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Resumen

Banisteriopsis caapi, planta tradicionalmente empleada para la preparacion de la bebida
“Ayahuasca”, posee B-carbolinas en sus estructuras vegetativas, alcaloides con propiedades

bioldgicas interesantes: antimicrobianas, antifungicas, antiparasitarias, anticancerigenas.

El objetivo de la investigacion estuvo orientado a la busqueda de un método de extraccion de
B-carbolinas de Banisteriopsis caapi que garantice el maximo rendimiento y pureza en el
extracto y que sea reproducible a nivel de laboratorio. Para lograrlo se evaluaron diferentes
técnicas de extraccion: maceracion, decoccion, Soxhlet, variacion de solventes y la utilizacion
de diferentes partes de la planta. El mejor método para futuras extracciones incluye:
granulometria fina, maceracion en metanol como método de extraccion solido — liquido y

cloroformo como solvente de extraccion liquido — liquido.

Una vez obtenido el extracto se analiz6 su pureza y concentracion, resultando adecuadas para
los tratamientos que se buscaba probar. La composicion quimica del extracto se evaluo a nivel
cualitativo y cuantitativo a partir de estandares de referencia de los alcaloides mas importantes
entre las B-carbolinas de B. caapi. Para comprobar la presencia de los alcaloides esperados se
analiz6 el extracto a través de espectroscopia y cromatografia liquida de alta eficiencia en fase
reversa (HPLC). El extracto de B. caapi, presentd una pureza adecuada y una concentracion

elevada de las B — carbolinas de interés para este proyecto.

Posteriormente se realiz6 una primera evaluacion de sus efectos biologicos en cultivos axénicos
de bacterias para comprobar su actividad antibacteriana, mediante antibiogramas, como

resultado se encontrd que el extracto tiene actividad biologica contra bacterias.

Palabras clave: Ayahuasca, HPLC, Espectrofotometria, Alcaloides, IMAOs, Antibibtico,
Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli.
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Abstract

Banisteriopsis caapi, plant traditionally used for the preparation of “Ayahuasca” drink, has -
carbolines in its vegetative structures, alkaloids with interesting biological properties:

antimicrobial, antifungal, antiparasitic, anticancer.

The objective was searching for a method of extraction of B-carbolines from Banisteriopsis
caapi that guarantees maximum performance and purity in the extract and that is reproducible
at laboratory level. To achieve this, different extraction techniques were evaluated: maceration,
decoction, Soxhlet, solvent variation and the use of different parts of the plant. The best method
for future extractions includes: fine granulometry, maceration in methanol as a solid-liquid

extraction method and chloroform as a liquid-liquid extraction solvent.

Once the extract was obtained, its purity and concentration, suitable for the treatments to be
tested, were analyzed. The chemical composition of the extract was evaluated qualitatively and
quantitatively based on reference standards of the most important alkaloids among the B.-
carbolines of B. caapi. To verify the presence of the expected alkaloids, the extract was
analyzed by spectroscopy and high efficiency liquid chromatography in reverse phase (HPLC).
The extract of B. caapi, presented an adequate purity and a high concentration of the B-

carbolines of interest for this project.

Subsequently, a first evaluation of its biological effects in axenic cultures of bacteria was
performed to check its antibacterial activity, by antibiograms, as a result we found that the

extract has biological activity against bacteria.

Keywords: Ayahuasca, HPLC, Spectrophotometry, Alkaloids, MAOIs, Antibiotic,

Pseudomonas aeruginosa, Echerichia coli.
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1. INTRODUCCION

La medicina se caracteriza por la busqueda constante de nuevos principios activos y
farmacos para tratar enfermedades que no tienen cura, o cuyo tratamiento no ofrece buenos
resultados. Dos ambitos son de particular interés: la busqueda de quimioterapias contra los
distintos tipos de cancer, mas efectivas y con menos efectos adversos; y la lucha contra uno
de los problemas de salud més importantes al que nos enfrentamos en el siglo XXI, la
resistencia a antibidticos. Como lo indica O’Neill en 2016, la Organizacion Mundial de la
Salud predijo que para el afio 2050 la resistencia a antibidticos serd la causa del fallecimiento
de alrededor de 10 millones de personas al afio (O’Neill, 2016). Asi mismo, en Ecuador, las
investigaciones sobre enfermedades infecciosas desatendidas, tanto bacterianas como viricas
o provocadas por pardasitos, representan una de las prioridades de investigacion para el

Ministerio de Salud Publica debido a su alta incidencia y prevalencia (MSP Ecuador, 2016).

La gran biodiversidad de flora ecuatoriana y el conocimiento ancestral en cuanto al uso
médico de las plantas, son oportunidades que pueden ser aprovechadas por los investigadores
de este pais, para el desarrollo de nuevos farmacos de origen natural, con una mayor efectividad
en el tratamiento de determinadas enfermedades (Malagon et al., 2016). De hecho, los derivados
(directos o indirectos) de plantas, hongos, liquenes y algas (Dias, Urban, & Roessner, 2012), o
productos del metabolismo de animales como secreciones corporales y excrementos,
componentes presentes en la sangre, nidos y capullos, invertebrados marinos y terrestres
pequetios (Costa-Neto, 2005), representan el 50% de la trepeutica moderna a nivel mundial
(Gurib-Fakim, 2006), asi como mas del 50% de los medicamentos aprobados para el
tratamiento del céncer desde 1981 a 2010 (Newman & Cragg, 2012). El uso de los

conocimientos ancestrales para el desarrollo de medicamentos ha ido aumentando debido a que
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el proceso de obtencion de farmacos de manera convencional requiere una gran inversion de

capital, e investigaciones que pueden llegar a ser muy costosas y largas (Pan et al., 2013).

1.1. Banisteriopsis caapi

La ayahuasca es una infusion tradicional indigena preparada en las regiones amazonicas
y andinas de América del Sur. Ayahuasca significa “soga de los espiritus” en quechua, de aya
(espiritu, muerto) y whaska (soga, cuerda), ya que segin la cosmovision de los pueblos
originarios que la emplean, esta bebida permite que el espiritu salga del cuerpo sin que éste
muera. Sus efectos entedgenos (que alteran la conciencia), son empleados con fines espirituales

en rituales dirigidos por chamanes (Guimardes & Santos, 2010).

En Ecuador esta infusion se prepara a partir de dos plantas, Banisteriopsis caapi
(Spruce ex Griseb.) y Psychotria viridis (Ruiz y Pav.), que actlian sinergisticamente para
producir los efectos psicotropicos propios de la bebida. Psychotria viridis es rica en N,N-
dimetiltriptamina (DMT), un compuesto psicodélico muy potente, a menudo llamado “la
molécula de Dios”, y Banisteriopsis caapi tiene altas cantidades de alcaloides del tipo [-
carbolinas que son necesarios para aumentar la vida media de DMT en el organismo, dando

tiempo a que se produzcan los efectos psicodélicos mencionados (Guimardes & Santos, 2010).

El DMT de P. viridis actia como antagonista en el Sistema Nervioso Central (SNC)
uniéndose al receptor de 5-hidroxitriptamina de serotonina, neurotransmisor al que se parece
estructuralmente, tal y como hacen drogas psicodélicas bien conocidas como el 4cido lisérgico
de dietilamida (LSD) o la psilocibina (Guimardes & Santos, 2010). Una vez que el DMT ha
ingresado al cuerpo de manera oral es rapidamente metabolizado por la monoaminooxidasa
(MAO) que se expresa en el tubo digestivo y el higado (Dennis J. McKenna, 2004). Por esta

razon, la preparacion de la ayahuasca se realiza a partir de las dos plantas, ya que las f-
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carbolinas de B. caapi son inhibidores competitivos de MAO (IMAOs) (Dennis J. McKenna,
Towers, & Abbott, 1984). Esta inhibicién favorece la regulacion de neurotransmisores del

tejido nervioso, lo que tendria un alto potencial farmacoldgico contra trastornos neuroldgicos,

incluido el Parkinson (Youdim, 2018).

Banisteriopsis caapi es una liana de la familia de las Malpiguidceas, con 92 especies
distribuidas a lo largo de América del Sur: Brasil, Colombia, Bolivia, Ecuador y Peru
(Mabberly, 1997). Esta planta ha suscitado un gran interés por su potencial terapéutico en los
ultimos tiempos, mas alla del campo de la psiquiatria. Su alto potencial estd dado por la baja
toxicidad que representa el uso de su extracto, y por las posibles sinergias que proporcionan
la gran variedad de § — carbolinas presentes y que se traducen en una farmacologia compleja.
De hecho, se han descrito los posibles efectos antibacterianos, antifingicos, antiprotozooarios,
antioxidantes, antitumorales, antimutagénicos y citotdxicos (Cao, Peng, Wang, & Xu, 2007).
Asi también, se ha identificado su potencial para inducir la proliferaciéon de células-f3
pancredticas tanto in vitro como in vivo lo que seria de enorme interés para el posible
tratamiento de la diabetes tipo I y II (Shirakawa & Kulkarni, 2016). De hecho, la diabetes de
tipo I, tiene una prevalencia creciente incluso en los paises en vias de desarrollo, asociada al
cambio de habitos de vida (sedentarismo y mala alimentacion) y sus complicaciones tienen
un impacto profundo en la Salud Publica de Ecuador como demuestra el hecho de que la
diabetes mellitus sea, por si misma, una de las Prioridades de Investigacion del Ministerio de
Salud Publica de Ecuador, y la unica enfermedad endodcrina incluida entre esas prioridades

(MSP Ecuador, 2013).

Las B-carbolinas encontrados en los distintos tejidos de B. caapi, son principalmente la
harmina y sus derivados, harmalina, harmol, harmalol, vasina y d-1,2,3,4 tetrahidroharmina

(THH) (Morales-Garcia et al., 2017). En estudios sobre la composicion alcaloidea de la planta
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mediante HPLC (high performance liquid chromatography), se ha encontrado que el porcentaje

mayoritario de las B-carbolinas presentes corresponde a la harmina seguido de la THH y la

harmalina. (Serrano-Duefias, 2001).

En la actualidad, se conocen varios métodos de extraccion de alcaloides en funcion de
las especies de plantas empleadas, o los tejidos de los que se obtienen los mismos. A pesar del
alto potencial terapéutico que el extracto de B. caapi podria llegar a tener, no existe un método
estandarizado ni comparativas exhaustivas de los distintos métodos en cuanto a rendimiento,
pureza y composicion. La evaluacion del método especifico de extraccidon es importante para
las siguientes fases de investigacion del proyecto “Evaluacion de los efectos bioldgicos de las
B - carbolinas de Banisteriopsis caapi en modelos celulares”. La reproducibilidad del método
asegurara resultados homogéneos cuando se evaluen los efectos antitumorales y antiparasitarios

en fases ulteriores de la investigacion, con poca variabilidad entre extractos e investigadores.

El objetivo de la presente investigacion, por tanto, es optimizar el método de extraccion
de B — carbolinas de Banisteriopsis caapi en cuanto al rendimiento y pureza, poniendo énfasis
también en la sencillez operativa, y teniendo en cuenta las limitaciones que la legislacion
ecuatoriana establece en relacion a los disolventes organicos y otros reactivos. La
caracterizacion molecular del extracto se realiz6 mediante HPLC de fase reversa. También se
ha planteado la evaluacion de su efecto antibacteriano, en dos bacterias gram (-) de interés

médico, como primera aproximacion a los efectos bioldgicos de las B — carbolinas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos y equipos.

Todos los disolventes, reactivos y material fungible y no fungible, asi como todos los

equipos menos el HPLC, fueron proporcionados por la UISEK (tablas 1y 2).

Tabla 1. Reactivos.

Nombre Férmula Casa comercial
Cloroformo CHCl; J. T. Baker

Acetato de etilo C4HsO2 Sigma

Metanol CH4O Fermont

Hidroéxido de potasio 100% KOH Merck

Cloruro de potasio 0,88% KCl J. T. Baker

Acido clorhidrico 2% HCI Merck

Sulfato de sodio Na2SOs BAKER ANALYZED
Cloruro de sodio 10% NaCl J. T. Baker

Peréxido de hidrogeno H>02 J. T. Baker
Cloranfenicol C11H12C12N20s MK

Estadar harmina Ci3Hi2N20 Sigma

Tabla 2. Equipos.

Nombre Modelo Marca

Licuadora Industrial Teko 40 L Teko

Refrigeradora Avant Indurama

Balanza analitica PA213 OHAUS

Plancha de calentamiento y agitacion HP88854105 Thermo SCIENTIFIC
Centrifuga XC-2450 Premiere

Bomba de vacio R-300 BOECO

pH-metro ORION STAR Al11 Thermo SCIENTIFIC
Espectrofotometro DR 5000 HACH

Rotavapor RE301 Yamato

Autoclave 25X-1 All American
Incubadora B12 Heraeus INSTRUMENTS
Cémara de luz UV 441203 uvitec
Ultracongelador vertical Serie NV FDM

HPLC Series 200 PerkinElmer
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El aparato de HPLC y las hojas y tallos de Bannisteriopsis caapi fueron proporcionados

por BIOX, contraparte en el proyecto de investigacion. Se nos proporciond material vegetal pre

molido y secado en condiciones controladas de humedad, temperatura y oscuridad.

Tabla 3. Medios de cultivo

Medio de cultivo

Composicién por litro

Agar Cetrimida

Agar EMB- Levine

Caldo nutritivo

Agar sangre base +
sangre

Bacto agar

Agar citrato de Simmons

Base agar urea

Medio SIM

Peptona pancreatica 20 g; cetrimida 0,3g; cloruro magnésico 1,4g; sulfato
dipotasico 10g; agar agar 13,6g; pH final 7,2 + 0,2.

Peptona 10g; lactosa 10g; fosfato dipotasico 2g; eosina 0,4g ; azul de
metileno 0,065g; agar 15¢g; pH final 7,1 £ 0,2.

Digerido peptoénico 5g; cloruro de sodio 5g; extracto de carne 1,5g; extracto
de levadura 1,5g; pH final 7,4 £0,2.

Digerido enzimatico de caseina 15g; digerido enzimatico de tejido animal 4g;
extracto de levadura 2g; cloruro de sodio 5g; agar 14g; sangre 3mL; pH 7,0 +
0,2.

Bacto agar 100%; pH final N/A.

Sulfato de magnesio 0,2g ; fosfato dipotasico 1g ; amonio dihidrogeno fosfato
lg ; citrato de sodio 2g ; cloruro de sodio 5g ; azul de bromotimol 0,08 g ;
agar 15g ; pH final 6,9 £ 0,2.

Urea 20g ; cloruro de sodio 5g ; fosfato de potasio 2g ; dextrosa 1g ; peptona
(gelatina) 1g ; rojo fenol 0,012 g ; pH final 6,8 + 0,2.

Caseina 20g; digerido enzimatico de tejido animal 6,1g; citrato férrico de
amonio 0,2g; tiosulfato de sodio 0,2g; agar 3,5g; pH final 7,3 £0,2.
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2.2. Métodos
2.2.1. Preparacion de materia prima (B. caapi)

Con la materia prima inicial, se realizd una segunda molienda de dos formas: manual
empleando tijeras, y mecanica empleando una licuadora industrial. La granulometria ha sido

uno de los parametros de la extraccion para determinar la optimizacion del método (Fig.1).

2.2.2 Extraccion Soélido-liquido

2.2.2.1 Maceracion

VR
Metodologia
L Pre_paramon 2,' .Extra}cu.on 3. Filtrado 4. Acidificacion 5. Basificacion 6 I.Extra,ccu.)n 7. Concentraflon
material vegetal solido-liquido liquido-liquido resuspension
NS NS N N N
77N 77N -
Tijeras Maceracion Cloroformo
N N N
L~ I N VRN
Licuadora Decoccion Acetato de etilo
N N N
N
Soxhlet
N

Figura 1. Flujo de trabajo de la extracciéon de alcaloides de B. caapi. Los parametros a tener en cuenta
para la eleccion del método fueron: granulometria, método de extraccion sélido — liquido y disolvente
para la extraccién liquido - liquido.

El material molido se macerd en metanol en una proporcion 1: 5 (p/V) en condiciones
de oscuridad a 4 °C durante 72h, en un botellon de vidrio ambar. Una vez transcurrido el tiempo,
se filtr6 el contenido usando papel filtro de 10 cm de didmetro y 11 um de poro en varios

matraces erlenmeyer de 1000 mL.
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2.2.2.2. Soxhlet

Se empled un equipo Soxhlet en el que se utilizaron 40 gramos de material vegetal seco
y molido y 300 mL de metanol como solvente de extraccion. Se colocaron los tallos de la planta
en el cartucho y el metanol en el balon que conforma el equipo sobre una plancha de
calentamiento a 300 °C. La extraccion se realizd6 en 10 ciclos de reflujo, durante

aproximadamente 16 horas.

2.2.2.3. Decoccion

Se coloco el material vegetal en una olla junto con agua destilada en una proporcion 1:6
(p/v). La olla se calent6 con la ayuda de una plancha de calentamiento a 90 °C. El proceso de
decoccion duro 3 horas. Se dejo enfriar durante 1 hora mas y se procedio a filtrar la muestra tal
y como se indico para el proceso de maceracion.

Una vez obtenido el producto de la extraccion por cualquiera de los tres métodos de
extraccion solido — liquido detallados arriba, se realizd una concentracion del extracto en el
rotavapor a+ 70 °C y 45 rpm. Se concentro el extracto hasta llegar a aproximadamente un tercio
de su volumen inicial. El disolvente recuperado se almacend para su uso en limpieza de
materiales o se descartd en contenedores especiales. Finalmente se recuperd el extracto ya

concentrado para la siguiente fase.

2.2.3. Acidificacion
El extracto concentrado se llevé a pH écido utilizando acido clorhidrico (HCI) al 2%.
Para ello se midi6 el volumen del extracto obtenido con el objetivo de agregar el acido en

proporcion 1:3 (extracto:HCI). El extracto se colocd en una probeta de 1L para agregar el
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volumen adecuado de HCI, que se vertidé suavemente por las paredes del recipiente. Se dejo
precipitar el extracto en refrigeracion a 4 °C durante 24 horas. Posteriormente, se centrifug6 la
muestra en tubos falcon de 500 mL a 500 X g durante 5 minutos para eliminar el maximo de

precipitado y facilitar la filtracion. Finalmente, se filtr6 el sobrenadante de la precipitacion tal

como se realiz6 en la extraccion solido-liquido.

2.2.4. Basificacion

El extracto ya filtrado se pasé a un vaso de precipitacion de 1000 mL en el que se coloco
un agitador magnético. Agregando gota a gota una solucion saturada de KOH se llevo a pH =
10. Al igual que con la acidificacion, se dejo precipitar el extracto durante 24 horas a 4 °C, se

centrifugo y filtro.

2.2.5. Extraccion liquido - liquido

El extracto se colocd en un embudo de decantacion de 1000 mL junto con el disolvente
organico para la extraccion. Con el objetivo de escoger el mejor disolvente, se utilizaron dos
distintos: acetato de etilo y cloroformo. Ambos disolventes se emplearon en iguales
proporciones respecto del extracto acuoso - metandlico. Para una apropiada comparacion,
ambas extracciones se realizaron a partir de volimenes equivalentes del mismo extracto acuoso
- metandlico. Se anadio6 el disolvente (acetato de etilo o cloroformo) en propocion 1:3 (v/v)
(extracto: disolvente) al embudo de decantacion, se agitd vigorosamente durante 1 minuto para
poner todo el extracto en contacto con el disolvente, y se dejé decantar durante 15 minutos. Una
vez transcurrido este tiempo, se observa una clara separacion entre la fase con el disolvente que
contiene las B-carbolinas y la fase acuosa con el resto de componentes. En el caso del acetato

de etilo la fase con el disolvente quedd en la parte superior del embudo mientras que con el
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cloroformo qued6 en la parte inferior debido a las diferencias en la densidad de los dos

disolventes. Tomando esto en cuenta se recogio la fase volatil organica en una probeta para

medir su volumen.

Lavado del extracto organico

Con el objetivo de eliminar cualquier impureza o contaminantes de la fase acuosa, el
extracto se limpié con KCl al 0,88% en proporcion 1:2 (v/v) (KCl:extracto). Se coloco todo en
un nuevo embudo de decantacion, se agité durante 1 minuto y se dejo reposar por 15 minutos.
Pasado este tiempo se recogio la fase organica volatil ya limpia. Posteriormente, se filtr6 en un

embudo con papel filtro que contenia un gramo de Na>SOa.

Concentracion

La fase organica se evapord hasta el secado en el rotavapor a presion reducida,
temperatura inferior a 70 °C, 45 rpm durante aproximadamente 20 min o hasta obtener el
extracto seco de alcaloides de B. caapi. El extracto seco se reconstituyd en 15 mL de metanol

limpio, se trasvas6 a viales de vidrio y se almacen6 protegido de la luz a — 80 °C.

2.2.6. Caracterizacion del extracto por espectrofotometria y HPLC

Una primera aproximacion a la caracterizacion y andlisis de rendimiento de los
extractos, se realizd mediante espectrofotometria. Se hizo un espectro de absorbancia entre 200
—600 nm y se midi6 el area bajo la curva correspondiente a los maximos teoricos de absorbancia
que segun referencias bibliograficas tienen las  — carbolinas (Wang et al., 2010). Los espectros
de absorbancia se realizaron por duplicado empleando diluciones 1/500 de los distintos

extractos para evitar efectos de saturacion en los valores de absorbancia. Para el célculo del
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rendimiento de cada método, el area bajo la curva se dividio por la masa de tejido vegetal de
partida empleada para la extraccion solido — liquido (Tabla 6). A ese valor se le designé como
“Area bajo la curva normalizada por unidad de masa de partida” (ANM) y se indica en todos
los gréficos de espectrofotometria (Figuras 2 — 4).

El andlisis de  — carbolinas por HPLC por fase reversa se realizd segin describen
(Wang et al.,, 2010). Brevemente, se empled una columna C18 (Hypersii GOLDTM,
ThermoScientific) de 150 mm x 4,6 mm, con tamafio de particula de 5 um. La fase movil
consistié en acetonitrilo con acido acético (0.1%) (A) y acetato de amonio 50 mM (pH 4.2) (B)
aplicado segun el siguiente gradiente: 0 — 20 min de 5% A/95% B a 13% A/ 87% B; 20 — 25
min de 13% A/87% B a 22% A/ 78% B; 25 — 30 min de 22% A/78% B a 25% A/ 75% B. Cada

corrida fue seguida de 5 min de lavado con 100% acetonitrilo. El periodo de equilibrio fue de

15 min.

2.2.7. Evaluacion de accion antibacteriana en cultivo solido bacteriano

Para la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de 3 — carbolinas, se emplearon
cultivos axénicos de dos bacterias distintas de interés médico: Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli. Ambas son bacterias Gram (-) clasificadas entre las principales responsables

de infecciones nosocomiales en pacientes hospitalarios segiin la OMS (tabla 4), (Parker, 1978).
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Tabla 4. Principales bacterias Gram (-) responsables de infecciones nosocomiales.

Organismo Patogenicidad

Enterobacteria: Salmonella, Shigella, Escherichia coli enteropatogena P
Otras clases de Escherichia coli, Proteus, Klebsiella- Serratia- Enterobacter
Pseudomonas aeruginosa, otras Pseudomonas

Flavobacterium meningosepticum

aQ o a 0

Acinetobacter

P: patogeno “convencional”; causa enfermedades clinicas en personas sanas. C: patégeno
“condicional”; causa enfermedades significativas solo en presencia de un factor de
predisposicion especifico. Tomado de REF OMS.

2.2.7.1 Aislamiento e identificacion de bacterias

Para la obtencion de Pseudomonas aeruginosa se tomaron muestras de saliva de dos
individuos. En el primer caso se realizd un enjuague con agua con sal al 10% durante 30
segundos y se tomd una muestra del enjuague; de la segunda persona se tom6 una muestra de
hisopado bocal, sin previo enjuague. Las muestras tomadas con un hisopo estéril fueron
plantadas en placas petri preparadas con agar Cetrimide, selectivo para Pseudomonas

aeruginosa.

Se observaron colonias fluorescentes de color verde azulado en la camara de luz UV
después de una incubaciéon a 35°C durante 24h que se emplearon para la identificacion

fenotipica.

Se realizaron pruebas de ureasa, catalasa y citrato, para verificar la presencia de P.
aeruginosa. Todas las pruebas bioquimicas se realizaron siguiendo los métodos citados por

(Clarke & Cowan, 1952).
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Escherichia coli se aislo de una muestra de suelo en agar MacConkey y luego en agar
EMB-Levine que es selectivo para bacterias Gram (-) y se emplea para la identificacion de
coliformes. Tras 24 — 48h de incubacion a 35°C, E. coli formo colonias redondas de color verde
metalico, en las que se realizaron pruebas de motilidad y catalasa. Los resultados de las pruebas

bioquimicas y fenotipicas para P. aeruginosa 'y E. coli se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Pruebas bioquimicas para P. aeruginosa y E. coli

Microoganismo catalasa motilidad citrato ureasa
Escherichia coli + +
Pseudomonas .
. + + Unipolar + -
aeruginosa

Para la confirmacion de la identificacion fenotipica se realizd0 una segunda
identificacion molecular mediante proteémica. Las muestras se enviaron al Centro de
Investigacion Microbiologica en Guayaquil donde realizaron el procedimiento de MALDI —
TOF (Matrix assisted laser desorption ionization — time of fligth) segin sus protocolos de
diagnostico (Hervé et al., 2015). La prueba proteémica confirmé la presencia de E. coli y P.
aeruginosa con una alta probabilidad de identificacion a nivel de especie y género (score de

fiabilidad de identificacion del microorganismo 2.333 y 2.440 respectivamente). (Anexo B)
2.2.7.2 Antibiogramas

Para evaluar el efecto antibacteriano del extracto de B. caapi se realizaron antibiogramas
mediante el procedimiento de difusion disco-placa, siguiendo la metodologia planteada por

Bauer, Kirby et. al. (Bauer, Kirby, Sherris, & Turck, 1966).
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Para la obtencion de las bacterias en las condiciones Optimas para realizar el
antibiograma, se inocularon de 3 a 5 colonias de las placas de cultivo axénico de P. aeruginosa
y E. coli en Caldo Nutritivo y se incubaron durante 18 a 24h, tal y como se indica en Herrera,
1999. De este cultivo liquido se sembraron 100 pl en placas de Caldo Nutritivo con agar
(15g/L), para obtener un césped de bacterias. Las placas fueron divididas en 6 secciones donde
se colocaron los trozos de papel filtro (0,5 cm diametro) conteniendo 4 concentraciones de
extracto (E4) crecientes, asi como el control positivo y negativo. El control negativo consistio
en metanol mientras que el control positivo consistio en 12 pl de cloranfenicol (30 mg/ml). Las
4 concentraciones distintas de extracto consistieron en 1, 3, 6 y 12 aplicaciones de 25 pl de E4
respectivamente. Tras cada aplicacion, se dejo evaporar el metanol en que el extracto estaba
disuelto. Tras 36h de incubacion a 35°C, se procedid a fotografiar las placas para la

cuantificacion digital de los halos de inhibicion empleando el programa informético Measure

2.0.
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3. RESULTADOS

En la tabla 6 se especifica el método de extraccion, el solvente empleado y la cantidad

de materia vegetal empleada para la comparacion del mejor método de extraccion mediante

siete extractos (E1-E7).

Tabla 6. Listado de extractos de B. caapi

Extracto (E) Técnica de extracciéon Solvente Planta Cantidad
1 Maceracion con Metanol Cloroformo Tallos cortados 100g
2 Decoccion Cloroformo Tallos molidos S4¢g
3 Soxhlet Cloroformo Tallos molidos 40g
4 Maceracion con Metanol Cloroformo Tallos molidos 270 g
5 Maceracion con Metanol Acetato de etilo  Tallos molidos 270 g
6 Maceracion con Metanol Cloroformo Hojas 20g
7 Maceracion con Metanol Cloroformo Tallos molidos 250g

3.1. La granulometria fina y el rendimiento de la extraccion

En la figura 2 se muestran los espectros de absorbancia obtenidos mediante maceracion

con granulometria grande (a) y granulometria fina (b). El rendimiento por unidad de masa fue

casi un 40% mayor con la granulometria fina.
Y

3.2. El método de extraccion solido — liquido mas efectivo para la extraccion de p —

carbolinas de B. caapi

El efecto de los distintos métodos de extraccion (decoccion, maceracion y Soxhlet)

sobre el rendimiento se muestra en la figura 3. El mejor método de extraccion sélido — liquido,

desde el punto de vista del rendimiento fue el Soxhlet, con un rendimiento 5 veces superior a

la maceracion y 10 veces superior a la decoccidn, siendo este ultimo método el menos

efectivo. Sin embargo, desde el punto de vista operativo, el Soxhlet es el método mas
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engorroso. Requiere estar todo el rato vigilando y contando el numero de reflujos, lo que
impide poder realizar otras tareas simultineamente. Ademads, requiere la combinacion de
solventes inflamables con elevadas temperaturas, ya que el metanol no se evapora tan
facilmente como otros solventes empleados habitualmente en el Soxhlet como el éter de
petréleo. Esto hace que, ademas de engorroso, resulte un poco peligroso en comparacioén con
la maceracion y la decoccion. Por otro lado, no sabemos bien cudl es el efecto de las elevadas

temperaturas sobre las propiedades de nuestro extracto de alcaloides. Por todo ello, se decidio

emplear el método de maceracion para los extractos subsiguientes.

a) ANM: 0,13

Unidades de Abs

|

b) ANM: 0,18

Unidades de Abs

nm

Figura 2. Efecto de la granulometria sobre la extraccion de carbolinas de B. caapi. a), granulometria
grande E1 y b), granulometria fina E3, ambas diluciones 1/500. AMN: area bajo la curva normalizada por
unidad de masa de partida.
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Figura 3. Comparacion de los métodos de extraccion solido - liquido en la extraccion de carbolinas de B.
caapi. a), decoccion E2; b), maceracion E4 y c), Soxhlet E3, todas ellas diluciénes 1/500. ANM: area bajo
la curva normalizada por unidad de masa de partida.

5.3. El solvente de extraccion liquido — liquido y rendimiento

Tanto el cloroformo como el acetato de etilo, ofrecieron rendimientos similares a la hora

de extraer los alcaloides de B. caapi. Tal y como se indic6 en el apartado de materiales y
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métodos, la extraccion con distintos solventes se realizé a partir de volimenes iguales del

mismo extracto acuoso — metanolico, por lo que puede descartarse variabilidad debida a

cualquiera de los otros pasos en el procedimiento de extraccion.

En la figura 4, se muestra que el rendimiento normalizado por unidad de masa fue
muy similar para acetato de etilo y cloroformo. El acetato de etilo es un solvente mucho mas
volatil y menos denso que el cloroformo, asi, al quedar por encima del extracto acuoso —
metanolico en el embudo de decantacion, y decantarlo, arrastraba muchas mas impurezas. Por

este motivo, se escogio el cloroformo para las extracciones subsiguientes.

a) ANM: 0,18
w
=
<«
D
<
w
D
<
<
=
=
-
4 b) ANM: 0,17
3,5
3
w
2
< 25
D
T2
D
g =
g s
S 1
-
j: 250 3 35 put '_5: g, 55, E
nm

Figura 4. Efecto del solvente sobre la extraccion de carbolinas de B. caapi. a), cloroformo E4 y b), acetato
de etilo ES, ambas diluciones 1/500. ANM: area bajo la curva normalizada por unidad de masa de
partida.
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5.4. Caracterizacion de los extractos por HPLC

En la figura Sa se muestra el cromatograma obtenido por HPLC a 367 nm. EI tiempo
de retencion del pico detectado coincide tanto con el del estdndar comercial de harmina (b)
como con el obtenido por otros autores (Wang et al., 2010). Podemos concluir que es el pico
correspondiente a esta § — carbolina. Al analizar el extracto por HPLC a 293 nm (c¢), que es el
maximo de absorbancia para tetrahidroharmina (THH), aparecié un pico bien definido que
coincidia con el tiempo de retencion (= 26 min) para THH esperado para este alcaloide. (Wang

etal., 2010).

En la cromatografia del extracto de las hojas de B. caapi (Fig. 6) se observaron picos
fantasmas y retrasos en los tiempos de retencion respecto de los primeros cromatogramas y del
articulo de referencia (Wang et al.,, 2010). Por esta razon, los andlisis realizados con
posterioridad y que corresponden al estandar de harmalina y a los extractos obtenidos de otra
variedad de B. caapi (imagenes adicionales, Anexo A), no ofrecen todas las garantias

necesarias, por lo cual no son incluidos esos analisis.

En cuanto a las hojas (Fig. 6), el espectro de absorbancia (a) mostr6 muy poco
rendimiento en la zona correspondiente a las 3 - carbolinas (7 veces menos que la maceracion
en metanol de tallos, E4), y el cromatograma no muestra correspondencia con el obtenido en el
extracto E4, no pudiéndose identificar ninglin pico correspondiente a 3 — carbolinas. Ademas
del bajo rendimiento y la ausencia de picos identificables, existe la sospecha de que los
pigmentos fotosintéticos de este extracto fueron los responsables de la saturacion e inutilizacion

de la columna de HPLC. Por eso, se decidi6 descartar las hojas para futuros estudios.
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Figura 5. Identificacion de harmina por HPLC. a), extracto E4 a 367 nm; b), estaindar de harmina a 367
nmy c), extracto E4 a 293 nm.
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Figura 6. Caracterizacion del extracto de carbolinas de hojas (E6) de B. caapi. a), espectro de absorbancia
200 — 600 nm dilucion 1/100; b) extracto E6 a 293 nm y c), extracto E6 a 367 nm.

5.6. Actividad antibacteriana del extracto de tallos de B. caapi

En la figura 7 se muestran los antibiogramas realizados para medir el efecto del extracto
de B. caapi sobre el crecimiento de las bacterias E. coli y P. aeruginosa. Se escogi6 el extracto
E4 al ser el extracto correctamente caracterizado por HPLC y el que cumplia con las
condiciones metodoldgicas de extraccion seleccionadas: tallos como fuente, granulometria fina,
maceracion en metanol como método de extraccion sdlido — liquido y cloroformo como

solvente de extraccion liquido — liquido. Tal y como se aprecia en las imagenes (a) y (b) y en
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la tabla (c), hubo una inhibicion del crecimiento dependiente de la dosis, que fue bastante mayor

para E. coli que para P. aeruginosa.

c)
Disco E.coliD (mm) P. aeruginosa D (mm)

C+ 30,4 51,1
C- 7,7 9,8
I 9,8 12,2
11 13,0 13,7
I 18,5 16,9
v 14,6 16,3

Figura 7. Efecto del extracto E4 sobre el crecimiento de E. coli y P. aeruginosa. a), antibiograma E. coli;
b), antibiograma P. aeruginosa; c) cuantificacion del diametro de los halos de inhibicion.
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4. DISCUSION

Se logro la optimizacion del método de extraccion de  — carbolinas de B. caapi desde

el rendimiento por unidad de masa vegetal, y por operatividad.

No obstante que, el método de extraccion sélido — liquido més efectivo fue el Soxhlet,
se escogid la maceracion en metanol por las siguientes razones: 1.- ofreci6é unos rendimientos
bastante elevados, al comparar con la bibliografia de referencia (Wang et al., 2010); 2.- fue el
método mas sencillo (solo requiere introducir el metanol con la materia vegetal en un botellon
en la refrigeradora) y al no requerir supervision, permite trabajar en otras actividades de
simultdneamente. Adicionalmente, permite realizar varias extracciones simultaneas.; 3.- a
diferencia del Soxhlet, opera a bajas temperaturas, lo que permite conservar mejor los
componentes del extracto. Asi, una de las razones para descartar el Soxhlet, fue que no
conociamos el efecto que las temperaturas elevadas, durante largos periodos de tiempo, podian
tener sobre nuestros compuestos de interés. La decoccion, ademads de por su bajo rendimiento,

se descart6 por cuestiones de operatividad y por la necesidad de emplear elevadas temperaturas.

Entre los solventes disponibles para la extraccion, acetato de etilo y cloroformo,
escogimos el segundo al ofrecer practicamente el mismo rendimiento, pero sin ninguno de sus
inconvenientes. El cloroformo, a diferencia del acetato de etilo, no estd controlado por el
Ministerio de Interior, por lo que su gestion es mucho mas sencilla. Adicionalmente, al ser
menos denso que el extracto acuoso — metanolico, se situa en la fase superior durante la

extraccion liquido — liquido. Esto implica que debe descartarse la fase inferior y luego decantar
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la fase superior a través de la misma boquilla del embudo de decantacion, y esto provoca el

arrastre de componentes de la fase acuosa — metandlica y, por tanto, mayor contaminacion.

Mediante HPLC de fase reversa y empleando el estandar comercial de harmina se pudo
identificar el pico correspondiente a este alcaloide al menos en el extracto E4 (Fig. 4). Aunque
no se pudo realizar la recta patron que nos sirviera para la cuantificacion absoluta de la harmina,
la concentracion del estdndar comercial que empleamos correspondié al punto de mayor
concentracion de la recta empleada por los autores de nuestro articulo de referencia (Wang et
al., 2010). El area bajo la curva de nuestro extracto E4 (dilucion 1/10) para el pico de harmina,
fue bastante superior al del pico del estandar, por lo que podemos concluir que las

concentraciones de harmina en nuestro extracto son bastante elevadas (Fig. 5).

Tal y como se ha comentado anteriormente, no se pudieron terminar todas las
caracterizaciones debido a que se estrope6 la columna, probablemente debido a la presencia de
pigmentos fotosintéticos en el extracto de hojas de B. caapi. Aunque no se dispuso del estandar
de THH comercial, si pudimos identificarlo de manera indirecta. Al cambiar la longitud de onda
del detector del HPLC de 367 nm (maximo de absorbancia de harmina) (Fig. Sa) por 293 nm
(méximo de absorbancia de THH), aparecid un pico completamente nuevo (Fig.5¢), de
intensidad similar al de harmina, y que coincidid con el tiempo de retencion esperado para THH
(Wang et al., 2010). Como ya se ha sefialado, el cromatograma de E4 estd muy limpio, sin
contaminantes, por lo que creemos que se puede emplear para la evaluacion de sus efectos

bioldgicos sobre bacterias, parasitos y lineas cancerigenas.

Para un andlisis funcional del extracto, se pensé en analizar la capacidad IMAO de
nuestro extracto, puesto que ésta es la primera funcion y efecto descrito de las B — carbolinas

(D J McKenna, Towers, & Abbott, 1984). Sin embargo, los kits comerciales se basan en la
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deteccion de productos fluorescentes o radiactivos y nuestras instalaciones no cuentan con
fluorimetro ni contador de centelleo, por lo que tuvimos que descartarlo. A pesar de ello, si
quisimos analizar alguna actividad bioldgica de nuestro extracto y decidimos evaluar la
actividad antibacteriana. Para ello se selecciond el extracto E4 por los motivos que
anteriormente se han descrito, y se emplearon E. coli y P. aeruginosa por su importancia como
patogenos nosocomiales (Parker, 1978). Tal y como se mostrd en el apartado de resultados, el
extracto E4 tuvo un efecto inhibitorio que alcanzé aproximadamente el 50% del logrado por el
control positivo cloranfenicol. Para P. aeruginosa, la inhibicion fue de en torno al 30% de la
obtenida por el cloranfenicol. En ambos casos (Fig. 7-¢) la inhibicion fue dosis dependiente.
Hace falta lograr céspedes de bacterias mas homogéneos, que confirmen lo observado en este

trabajo, y probar el efecto sobre mas especies de bacterias, en concreto alguna bacteria Gram

(+) de interés sanitario.

Los resultados nos permiten afirmar que nuestro extracto de B. caapi mantiene sus
propiedades antibacterianas y, por tanto, no existe motivo para pensar que hubiera perdido el
resto de propiedades bioldgicas de interés para este proyecto. Por supuesto, hacen falta estudios
que acrediten el efecto antiparasitario y anticancerigeno del extracto, que se abordaran en las

siguientes etapas del proyecto.

En una siguiente fase se analizardn extractos de otra variedad de B. caapi, ya que
mezclas con distintas proporciones o incluso distintas B — carbolinas, podrian tener efectos

biologicos distintos que ayudaran a distinguir las propiedades individuales de cada alcaloide.
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5. CONCLUSIONES
e FEl método de elecciobn para futuras extracciones incluye: granulometria fina,
maceracion en metanol como método de extraccion solido — liquido y cloroformo como
solvente de extraccion liquido — liquido.
e FEl extracto de ayahuasca asi obtenido, presentd una pureza adecuada y una

concentracion elevada de las  — carbolinas de interés para este proyecto, manteniendo

actividad bioldgica contra bacterias.

6. RECOMENDACIONES
e Para evitar estropear la columna C18 de fase reversa deben tenerse en cuenta las
siguientes recomendaciones:
o Diluir mas todos los extractos antes de correrlos en el HPLC para evitar la
saturacion de la columna
o Evitar extractos vegetales con elevadas concentraciones de pigmentos
fotosintéticos
o Implementar protocolos de limpieza exhaustivos tras cada corrida
e Correr siempre los estandares en primer lugar, incluyendo las rectas patron, de tal
manera que, aunque se estropee la columna, se pueda realizar la cuantificacion absoluta

de los picos de interés.
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ANEXO A
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ANEXO A
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