solo electrdn, y que puede generarse durante la funcién catalitica normal de varias enzimas
(Whaley-Connell et al., 2012: p. 1322).



Metosulfato de fenazina: Sustancia quimica usada como un portador de electrones durante la

produccion de NADH o NADPH para la reduccion de compuestos susceptibles (Worsfold, et al.,
1977: p. 152).

Lector de microplacas: Equipo del tipo fotdmetro que mide la absorbancia en una gran variedad

de sustancias de aplicacion clinica y técnica (Thermo Scientific™ , 2019).

Microplaca 96 pocillos: Placa de poliestireno o vinilo, transparente a la radiacién ultravioleta
(UV) para dilucion en serie, almacenamiento y transferencia de microvoliumenes de muestras o
reactivos. Esta constituida por 96 pocillos distribuidos en 12 columnas y 8 filas con una capacidad

méaxima de 300uL cada uno. Tiene un uso extendido en las areas de enzimologia e inmunologia
(Thermo Scientific™ , 2019a).

NADH: Coenzima gue consiste en dos nucleétidos (adenina y nicotidamida) unidos a través de

grupos 5'-fosfato. Corresponde a la forma reducida de NAD+ (Belenky, et al., 2007: p. 54).

Nitrazul de tetrazolio (NBT): Sal organica de cloro del tipo ditetrazolio, utilizado ampliamente
en la deteccion histoquimica de la actividad deshidrogenasa, y como indicador redox en

combinacion con métodos indigogénicos (Stockert et al., 2018: p. 2).

Riboflavina: Conocida también como vitamina B2. Es un compuesto hidrosoluble sintetizado
por algunas plantas y bacterias; precursor del dinucledtido flavin-adenina (FAD) y del
mononucleétido de flavina (FMN), que actian como cofactores en diferentes reacciones
metabolicas. La deficiencia de vitamina B2 causa enfermedades cardiovasculares, anemia, cancer

y muchos trastornos neuroldgicos y del desarrollo (Ghosh et al., 2019: p. 201).
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ANEXOS

ANEXO A: Recoleccién del material vegetal de Psychotria viridis

Arbusto de Psychotria viridis en estado de fructificacién. Finca Amiruka Napo, Tena.

ANEXO B: Control de calidad de las hojas secas de Psychotria viridis

Hojas desecadas y pulverizadas de Psychotria

viridis

Filtracion de cenizas totales para obtener Filtracion de cenizas totales para obtener

cenizas solubles en agua cenizas insolubles en &cido



ANEXO C: Tamizaje fitoquimico de los extractos

Reacciones de identificacion del extracto Reacciones de identificacion del extracto

etéreo etanolico

Reacciones de identificacion del extracto acuoso

ANEXO D: Extraccion de alcaloides de hojas de Psychotria viridis

Concentracién del extracto bruto de alcaloides en Extracto total seco de alcaloides de

rotavapor por presion reducida a 50°C Psychotria viridis

Reaccion de Draggendorf del extracto de alcaloides
totales de Psychotria viridis reconstituido con HCI 0.1N



ANEXO E: Ensayos autograficos

°c 00 Q@

Ensayo de DPPH*; P. viridis (arriba), &cido Sistema B2/LUZ/NBT; P. viridis (arriba),
ascorbico (abajo) taxifolina (abajo)

Sistema NADH/PMS/NBT:; P. viridis Sistema Xantina oxidasa/Xantina/NBT; P.
(arriba), taxifolina (abajo) viridis (arriba), alopurinol (abajo)

ANEXO F: Ensayos en microplaca

Ens%yo DPPH*. Extracto total de Sistema B2/LUZ/NBT. Extracto total de
alcaloides de P. viridis alcaloides de P. viridis

SN N X - A A

AN N

Sistema NADH/PMS/NBT Lector de microplacas Thermo Scientific™




ANEXO G: Guia de movilizacion de especimenes de Flora y Fauna para Psychotria viridis

L AMBIENTE

GUIA DE MOVLIZACION DE £SPECIMENES DE FLORA Y
FAUNA SILVESTRE
Nro. 75-08-2019-VS-DPAN-MAF.
Fecha de emision: 01 de Agosto de 2019

Fecha de movilizacién: 02 Agosio de 2019 Vilido hasta: 02 Agosto de 2019 Hora: 23H00

La Direccion Provincial del Ambiente de Napo  Autoriza a Dicgo Vinueza con CI 0603187154 inv estigador
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo a la movilizacién de especimenes de Fauna ().
Flora ( X ) desde: El eantones Tena, provincia de Napo hacia: La ciudad de Riobamba. Al Herbario de

La Escucla Superior Politeenica de Chimborazo ESPOCH, provincia de Chimborazo, Panamericana Sur Km 1.5
de acuerdo al siguiente detalle:

DESCRIPCION DEL ESPECIMENO
NOMERECIENTIHCO | NOMERE COMUN | D5 PELESFECMEEN O

PARTE CONSTITUTIVA ot CARTIOND
Especie vegetal de |a familia
|Rubiaceae. hojas o muestras 1
Psychatriu viridis Por idantificar baotd M de hojas secas
TOTAL 1

Observaciones:

Los especimencs o elementos constitutivos se movilizaran en:

Vehiculo: Chevrolet Aveo RUC: X Placa: TBI 1239
Conductor: Gustavo Diaz C.I. 1801706639

Los especimenes van en calidad de:
Traslado al centro de manejo () Nombre del centro de manejo:...............................

Comercio () Nombre del centro de manejo

Investigacion ( X) Nombre de la Investigacion: ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN
EL ECUADOR, ECOLOGIA, C SERVACION Y SU POTENCIAL USO

SOSTENIBLE, convenio marco MAE-DNB-CM-2018-0086
Firma de responsabilidad: /

lng.':- los Rivadeneyra
Director Provincial del Ambiente Napa

Firma del beneficiario
J.O.
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