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Resumen

La medicina tradicional es una fuente de conocimiento poco explorada por la
medicina moderna, algunas plantas o sus derivados podrian ser de utilidad en el
tratamiento tanto de enfermedades neuropsiquiatricas como neurodegenerativas.
Los alcaloides inddlicos de origen natural tienen ventajas terapéuticas significativas
sobre los antidepresivos y ansioliticos convencionales, ademas se ha demostrado
que este grupo de moléculas son psicoplastégenas, es decir que pueden estimular
la plasticidad neuronal e incluso inducir procesos de neurogénesis Yy

psinaptogénesis.

N,N-dimetiltriptamina es un indol de origen natural con varias aplicaciones
terapéuticas potenciales en neuropsiquiatria, se ha identificado en diferentes
especies del género Mimosa, entre ellas Mimosa tenuiflora que es parte de la
medicina tradicional de México y Brasil, donde se le han dado multiples aplicaciones
terapéuticas. En México su principal aplicaciébn es como antiséptico y cicatrizante,
mientras que en algunas regiones de Brasil se ha utilizado desde la época
precolombina como herramienta psicoterapéutica en procesos de “sanacidon

espiritual”.

Lamentablemente los métodos analiticos para cuantificar N,N-dimetiltriptamina por
lo general involucran materiales y equipos que los hacen poco accesibles para la
mayoria de laboratorios. Una de las mayores limitaciones para el desarrollo o
aplicaciéon de un método analitico es la adquisicion de un estandar de referencia, una
alternativa es la obtencion y evaluacion de referencias analiticas en el laboratorio, ya
que cuando se logra obtener una molécula de referencia en cantidades suficientes
entonces se pueden desarrollar nuevas metodologias que involucren instrumental

accesible para su aplicacion rutinaria en investigacion.

En la primera etapa de este trabajo se emple6 un método de extraccién con
disolvente apolar en medio basico para obtener el alcaloide, se purificd utilizando
4



recristalizacion y se analiz6 por cromatografia en capa fina. Se llevd a cabo la
identificacion estructural del compuesto por resonancia magnética nuclear de protén
y carbono, ademas se evalud su pureza utilizando cromatografia liquida de alta

resolucién con detector de arreglo de diodos.

La molécula obtenida se utiliz6 como referencia analitica en el desarrollo y
evaluacion de métodos para cuantificar N,N-dimetiltriptamina en el extracto
metandlico de Mimosa tenuiflora, plasma y tejido cerebral empleando cromatografia
liquida de alta resolucidn con detector ultra violeta. Por dltimo, se realizaron ensayos
in vivo e in vitro para evaluar la actividad bioldgica de diferentes dosis del extracto

sobre la funcién de las monoamino oxidasas Ay B utilizando espectrofluorometria.

Los métodos analiticos desarrollados para cuantificar N,N-dimetiltriptamina en el
extracto de M. tenuiflora, plasma y tejido cerebral usando cromatografia liquida de
alta resolucion con detector ultra violeta son aplicables, ademas de exactos y
reproducibles, estas metodologias también son mas accesibles que la mayoria de

las que existen actualmente.

No se encontraron evidencias de que el extracto metandlico de la corteza de M.
tenuiflora inhiba la actividad de las monoamino oxidasas A o B por lo tanto, no es
recomendable el uso de la corteza en el tratamiento e investigacion de enfermedades
neuropsiquiatricas, sin embargo, es una fuente potencial de N,N-dimetiltriptamina y
algunas mezclas de la planta con inhibidores de monoamino oxidasas A podrian ser

utiles.
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1. Introduccion

El entorno natural ha proporcionado recursos invaluables a los seres humanos para
mejorar su salud y aliviar enfermedades, un ejemplo son las plantas medicinales, se
sabe que algunas han sido utilizadas con fines curativos desde hace por lo menos
60 mil afios !. La aplicacion empirica de productos naturales para tratar
enfermedades a través del tiempo permiti6 acumular informacion que podria ser (til
para la medicina moderna sobre la aplicacion terapéutica, eficacia y seguridad de

algunas especies 3.

Por otra parte, el conocimiento generado por diferentes culturas posibilitd el
desarrollo de complejos sistemas de medicina tradicional en distintos paises
alrededor del mundo, los cuales son regulados principalmente por usos Yy
costumbres, ademas se sostienen gracias a la diversidad de las especies vegetales
endémicas de cada region. Para entender cémo funciona la medicina tradicional,
debemos considerar que por lo general involucra elementos simbdlicos que se

mezclan con la aplicacion terapéutica de plantas medicinales 3.

Algunas plantas medicinales se han empleado empiricamente para atender sintomas
asociados a enfermedades neuropsiquiatricas (ENP) #° debido a que contienen
moléculas psicoactivas (principios psicoactivos). Las moléculas psicoactivas son
aquellas que tienen actividad biolégica en el sistema nervioso central (SNC) 4. Varias
de las plantas medicinales con principios psicoactivos o plantas medicinales
psicoactivas (PMS) son parte fundamental de la medicina tradicional de diferentes

paises 13,

La aplicacion de PMS era una préactica habitual en el mundo antiguo, especialmente
en las culturas madre de la civilizacién occidental (Grecia y Egipto) 628. En gran parte
de Asia y algunas regiones de Europa se aprovechaban las propiedades terapéuticas
del opio (Papaver somniferum), y la cannabis (Cannabis sativa, C. indica) %1,

asimismo otras PMS como la belladona (Atropa belladonna) o la mandragora
12



(Mandragora autumnalis) también eran utilizadas 8. Por otra parte, en distintos
sectores de Africa se administraba la corteza de la raiz de iboga (Tabernathe iboga)

en ceremonias de “sanacion espiritual” 2.

El uso de PMS en América tiene al menos 8 mil afios de antigliedad 13, es una
practica médica cargada de un amplio simbolismo, donde se mezcla la idea de un
mundo gobernado por leyes naturales con la concepcion e interpretacion magica del
universo 1416, El uso de PMS se extendio entre los olmecas, mayas, mexicas e incas,
donde la ceremonia que acompafiaba a la administracion era parte fundamental en

el proceso terapéutico 4.

En un contexto ritual se le atribuye una explicacion sobrenatural tanto a los sintomas
asociados con ENP como a su desaparicion. Las PMS, generalmente se perciben
como “canales de comunicacion con los dioses”, incluso en algunas culturas son
sagradas y popularmente se consideran medicinales debido a que estimulan la
recuperacion de la integridad fisica, emocional e intelectual de quienes buscan

consumirlas con fines curativos 1415,

En América, algunas PMS como el yopo (Anadenanthera colubrina) fueron utilizadas
por culturas precolombinas en el caribe %7, otras como el hikuri (Lophophora
williamsii), el teonanacatl (Psylocibe aztecorum) y el ololiuqui (Turbina corymbosa)
se emplearon en Centroamérica, mientras que en el sur del continente se consumia
la wachima (Trichocereus pachanoi, T. peruvianus, T. bridgesii) ** y la hoja de coca

(Erythroxilum coca) 819,

Hay registro de dos bebidas elaboradas a partir de PMS en la selva del Amazonas,
una de ellas contiene las hojas de Psychotria viridis y la corteza de Banisteriopsis
caapi, es conocida como ayahuasca, palabra de origen quechua que significa cuerda
del espiritu 2021, La otra se prepara con la corteza de Mimosa tenuiflora, se le llama

jurema, palabra que proviene del tupi y significa planta espinosa suculenta ?2. Ambas
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bebidas son de uso tradicional en la region y contienen N,N-dimetiltriptamina (DMT)

COMo principio psicoactivo.

Las propiedades curativas de las PMS se deben a su composicion quimica, algunas
contienen mas de un principio psicoactivo 4°, en ocasiones estas propiedades son
consecuencia de la actividad biol6gica de dos o0 mas moléculas en sinergia 2324, Por
otra parte, en ciertos casos es necesario aplicar mezclas de plantas para lograr el
efecto terapéutico 23?7, en cualquier caso, para la aplicacion de PMS se deben

considerar las interacciones farmacolégicas que se puedan presentar 2324,

Existe evidencia clinica de que los ansioliticos y antidepresivos convencionales
pueden inducir nuevas ENP o empeorar las ya existentes incluso cuando se utilizan
correctamente bajo vigilancia médica y psicoloégica 2831, el uso de estos
medicamentos es bastante complicado debido a que uno de cada tres pacientes
presentan reacciones adversas medicamentosas graves 28, otra caracteristica
negativa relevante es que provocan un sindrome de abstinencia severo tras la

suspension del tratamiento 3031,

Hay algunas alternativas de origen natural que podrian ayudar en el proceso de
recuperacion de personas con ENP. Debemos tomar en cuenta que la mayoria de
los ensayos realizados aplicando PMS como herramientas terapéuticas aportan
evidencia contundente sobre la efectividad y las ventajas potenciales del uso
medicinal de estos compuestos 32-%8. Por lo anterior, es necesario estudiar las PMS,

con el fin de identificar, cuantificar y evaluar sus principios psicoactivos %€,

2. Antecedentes

La DMT se aislo por primera vez de M. tenuiflora en 1942 por Oswaldo Gongalves
de Lima 8!, sin embargo, sus propiedades neurofarmacolégicas no fueron

confirmadas sino hasta 1956 2. En México, durante los afios noventa, Xavier Lozoya
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consiguid identificar DMT en la corteza de M. tenuiflora, haciendo uso de
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) la caracterizacion estructural se realizé por resonancia magnética nuclear de
protén y carbono (NMR *H y NMR *3C) 63,

En 2005 el equipo de trabajo de Jouko Vepsalainen aislo e identific6 DMT en el
extracto metandlico de muestras silvestres de la corteza de M. teniuflora
provenientes del estado de Oaxaca, para lograrlo utilizaron una técnica por
cromatografia liquida de alta resolucion con detector ultra violeta (HPLC-UV),
ademas de NMR, y espectrometria de masas, sin embargo, no se realizé un analisis

cuantitativo de DMT 64,

Maria del Pilar Nicasio y colaboradores cuantificaron DMT en diferentes tejidos micro
propagados de tepezcohuite en 2005, emplearon una metodologia por HPLC-UV, se
utilizé una columna Cisy una mezcla de acetonitrilo (ACN) y carbonato de sodio
como fase movil, ademas como referencia analitica se usé un estandar de DMT
comercial. La cuantificacion se realiz6 en crudos alcaloideos obtenidos de distintos

tejidos de M. tenuiflora cultivados in vitro ©°.

En el afio 2012, Alain Gaujac y su equipo cuantificaron DMT en la corteza de distintas
poblaciones silvestres de M. tenuiflora del estado de Sergipe, Brasil, para ello
utilizaron un sistema extractivo por dispersion en matriz de fase sélida (MSPD) y un
método por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-MS),
el cual fue validado utilizando un estandar de referencia aislado de la corteza de M.

tenuiflora por ellos mismos 62.

Para el 2013, Sabrina Teixeira Martinez y colaboradores llevaron a cabo la
identificacion y determinacién de la pureza de DMT aislada de M. tenuiflora
colectadas en la selva brasilefia. Para este trabajo se utiliz6 un método convencional
de extraccién con disolvente organico apolar en medio basico para obtener el

alcaloide. El andlisis instrumental se realizé por CG-MS y NMR 1H y 13C 6,
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En 2020 el equipo de Isabela Araujo realizé un estudio quimico para evaluar las
caracteristicas farmacognosticas de M. tenuiflora, utilizaron una referencia analitica
comercial de DMT para cuantificar el alcaloide en el extracto etandlico de la corteza
por CG-MS y NMR *H. En dicho proyecto no se encuentran reportados datos sobre

la evaluacioén de los parametros de calidad de los métodos analiticos aplicados ©”.

La DMT se produce de manera enddgena en todos los mamiferos y se han analizado
diferentes tejidos con el fin de estudiar su produccién o distribucién 874, Asimismo,
se ha determinado la concentracion de DMT en distintas matrices bioldgicas de
origen animal y vegetal, existen técnicas que permiten cuantificarla en cabello, orina,

sangre, suero, plasma y tejido cerebral 7>,

En 1972 Irving Cohen y Wolfgang Vogel determinaron la concentraciéon de DMT en
muestras de higado, cerebro y plasma murino después de administrar diferentes
dosis del alcaloide. En este trabajo emplearon precipitacion de proteinas como
método de extraccion y una técnica por fluorometria (FL) para realizar la

cuantificacion ©8.

En 1996 el equipo de James Callaway utiliz6 CG con un detector nitrdgeno-fosforo
(CG-NP) para cuantificar DMT en plasma después de administrar una dosis oral de
ayahuasca, la muestra se prepard con una técnica por precipitacion con ACN a
-20°C. Las concentraciones de DMT en plasma reportadas en este trabajo van de
11.5 a 25.5 ng/mL ©°,

Mercedes Yritia y colaboradores cuantificaron DMT en muestras de plasma por GC-
NP en 2002, utilizando un estandar de comercial como referencia analitica 0, para
la preparacion de la muestra aplicaron un método de extraccién en fase soélida. Por
otra parte, en 2012 Carolina Dizioli y su equipo emplearon cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas en tandem (LC-MS/MS) para la
determinacion de DMT en plasma, se obtuvieron concentraciones en un rango de 1.2
a19.8 ng/mL 1.
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En 2013 Steven Barker y colaboradores desarrollaron una metodologia por LC-
MS/MS para cuantificar DMT en glandula pineal murina micro dializada, las
concentraciones reportadas son comparables con las de otros neurotransmisores

end6genos 2,

En 2018 Jon Dean y su equipo de trabajo determinaron las concentraciones de DMT
extracelular en tejido cerebral murino micro dializado empleando para ello
cromatografia liquida de alta resoluciéon con detector de fluorescencia (HPLC-FD),
se utilizé una columna Cis y una mezcla de metanol (MeOH) y acetato de sodio como
fase movil, en este trabajo se usé un estandar comercial de DMT como referencia

analitica 3.

En 2020 se realizé la determinacién de DMT en tejido cerebral y plasma murinos por
Timea Koérmoczi y colaboradores utilizando cromatografia liquida bidimensional
acoplada a espectrometria de masas de alta resoluciéon (2D-LC-HRMS/MS), el rango
de concentraciones de DMT en plasma fue de 49.3 a 114.3 ng/mL y en tejido cerebral

se pudieron cuantificar en un rango de 2 a 6.1 ng/g 4.

También, se han reportado metodologias para cuantificar DMT en sangre y orina
empleando LC-MS 7577, Por otra parte, se ha logrado cuantificar en cabello por
cromatografia liquida de ultra resolucion acoplada a un espectrometro de masas en
tandem (UPLC-MS/MS) 8.

De igual forma, existen metodologias para cuantificar DMT en otras matrices
biolégicas, se ha cuantificado en muestras de ayahuasca utilizando LC-MS/MS %,
espectrometria de masas de alta resolucién en tiempo real (DART-HRMS) 7°, HPLC-
DAD %y HPLC-FD 8%, En la Tabla | se agrupan diferentes técnicas para determinar

la concentracion de DMT en algunas matrices biologicas.
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Tabla I. Métodos de cuantificacion de DMT en distintas matrices bioldgicas

Ventajas y desventajas

Preparacion de la o )
Muestra Técnica Referencias
muestra

) MSPD, extraccion liquido-
Corteza de M. tenuiflora lfauid GC-MS, HPLC-UV 61, 63, 65, 67
iquido

Precipitacion de proteinas,
L FL, GC-NP, 2D-LC-
Plasma extraccion liquido-liguido, 68-71, 74

= N HRMS/MS, LC-MS/MS
extraccion en fase soélida

Digestion, extraccion
} R _ FL, LC-MS/MS, HPLC-FD,
Tejido cerebral liquido-liquido, micro 72-74
didlisi 2D-LC-HRMS/MS

ialisis

Ayahuasca y o HPLC-DAD, HPLC-FD, LC-
Extraccion en fase liquida 56, 59, 79, 80
(P. viridis, B. caapi) MS/MS, DART-HRMS

Precipitacion de proteinas,
Sangre o ) LC-MS/MS 75
diluciéon en fase movil

) Micro extraccion en fase
Orina o LC-MS/MS 76,77
liquida

Cabello Digestion, hidrolisis UPLC-MS/MS 78

i Digestion, extraccion
Higado o FL 68
liquido-liquido

Un hecho relevante es que a la fecha no hay reportes de estrategias metodoldgicas
por HPLC-UV que involucren la cuantificacion de DMT en la corteza de M. tenuiflora,
plasma y tejido cerebral, en ese sentido el presente proyecto de investigacion aporta
nuevas opciones mas accesibles para la cuantificacion de DMT.

Cabe sefalar que no se han realizado ensayos biologicos que tengan como objetivo
evaluar el efecto de M. tenuiflora sobre la actividad de las monoamino oxidasas
(MAO), sin embargo, Jouko Vepsélainen y Seppo Auriola sugieren que en la corteza
de M. tenuiflora existen moléculas que podrian tener efecto inhibitorio sobre la
actividad de estas enzimas %, otros autores como Matthiew Calvert y Jonathan

Sperry coinciden 8182,
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3. Marco teoérico

3.1. Fitoindoles

Los alcaloides son de interés farmacéutico debido a su actividad biol6gica y multiples
aplicaciones terapéuticas, se pueden obtener por sintesis organica o de fuentes
naturales como plantas, hongos y animales 8-83, En la naturaleza los alcaloides se
derivan del metabolismo secundario de aminoacidos como ornitina, lisina,
fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina 8. En el caso patrticular de los indoles se
trata de alcaloides compuestos por una unidad de benceno fusionada con un anillo

de pirrol.

Los alcaloides de tipo inddlico que provienen de fuentes naturales se conocen como
fitoindoles, en estas moléculas el anillo de indol puede estar combinado con otros
grupos de metabolitos secundarios (terpenos o flavonoides) % que proveen al
alcaloide de propiedades quimicas o farmacologicas particulares. Los fitoindoles son
derivados de L-triptéfano y tienen diferentes funciones biolégicas que incluyen

principalmente proteccion o la conservacion de tejidos 8.

Varios fitoindoles son moléculas psicoactivas, por lo general las triptaminas
exdgenas interactian con receptores serotoninérgicos (5-HTR) debido a su
semejanza estructural con la serotonina (5-HT) 8, por lo que pueden mimetizar
funciones endégenas de este neurotransmisor e influir en el metabolismo del mismo

alterando la actividad de enzimas y proteinas transportadoras 2°.

La actividad biologica de los fitoindoles ademas de sus distintas aplicaciones
terapéuticas los convierten en un grupo de especial relevancia para la farmacia,
sobre todo porque su principal potencial de aplicaciébn es en el tratamiento de
trastornos depresivos, de ansiedad o personalidad (ENP), los cuales involucran

alteraciones estructurales y funcionales del SNC 28:29.87.88
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Distintas PMS que contienen fitoindoles han demostrado ser utiles en el tratamiento
e investigacion de ENP 8994, La ayahuasca es un ejemplo y se ha utilizado en varias
ocasiones como fitomedicamento, también se podria aprovechar como fuente de
fitofarmacos . El uso medicinal del preparado se considera seguro incluso a largo
plazo y tiene un buen perfil de tolerabilidad °6-192, desgraciadamente la accesibilidad
de las especies que lo componen dificultan su uso en la practica médica, sin
embargo, los principios psicoactivos identificados en la bebida podrian ser una

herramienta importante en neuropsiquiatria 88,

3.2. Jurema

La jurema prieta es una bebida considerada milagrosa por culturas indigenas de
Suramérica, especificamente en Pernambuco al noreste de Brasil 1%3, se trata de una
decoccion de la corteza de M. tenuiflora con propiedades psicoactivas utilizada en
ceremonias de “sanacion espiritual”, de forma anéloga a la ayahuasca 1%4. Se ha
descrito la existencia de una bebida llamada jurema blanca preparada con la corteza
de Mimosa verrucosa, sin embargo, a este preparado no se le atribuyen propiedades

psicoactivas.

El consumo de jurema prieta se realiza durante un rito ceremonial llamado juremeiro
en el que participan diversos elementos como imégenes, tambores, cantos,
sahumerios y otras plantas 2. Lamentablemente, la informacién arqueoldgica sobre
el ritual es practicamente inexistente, sobre todo porque en el siglo XVI durante la
inquisicion se tratd de erradicar por completo el uso de esta planta entre la poblacion

indigena de Brasil 22104,

Como resultado de la prohibicion, el consumo de jurema prieta se volvié clandestino
y sectario, reservado para unos pocos iniciados 221%, Debido a la persecucion

catdlica, las comunidades indigenas que practicaban el culto a la jurema prieta
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adoptaron un caracter hermético, lo que aumento6 la especulacion por parte de la

comunidad cientifica 104,

El principio psicoactivo de la jurema prieta es la DMT, este fitoindol posee gran
semejanza estructural con 5-HT 8, por tal motivo cuando se administra por via oral
es degradada por la MAO tipo A (MAO A) en el estdbmago e intestino antes de que
pueda absorberse lo suficiente como para llevar a cabo su actividad biologica en el
SNC 2921, La MAO A se produce en el higado, una de sus funciones es degradar las
monoaminas que se introducen a través de los alimentos, esta enzima cataliza la

degradacién de 5-HT y dopamina (DA), ademas de otros neurotransmisores 1.

Por otra parte, MAO tipo B (MAO B) contribuye a la simplificacion de DA, aunque su
principal funcion es el metabolismo de feniletilamina y se encuentra principalmente
en sangre, mientras que MAO A es mas abundante en el sistema digestivo 10519 En
consecuencia, cuando se emplea DMT como herramienta psicoterapéutica por via

oral, es absolutamente necesario aplicar también algun inhibidor de MAO A 2%,

Se han identificado algunos fitoindoles en la corteza de M. tenuiflora, sin embargo,
hasta el momento no se han encontrado alcaloides tipo B-carbolina que funcionen
como inhibidores de las MAO A (iIMAO A) 1096107 algunos autores han propuesto la
existencia de moléculas (diferentes a 8-carbolinas) en la corteza de esta especie que
posiblemente estan funcionando como iIMAO 882 desafortunadamente no existen
ensayos biolégicos que aporten informacion concluyente para poder explicar las

propiedades psicoactivas de la jurema prieta.

3.3. Mimosa tenuiflora

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Syn. Mimosa hostilis) es un tipo de arbusto espinoso
de coloracion rojiza que tiene de 10 a 30 pares de foliolos, presenta flores amarillas

en espigas largas de 3 a 6.5 cm de largo y sus frutos son vainas oblongas de
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aproximadamente 2 a 4 cm de largo por 7 mm de ancho %8, Este arbol pertenece al
género Mimosa que se clasifica dentro de la subfamilia Mimosoideae de la familia
Fabaceae, es una planta nativa de Centro y Suramérica donde habita lugares de

clima templado con alta humedad 1°°.

Se pueden encontrar distintos grupos poblacionales de M. tenuiflora en estados del
sur de México. La mayoria de la corteza comercializada proviene de las comunidades
de Cintalapa o Jiquipilas (Chiapas, México) 11°. Se ha empleado terapéuticamente
desde la época precolombina, sin embargo, sus propiedades medicinales

psicoactivas no eran aprovechadas en Mesoamérica 108-110,

Los mexicas la llamaban tepezcuahuit (tepezcohuite) que proviene de los vocablos
en nahuatl tepus (fierro) y cuahuitl (arbol), haciendo alusion al color de su madera
110111 " E| arbol de tepezcohuite es parte de la medicina tradicional mexicana,
generalmente se aplica el polvo de la corteza de manera tépica en quemaduras leves
para evitar infecciones o favorecer la cicatrizacion 1. Un hecho relevante es que fue
utilizada empiricamente de forma masiva por la poblacion afectada en las

explosiones de San Juan Ixhuatepec (Estado de México, México) ocurridas en 1984
110

El tepezcohuite tiene diferentes aplicaciones terapéuticas dentro de la medicina
tradicional mexicana. Se pueden usar infusiones de la corteza para atender la
migrafia, disminuir la fiebre o aliviar la tos, también se emplea para tratar la gastritis,
el dolor de muelas y de estdmago 1. Los extractos hidroalcohdlicos de las hojas
tienen propiedades antioxidantes, ademas de antiinflamatorias, también muestran

actividad analgésica y antinociceptiva 112113,

Por otra parte, preparados de la corteza estimulan la actividad fibroblastica 4. Se ha
demostrado que presentan accién antiparasitaria y antifiingica 15116 también tienen

capacidad bactericida contra organismos tanto grampositivos como gramnegativos
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116-118 Recientemente, se ha observado que el tepezcohuite es de gran utilidad en el

tratamiento de Ulcera venosa en pacientes con insuficiencia vascular crénica 1°.

Algunos de los metabolitos secundarios de M. tenuiflora merecen especial atencion,
ya que son biolégicamente activos y podrian tener mdultiples aplicaciones
terapéuticas. Se han identificado arabigogalactanos, fenoxicromonas, chalconas,
esteroides, terpenos, flavonoides y fitoindoles en distintos tejidos de esta especie
vegetal 120-122 | os fitoindoles identificados en M. tenuiflora se muestran en la figura
1.

H NH2 \N-——H
NH, /OH
N | > |\
H AN N N
H H
Triptamina L-triptéfano Serotonina
H3C\
N""CH3
N OH
H
HO OH

N,N-dimetiltriptamina Yuremamina

Figura 1. Fitoindoles identificados en M. tenuiflora
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M. tenuiflora es una fuente potencial de fitofarmacos, podria emplearse como
fitomedicamento anédlogo a la ayahuasca 14, es comercializada en mercados
populares de México lo cual representa una gran ventaja ya que facilita la
accesibilidad a esta especie vegetal 1°, La informacion cientifica sobre el uso
medicinal de esta PMS para tratar ENP es escasa, por lo que identificar y cuantificar
sus principios activos, ademas de conocer su actividad biolégica es indispensable

para garantizar su seguridad y eficacia 8.

La DMT es una de las moléculas aisladas de M. tenuiflora con mayor potencial
terapéutico, se obtiene principalmente de la corteza o corteza de la raiz . La DMT
se puede administrar con seguridad en dosis entre 0.05 y 0.2 mg/kg por via
intravenosa 123124, también se puede usar como precursor en la sintesis de distintos
farmacos como sumatriptan, zolmitriptan y rizatriptan, que son utilizados para tratar
la migrafia 1?5, Sin embargo, existen complicaciones que deben considerarse. Las
ventajas y desventajas del uso terapéutico de DMT se enlistan en la tabla 1.
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Tabla lll. Ventajas y desventajas del uso terapéutico de DMT

Ventajas Referencia Desventajas Referencia
No produce tolerancia ni dependencia Existe riesgo de presentar reacciones

. 28, 29, 126 . 123, 124

fisiologica adversas a dosis altas (> 0.2 mg/kg)

) o o Para el uso clinico es indispensable la
Tiene actividad biolégica en humanos a L o o
) ) 123, 124 supervision médica y el acompafiamiento 28, 29, 88
dosis bajas (>0.05 mg/kg) o .
psicoldgico del paciente

Bajo riesgo de presentar reacciones o o
) o Se deben optimizar las técnicas de
adversas en dosis terapéuticas (0.05-0.2 123,124 y . o 61, 62, 66
obtencién y analisis fisicoquimicos

mg/kg)
Es necesario el desarrollo de medidas para
Se puede obtener de fuentes naturales 66 asegurar el bienestar de las fuentes 127, 128
naturales y su ecosistema
Sustituye a farmacos téxicos y poco Es importante disefiar una regulacion
efectivos, con riesgo de muerte por 28, 29 adecuada sobre la produccion, distribucion y 127,128
sobredosis venta

Tiene mdltiples aplicaciones terapéuticas y
podria utilizarse como precursor en la 58, 125 En algunos casos es poco accesible 20, 90

sintesis de principios activos

En México, es habitual la aplicacién medicinal de la corteza de M. tenuiflora 11, en
consecuencia, para el manejo y uso terapéutico adecuado se debe considerar que
se han cuantificado hasta 9.35 miligramos de DMT por gramo de corteza en
poblaciones silvestres !, sin embargo, no hay investigaciones que aporten datos
sobre la concentracion de DMT en muestras de la corteza de M. tenuiflora

comercializadas.

El contenido de DMT en la corteza de tepezcohuite puede cambiar significativamente
en distintas poblaciones 6.5, La produccion de metabolitos secundarios varia debido
a caracteristicas genotipicas, a la exposicién a diversos microambientes, también a
que disponen de distintos tipos de nutrientes en diferentes cantidades 96084 En
general, se sabe poco de como afecta el origen poblacional, proceso de recoleccion
o condiciones de almacenamiento en el contenido quimico de la corteza de M.

tenuiflora.
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3.4. Biosintesis de N,N-dimetiltriptamina

El primer paso en la produccion bioldgica de la DMT es la descarboxilacion del L-
triptofano regulada por la L-aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC),
posteriormente ocurre la metilacion del grupo amino catalizado por la enzima
indoletilamina N-metiltransferasa (INMT), donde el grupo metilo es donado por S-
adenosil metionina (SAM), posteriormente la INMT afiade un segundo metilo al grupo
amino para completar la formacién de la DMT 12°130, En la Figura 2 se esquematiza

la biosintesis de DMT.

N—H N—H

el AACD
.
N 'COZ N
H H
INMT
SAM
\j
(R 3
N—CH, N-—CH,
INMT
SAM

N
H H

Figura 2. Biosintesis de la N,N-dimetiltriptamina

3.5. N,N-dimetiltriptamina

La DMT se ha identificado tanto en tejidos animales como vegetales, se aislé por
primera vez en 1942 a partir de la corteza de la raiz de M. tenuiflora **1, sin embargo,
solamente se conocia la formula empirica. La estructura quimica exacta de este

fitoindol se descubri6 hasta 1955 utilizando para ello las semillas de Paenoia
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peregrina 3, las propiedades psicoactivas de DMT fueron confirmadas un afio
después, en 1956 6.

La DMT esta conformada por un anillo de benceno unido por enlaces covalentes
sencillos a los carbonos (sp2) en las posiciones dos y tres de un anillo 1H-pirrol, los
cuales conforman el nucleo tipo indol, que a su vez tiene un sustituyente N,N-
dimetiletilamina en la posicion 8 con respecto al nitrégeno heterociclico. En general,

las estructuras de indol tienen caracter hidrofébico.

Es un sélido amorfo amarillento, no obstante, puede formar estructuras cristalinas de
color blanco, lo cual depende de la metodologia de purificaciéon 62. Tiene una masa
molecular de 188.22 g/mol, un punto de fusién entre 53.5° y 57.5° C %266, En su forma
de base libre es soluble en varios disolventes organicos apolares particularmente en
hexano (Hex) y diclorometano, en su forma de sal es soluble en agua y soluciones
acidas, su pKa es de 8.68 y su maximo de absorciéon UV esta en 275 nm 6.

Esta molécula se produce de manera enddgena en humanos, desarrolla un
importante papel bioldgico ya que se relaciona con el estado de conciencia inducido
por las experiencias cercanas a la muerte o epifanias, se asocia con la fabricacion
de suefios, con la creatividad 133140y el pensamiento abstracto debido a que estimula
la producciéon de imagenes mentales 19, también se ha demostrado su participacion

en la regulacion de las emociones 126,

Se ha identificado DMT en distintos organismos vegetales, dentro de los géneros
Phalaris, Delosperma, Acacia, Desmodium, Virola, Psychotria y Mimosa 1%6. Se
puede encontrar DMT en diferentes concentraciones distribuida por varios tejidos 194,
se localiza en las hojas y flores, pero existe una mayor cantidad en la corteza,

posiblemente por las funciones biol6gicas que desarrolla en la planta ©°.
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Los psicoplastégenos son moléculas capaces de inducir cambios estructurales o
funcionales en el SNC. La DMT es un psicoplastdogeno con bastantes ventajas sobre
los tratamientos para ENP convencionales, promueven la plasticidad neuronal y
modulan algunas facultades cognitivas 28. La DMT tiene un gran potencial de
aplicacion terapéutica como antidepresivo, ansiolitico, antipsicotico, antiadictivo,
antiamnésico, neuroprotector, neurogénico y sinaptogénico entre otros, en la tabla

IV se reunen las aplicaciones terapéuticas potenciales de la DMT.

Tabla IV. Aplicaciones terapéuticas potenciales de la DMT

Enfermedad neuropsiquiatrica Aplicacion Referencia

Trastornos depresivos Antidepresivo 28,142-148

Trastornos de ansiedad, trastornos de

personalidad y trastorno obsesivo compulsivo Ansiolitico 75,76,89,146,147,149
Psicosis Antipsicético 150,151
Estrés postraumatico Antiamnésico 20, 94
Farmacodependencia Antiadictivo 152-154

) Neuroprotector, neurogénico y
Enfermedades neurodegenerativas ) . 155,156
sinaptogénico

Lesién nerviosa Neurogénico, sinaptogénico 156,157
Dolor neuropatico Antinociceptivo 133,158,159
Migrafia Precursor en la sintesis de triptanes 125

Afantasia Estimulante visual 96, 141

Existen varias metodologias para sintetizar DMT, sin embargo, involucran el uso de
materias primas y disolventes, ademas de un gran numero de condiciones
especificas en ambientes controlados, lo que complica el proceso de obtencién 6%

163 Por otra parte, se ha demostrado que es posible aislar DMT de tejidos vegetales
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con rendimientos entre 0.10% y 0.35% para su uso como referencia analitica e

incluso para su aplicacion terapéutica 6596,

El diagndstico correcto y la dosificacion adecuada son aspectos fundamentales para
el uso medicinal de la DMT, debido a que las personas con ENP pueden ser
especialmente vulnerables a la automedicacion 164165 Este alcaloide podria
funcionar como auxiliar en el tratamiento de ENP, ya que se considera un catalizador
de procesos psicoterapéuticos, sin embargo, el acompafiamiento médico y

psicoldgico juegan un papel determinante la recuperacion del paciente 13,

3.6. Efectos subjetivos vinculados a N,N-dimetiltriptamina

Los efectos observados a nivel subjetivo varian en cada persona dependiendo de la
dosis, expectativa, marco cultural, contexto de la experiencia, estado emocional e
historia personal. Por lo general, el individuo experimenta alegria, euforia, confort y
percepcion distorsionada del tiempo, las personas que consumieron DMT
comunicaron que percibieron un aumento en la vivacidad de los colores e intensidad
de los sonidos. En algunos casos se puede observar sinestesia, despersonalizacion

o desrealizacion 20:35.141,

La DMT produce experiencias oniricas agudas que son terapéuticas a largo plazo
sobre todo en aspectos psicosociales, aumenta la percepcidon de bienestar, lo que
impacta positivamente en la calidad de vida, induce una mayor sensibilidad a
estimulos tanto externos como internos, debido a que modifica el procesamiento de
informacion en circuitos de retroalimentacion inhibitorios cortico-estriado-talamo-

corticales gque intervienen en la activacion sensorial de informacion interna y externa
166

A dosis altas (> 0.2 mg/kg), es posible observar paranoia, delirio de persecucion,
agitaciéon, confusion o mal estar general, la administracion de DMT en un contexto

inadecuado aumenta la posibilidad de que se presenten los efectos antes
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mencionados, ademas de otros efectos subjetivos que dependen totalmente de la
historia clinica y personal del paciente, por esta razon es crucial hacer una valoracion

individualizada antes de utilizar DMT como herramienta terapéutica 21:123.124.167,

3.7. Consideraciones farmacoldgicas para la aplicacion terapéutica de N,N-

dimetiltriptamina

La DMT es un bioiséstero de 5-HT, es decir que tienen una estructura molecular
analoga, esta similitud permite al alcaloide mimetizar algunas de las funciones
endogenas de 5-HT debido a que interactian con los mismos tipos de receptores
celulares, por ende, estimulan las mismas vias de sefalizacion, también puede
interactuar con proteinas transportadoras para 5-HT y seguir las mismas rutas

metabdlicas 85168,

El &tomo de nitrégeno en el anillo de indol aporta un par de electrones que mantiene
estable el sistema aromatico, esto provoca que el proton en el grupo N-H tenga
caracter acido, este proton puede formar puentes de hidrégeno con sus receptores
o proteinas diana, también logra inducir el acoplamiento de electrones 1r-1T 0 TI-
cation, a través del sistema aromatico °. Las variaciones estructurales de las
triptaminas exdégenas son de gran relevancia debido a que determinan como se lleva

a cabo la interaccién con receptores y proteinas 2°.

Las variaciones en la actividad de diferentes tipos de moléculas sugieren que los
receptores 5-HTR son sensibles a cambios en la estructura de las triptaminas, los
agonistas de este tipo de receptores pueden activar selectivamente un subconjunto
de proteinas efectoras %8, El grupo N-H del indol es de especial relevancia en la

interaccioén con los receptores 5-HTR 85168,

Cuando existen ENP un grupo de neurotransmisores que modulan las emociones y
el estado de &nimo como la 5-HT, DA, glutamato (Glu), acetilcolina (ACh) o acido y-

aminobutirico (GABA) se ven afectados en su biosintesis, liberacién y metabolismo
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8528-31,168  Dentro de la fisiopatologia de las ENP es necesario considerar que la
produccion de ondas cerebrales tipo a (8-12 Hz) aumenta en personas con trastornos

depresivos o de ansiedad 109171,

En los pacientes que sufren de trastorno depresivo se pueden observar niveles bajos
en la producciéon del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor
neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF) 35, el estrés oxidativo neural o
la neuroinflamacion cronica de grado bajo también se asocian directamente con este
tipo de enfermedades %815, en dichos pacientes se ha observado el aumento en la
produccién de citocinas pro inflamatorias como IL-6, IL-8, IL-1 ademas del factor de

necrosis tumoral (TNFa) 172174,

3.8. Farmacodinamia de N,N-dimetiltriptamina

La DMT interactua con las familias de receptores para 5-HT 1A, -1B, -1D, -1E, -2A, -
2B, -2C, -5A, -6 y -7 con un rango de afinidad entre 39 nM y 2.1 uM %31, Algunos
miembros de estas familias regulan funciones a nivel de sistema nervioso periférico
(SNP) en propiocepcion o vasodilatacién, otros como 5-HTeR y 5-HT7R estan
implicados en procesos tanto cognitivos como estructurales ?°. Los receptores para

5-HT son de especial relevancia en el tratamiento de ENP 2°.

De igual forma, la DMT es agonista de los receptores 5-HT2aR y 5-HT2cR
presinapticos con afinidades de 127 nM y 360 nM respectivamente 8%, estos
receptores estan acoplados a una proteina Gg11, regulan la liberacién de Ca?* en el
reticulo endoplasmico por la via PLC, PI(4,5)P2, IP3-DAG 35, lo que estimula la
liberacién de vesiculas presinapticas, aumentando la concentracion de 5-HT, se
localizan principalmente en la corteza prefrontal y los ndcleos de rafe. Se ha
demostrado clinicamente que los agonistas de receptores 5HT2aR producen

inhibicion dosis dependiente de ondas cerebrales tipo a 171,
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Los nudcleos de rafe tienen proyecciones neuronales hacia estructuras cerebrales
involucradas en la memoria, regulacién del estado de animo, toma de decisiones y
comportamiento condicionado a estimulos como la corteza prefrontal (CPF),
amigdala, hipocampo, cuerpo estriado (CE), ndcleo accumbens (NA) y area
tegmental ventral (ATV). Se ha observado que los agonistas de 5-HT2aR y 5-HT2cR
disminuyen la concentracién de DA en casi todas las estructuras que involucra la via

dopaminérgica /5.

La DMT no estimula la adenilato ciclasa sensible a DA, tiene baja afinidad por los
receptores dopaminérgicos, no obstante los 5-HT2aR pueden formar heterémeros
con la familia de receptores para dopamina D2R acoplados a proteinas Giy Go %4, sin
embargo, no se ha demostrado que este sistema esté involucrado en los efectos
dopaminérgicos observados, en general se considera que la DMT carece de efectos

directos sobre las concentraciones de DA 94175,

5-HT2aR puede formar heterorreceptores con el receptor metabotrépico mGluR2/z 126
gue producen segundos mensajeros que aumentan la expresion de los genes Ergl
y Erg 2 responsables de codificar BDNF 25, el cual estimula el desarrollo de las
dendritas en neuronas corticales, aumentan la neuroplasticidad, neurogénesis y
psinaptogénesis, este mecanismo no se activa por las interacciones de ninguno de

los receptores por separado 14°.

Los receptores 5-HT2aR regulan la produccién de endocannabinoides como
anandamida (ADA) y 2-araquinodilglicerol (2-AG) en estructuras cerebrales
asociadas con las emociones o el estado de animo como la amigdala, ademas de
CPF 176 este proceso puede estar involucrado con el efecto ansiolitico y
antidepresivo de la DMT. Los agonistas de 5-HT2aR producen un descenso en la
concentracion de ADA acompafado de un aumento de 2-AG que se relacionan con

una disminucion en el estrés y ansiedad *7”.

Existe un aumento dosis-dependiente en los niveles sanguineos de 3 endorfina tras

la administracion de DMT, lo que sugiere que hay actividad analgésica a traves de la
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estimulacién de receptores p opioides, adicionalmente este fitoindol actia como un
agonista en los receptores 5-HT1aR 123178 que esta vinculado al efecto antinociceptivo

observado en pacientes tratados con la molécula 4°.

La estimulacion endégena de autorreceptores 5SHT1aR somato dendriticos, ubicados
en los nucleos de rafe inhiben la liberacion de 5-HT en otras estructuras del cerebro,
algunos agonistas de 5-HTiaR pueden producir la desensibilizacibn de estos
receptores, en consecuencia aumenta la concentracion de 5-HT en la via
serotoninérgica 119178 esta es la base del tratamiento convencional de los trastornos

depresivos y de ansiedad.

DMT inhibe la captura de 5-HT por el transportador de 5-HT (SERT) y el
transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT2) con constantes de inhibicion
(Kj) de 4 y 93 respectivamente, SERT traslada la DMT hacia el interior de la neurona
donde se acumula en vesiculas sindpticas debido a la accién de VMAT2, la
acumulacion de DMT puede durar hasta una semana y luego liberarse por estimulos

adecuados, los mismos estimulos que producen la liberacion de 5-HT 126,

La DMT es un ligando enddégeno de oiR, tiene un papel fundamental en
neuroproteccion, neurorregeneracion y plasticidad neuronal ya que su activacion
incrementa la expresion de neurabina (NB) y neuroxina | (NXI), proteinas
involucradas en la formacion de neuritas, ademas de procesos sinapticos, este tipo
de receptores regulan el nivel de Ca?* intracelular a través de la inactivacion de
canales K* dependientes de voltaje 17918  Adicionalmente, los agonistas de o1R

estan relacionados con una disminucién dosis-dependiente de GABA en la amigdala
38

Los receptores 01R y 5-HT2aR modulan algunos aspectos de la respuesta inmune,
la DMT previene la neuroinflamacion inhibiendo la produccion de linfocitos,
interleucinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, IL-18) y TNFa 72, también inducen la
proliferacion de células NK, se ha observado aumento en los niveles de IL-10 y

cortisol que contribuyen al efecto anti inflamatorio 3.
33



Los agonistas de 01R previenen el estrés oxidativo neural debido a que disminuyen
los niveles del ion Ca*? intracelular que a su vez modula la produccién de especies
reactivas de oxigeno mitocondriales, reduce los efectos de inflamacion cronica de
grado bajo y regula varias funciones microgliales, estas propiedades podrian
aprovecharse para tratar procesos de proliferacion tumoral tanto en SNP como SNC
135136 | os receptores oiR pueden formar heterorreceptores con D:2R, lo que

repercute en los niveles de DA 9,

La activacion de oiR en la amigdala regula la funcion del heterorreceptor formado
por CB1R y NMDA, lo que repercute en los niveles de Glu °. La DMT reduce
significativamente las cantidades de ACh en el cuerpo estriado, hecho que sugiere
gue se estaria modificando la liberacidbn de este neurotransmisor a través de
mecanismos sinapticos que involucran la activacion de receptores para ACh

muscarinicos (MAChR) y nicotinicos (nAChR) 12,

Los receptores ligados a aminas traza (TAAR) estan asociados con la actividad
endogena y exdgena de la DMT 136137 E| receptor rTAAR: esta acoplado a proteinas
Gq, guarda cierta homologia con receptores para catecolaminas, la DMT tiene gran
afinidad por éste receptor y es un agonista del mismo. Los agonistas de rTAAR1 Yy
o01R inducen la actividad de receptores NMDA los cuales regulan los niveles
extracelulares de Glu. 2%1%6, Las interacciones farmaco-receptor mas relevantes se

esquematizan en la figura 3.
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Figura 3. Interacciones farmaco-receptor de la DMT

Varios estudios muestran que las B-carbolinas tienen efectos serotoninérgicos
directos a través de la interaccién con receptores 5-HTR, estos fitoindoles tienen
propiedades antioxidantes, son neuroprotectores, ademas modulan la
neurotransmision dopaminérgica, colinérgica y glutaminérgica, también pueden
interactuar con canales de membrana activados por voltaje o participar en la

eliminacion de radicales libres de oxigeno en la célula 181183,
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3.9. Farmacocinética de N,N-dimetiltriptamina

La DMT se excreta mayormente por la orina y sus principales metabolitos son el
acido indol-3-acético y la N-oxi-DMT. Hay evidencia de que enzimas citocromo P450
(CYP) y peroxidasas pueden degradar algunas triptaminas 83184  sin embargo, la
desaminacion oxidativa catalizada por MAO A 8 (Fig. 4) es la via metabdlica
predominante. Otros metabolitos obtenidos por la actividad de MAO A son N-
metiltriptamina, 6-hidroxi-DMT y 6-hidroxi-N-oxi-DMT. 183185,

A MAO A NH-R:
N—R’ + H,0 + 0, — o+ 3 + H,0,
2
R H

Figura 4. Reaccidn general de la desaminacion oxidativa catalizada por MAO A

Cuando se administra por via oral en compafiia de un IMAO la desaminacion
aoxidativa de la DMT no ocurre, en consecuencia se absorbe en concentraciones
suficientes para alcanzar niveles plasmaticos adecuados para que pueda atravesar
la barrera hematoencefélica %4184, Aunque la DMT tiene naturaleza lipofilica se ha
propuesto que cruza la membrana plasmatica endotelial por procesos de transporte
activo (dependientes de Mg?* y ATP) 1%, En la figura 5 se esquematiza la

acumulacion y eliminacion de DMT.
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Figura 5. Acumulacién y eliminacion de la DMT

La DMT no inhibe la actividad de ninguna de las enzimas de la familia CYP
involucradas en el metabolismo de otros farmacos que podrian aplicarse de forma
conjunta 8, |a administraciéon de DMT con otras moléculas se puede hacer con
seguridad, ya que la probabilidad de que se presenten reacciones adversas
medicamentosas es baja, sin embargo, se deben considerar las interacciones
farmacoldgicas para cada caso en particular, debido a que varios fitoindoles inhiben
CYP3A4 y CYP2D6 186187,

La psicoactividad de DMT en compaiiia de un iMAO administrados por via oral (0.6-
0.85 mg/kg) se observa a los 60 min, mostrando un maximo a los 90 min, para
desaparecer después de 4 h 126, el tiempo de vida media por esta via es de 5 a 15

min, pero puede extenderse si se administra adicionalmente un iIMAO 7°. Con base
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en los resultados de experimentos hechos en roedores se estima que la dosis letal

media en humanos es de 8 mg/kg por via oral .

Cuando se administra DMT por via intravenosa (0.1-0.4 mg/kg) es psicoactiva 1?6, Se
observan efectos subjetivos entre los 90 y 120 s que desaparecen a los 30 min 81,
por via intramuscular (0.7 mg/kg) se presentan efectos psicoactivos
aproximadamente a los 5 min, que se sostienen entre 30 y 60 min 18, tanto por via

intranasal como por via rectal carece de actividad biol6gica en SNC 126,

Los pacientes que recibieron dosis de DMT entre 0.05 y 0.2 mg/kg por via
intravenosa experimentaron efectos subjetivos de leves a moderados, sin embargo,
se mantuvieron en estado consciente, no manifestaron malestar fisico ni psicoldgico
y su presion arterial no mostro ninglin cambio significativo 123124, Los sujetos a los
que se les administraron dosis de 0.4 mg/kg por la misma via presentaron
alucinaciones y algunos sufrieron distorsion significativa en la percepcion del tiempo

y el espacio %4,

4. Planteamiento del problema

Existen distintos trabajos en los que se ha aislado e identificado DMT en M.
tenuiflora, sin embargo, las metodologias aplicadas para cuantificar esta molécula
en muestras bioldgicas (vegetales y animales) son limitadas debido a que involucran
el uso de instrumental que en la mayoria de los casos es poco accesible, por ejemplo

cromatografia de gases o espectrometria de masas.

La necesidad de emplear una referencia analitica de DMT es una complicacion
adicional, generalmente el estandar se adquiere comercialmente, ahora bien, existen
procesos e investigaciones que no cuentan con esa posibilidad, en esos casos la
obtencion de una molécula de referencia analitica partir de una especie vegetal

adquiere especial relevancia.
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En la practica médica popular de nuestro pais generalmente se emplea la corteza de
tepezcohuite que se compra en mercados populares. El contenido de DMT cambia
significativamente en distintas poblaciones 6155, Por otra parte, las condiciones tanto
de transporte como de almacenamiento podrian afectar el contenido quimico de la
corteza. Existe poca informacion sobre las cantidades de DMT en muestras de

tepezcohuite comercializadas en México.

Por otra parte, el trabajo etnobotéanico sobre el uso tradicional de la jurema prieta es
bastante limitado debido a que las comunidades que lo consumen estan
practicamente extintas y las fuentes directas de informacién son muy escasas, existe
controversia sobre el contenido de esta bebida ya que no hay forma de saber con
exactitud si la corteza es el Unico ingrediente del preparado o es una mezcla de

especies 103,

4.1. Justificacion

El desarrollo de métodos analiticos empleando HPLC-UV aportard alternativas para
los procesos e investigaciones que no cuenten con la posibilidad de adquirir un
estandar de referencia comercial de DMT o que no tengan la oportunidad de acceder
al instrumental necesario para la identificacion y cuantificacion de DMT en la corteza

de M. tenuiflora, plasma y tejido cerebral.

La cuantificacion de DMT en muestras de la corteza de M. tenuiflora adquiere
relevancia en los paises donde es utilizada como fitomedicamento, por otra parte, la
determinacion de la concentracion de DMT en plasma y tejido cerebral también
representa una contribucion en la practica médica para analisis toxicoldgicos y

forenses.

Ya que no se conoce con certeza la composicion de la jurema prieta hay
especulacion en relacion a su uso tradicional y posible aplicacion terapéutica.

Evaluar la actividad de monoamino oxidasas después de la administracion del
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extracto nos permitird saber si la corteza de M. tenuiflora podria proponerse como

una opcioén analoga a la ayahuasca en el tratamiento e investigacion de ENP.

5. Hipotesis

Si se obtiene una referencia analitica de DMT a partir de la corteza de M. tenuiflora,
se podran desarrollar y evaluar métodos analiticos empleando HPLC-UV para

cuantificar la molécula en diferentes matrices biolédgicas.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Desarrollar métodos analiticos empleando HPLC-UV para cuantificar DMT en
distintas matrices biolégicas. Ademas, evaluar el efecto del extracto metandlico de

M. tenuiflora sobre la actividad de las enzimas MAO Ay MAO B.

6.2. Objetivos especificos

e Aislary purificar DMT mediante una extraccion organica a partir de la corteza
de M. tenuiflora para utilizarla como referencia analitica.

e |dentificar la DMT en el extracto metandlico de M. tenuiflora por HPLC-DAD
para cuantificarla.

e Establecer condiciones de analisis adecuadas para la cuantificacion de DMT
en el extracto metandlico de M. tenuiflora, plasma y tejido cerebral murinos
por HPLC-UV.

e Cuantificar DMT en el extracto metandlico de la corteza de M. tenuiflora
utilizando HPLC-UV para comprobar la aplicabilidad del método analitico
desarrollado.
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e Determinar la concentracion de DMT en plasma vy tejido cerebral murinos
usando HPLC-UV después de administrar distintas dosis del farmaco para
demostrar la aplicabilidad de los métodos analiticos desarrollados.

e Medir la actividad in vivo e in vitro de MAO en tejido cerebral murino después
de recibir tratamiento con diferentes dosis del extracto metandlico de la
corteza de M. tenuiflora para proporcionar informacién que contribuya a
explicar las propiedades psicoactivas de la jurema prieta, asi como para
aportar datos para su posible aplicacion terapéutica en el tratamiento de ENP.

7. Materiales y métodos

7.1. Identificaciéon de M. tenuiflora

La corteza de M. tenuiflora se adquirié6 comercialmente en el mercado de Sonora
(Ciudad de México, México), posteriormente se almacend en un ambiente seco y
obscuro, las muestras fueron trituradas justo antes de iniciar el proceso de
extraccidon. La identificacion del material vegetal fue realizada en el Instituto de
Biologia de la UNAM en Cuidad de México. La muestra fue depositada en la
Coleccion Etnobotanica del Jardin Botanico, sin embargo, el vaucher de herbario se

encuentra en tramite debido a las condiciones sanitarias regionales y mundiales.

7.2. Obtencion de la referencia analitica de N,N-dimetiltriptamina

Para la obtencién de DMT se realizé una extraccion por maceracion durante 24 h
empleando 500.0 g de la corteza de M. tenuiflora en 1 L de &cido clorhidrico (HCI)
0.1 M, la solucién acuosa se desengraso por particion liquido-liquido con 500 mL de
Hex, posteriormente se alcalinizé con una solucion 1 M de hidroxido de sodio (NaOH)
hasta alcanzar un pH=11.0 ©¢,

Por dltimo, se realizé una extraccion por particion liquido-liquido con Hex y se retiré

el disolvente por evaporacion rotatoria a presion reducida, se obtuvieron 511.3 mg
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de crudo alcaloideo, el cual se disolvié en 10 mL de Hex a 35°C y se agité durante
25 min manteniendo estable la temperatura y el volumen de disolvente por reflujo,
se sometid a bafo de hielo y se retir6 el disolvente por evaporacion a presion y

temperatura normales 6.

Se determind el punto de fusién del producto obtenido 626 y se analiz6 por
cromatografia en capa fina (TLC) utilizando cromatoplacas de aluminio con silicagel
60 recubierta con indicador fluorescente Fzsa y como fase moévil MeOH/NH4OH
(9.9/0.1) %0, La cromatoplaca se reveld por aspersion con reactivo de Dragendorff
que sirve para la identificacién general de alcaloides. De forma complementaria se
reveld con el reactivo de Erlich’s, el cual es para la identificacién especifica de

alcaloides indélicos 19193, El Rt se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

Drm

R¢

Donde:

Dy=Distancia recorrida por el soluto

D¢,=Distancia recorrida por la fase movil

7.3. Identificacion de N,N-dimetiltriptamina por NMR 'Hy 3C

La caracterizacion por resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono se
realizé utilizando un equipo Agilente DD2 que opera a 600 MHz para hidroégeno y a
151 MHz para carbono, utilizando tetrametilsilano como referencia interna y
cloroformo deuterado como disolvente, los espectros fueron procesados con el
software MestReNova y los desplazamientos quimicos fueron registrados en ppm
(®). Este equipo esta ubicado en el Departamento de Sistemas Bioldgicos de la UAM-

Xochimilco.
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Se realiz6 la identificacion estructural del compuesto mediante los espectros de NMR
H y NMR *3C (Fig. 9). Se llevé a cabo la asignacién de las sefiales observadas, las
formas y desplazamientos quimicos de dichas sefiales se compararon con las
reportadas para un estandar de referencia de DMT aislado de la corteza de M.

tenuiflora 8.

7.4. Determinacion de la pureza de la referencia analitica de N,N-

dimetiltriptamina

Se desarrollaron y optimizaron las condiciones para la identificacion y determinaciéon
de la pureza de la referencia analitica de DMT por HPLC-DAD. Se pesaron 2.0 mg,
se depositaron en un matraz de 2 mL y se llevé a volumen con ACN para obtener

una solucion de la referencia analitica de DMT a una concentracion de 1.0 mg/mL.

Como fase movil se utilizé una mezcla de ACN y acido trifluoroacético (TFA) con un
gradiente de 7 % hasta 93 % de ACN en 25 min a un flujo de 1.2 mL/min, como fase
estacionaria se empled una columna CN, se us6 un detector con arreglo de diodos
en modo escaneo (190-400 nm) para obtener el cromatograma en 3D. Los
cromatogramas fueron procesados con el programa ChemStation, las condiciones

seleccionadas para el andlisis se enlistan en la tabla V.
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Tabla V. Condiciones cromatograficas para el analisis de la DMT aislada de M.tenuifloray el

extracto metanélico de M. tenuiflora.

(A =275 nm)

Equipo Condiciones
Cromatdgrafo: Agilent® 1200 Fase movil: ACN (A), TFA 0.1 % (B)
ZORBAX-SB CN (100 mm . . 0-25 min: 7% - 93% A
Columna: Gradiente™:
X 4.6 mm, 3um) 25-30 min: 93% A
DAD (4 =190-400 nm) y UV o
Detector: Proporcion™

A 29%, B 71% (12 min)

Volumen de inyeccion: 10 pL

Flujo:

1.2 mL/min

* Determinacién de la pureza de la DMT aislada de M.tenuiflora

** |dentificacion y cuantificacion de DMT en el extracto metandlico de M. tenuiflora

Para calcular la pureza se empleé la siguiente expresion matematica:

% Pureza =

Donde:

ABCpyr
JABC

- 100

ABCpyr = Area bajo la curva de la sefial perteneciente a la referencia analitica de

DMT

YABC = Sumatoria del area bajo la curva de todas las sefiales detectadas durante el

analisis
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7.5. Identificacion de N,N-dimetiltriptamina en el extracto metandlico de M.

tenuiflora

Preparacion del extracto

Se colocaron 100.0 g de la corteza de M. tenuiflora en maceracion con 450 mL de
MeOH a 5°C durante 14 dias con agitacion ocasional. El extracto se filtr6 por
gravedad y el disolvente fue retirado por evaporacion rotatoria a presion reducida 4.
El extracto se analiz6 por TLC utilizando como fase movil una mezcla de
MeOH/AcOEtO/HCOOH, (6.95/2.95/0.1). La cromatoplaca se revel6 por aspersion

con reactivo de Dragendorff y Erlich’s 191193,

Identificaciéon de N,N-dimetiltriptamina en el extracto metandlico de M.
tenuiflora por HPLC-DAD

Para realizar la identificacion de DMT en el extracto metandlico de M. tenuiflora por
HPLC-DAD se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT (Pureza: 98 %). Se
depositaron en un matraz volumétrico de 2 mL y se llevé a volumen con ACN para
obtener una solucion de la referencia analitica de DMT a una concentracion de 1.0
mg/mL, posteriormente se depositaron 50 pL de la soluciéon en un matraz volumétrico
de 2 mL y se llevo a volumen con ACN (25 pg/mL). Las condiciones cromatogréficas
utilizadas se organizan en la tabla V.

Para la cuantificacion de DMT se pesaron 4.0 mg del extracto por duplicado, se
depositaron en un matraz volimetrico de 2 mL y se llevo a volumen con fase movil
para obtener una solucion del extracto metanolico de M. tenuiflora a una
concentracion de 2.0 mg/mL. En la tabla IV se pueden observar las condiciones para

el andlisis cromatografico.
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7.6. Cuantificacion de N,N-dimetiltriptamina en el extracto metandlico de M.
tenuiflora por HPLC-UV

Se pesaron 2.0 mg de la DMT aislada de M .tenuiflora y se suspendieron en 2 mL de
ACN en un matraz volumeétrico, de esa solucidén se tomoé una alicuota de 200 pL en
un matraz volumétrico de 2 mL y se llevé a volumen con fase movil para obtener una
solucion stock a una concentracion de 0.1 mg/mL. Se desarrollaron y optimizaron las
condiciones para la cuantificacion de DMT en el extracto de M. tenuiflora por HPLC-

UV, los parametros seleccionados para el analisis se enlistan en la tabla IV.

Para construir la curva de calibracién se midieron siete puntos con concentraciones
de la referencia analitica de DMT entre 5.0 pg/mL y 100.0 pg/mL, posteriormente se
grafico el area de la sefial correspondiente a DMT en relacion a la concentracion en

pg/mL de cada punto.

Preparacion de la muestra

Se pesaron 4.0 mg del extracto, se depositaron en un matraz volumétrico de 2 mL y
se llevo a volumen con fase maovil para obtener una solucidn del extracto metandlico

de M. tenuiflora a una concentracion de 2.0 mg/mL.

7.6.1. Evaluacién de los parametros de calidad del sistema

Preparacion de la referencia analitica

Se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT por triplicado, se depositaron
en un matraz volumétrico de 2 mL y se llevo a volumen con ACN, de esta solucion
se tomd una alicuota de 200 puL en un matraz volumétrico de 2 mL y se llevé a
volumen con fase maovil para obtener tres soluciones stock de la referencia analitica

de DMT a una concentracion de 0.1 mg/mL.
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7.6.1.1. Linealidad

Se construyd una curva de calibracién por triplicado realizando diluciones del stock
entre 5.0 ug/mL y 100.0 pg/mL. El area de la sefial que corresponde a la DMT se
graficd con respecto a la concentracion. Para calcular la ordenada al origen, la
pendiente y el coeficiente de determinaciéon (R?), se utilizé un andlisis de regresion
lineal simple. Los puntos intermedios (15.0, 45.0 y 90.0 pg/mL) se leyeron por
duplicado. El porcentaje de recobro (%rec) se determino utilizando la siguiente

expresion:

. [ME]—[MNE]
Yoree = T 100

Donde:

[ME]= Concentracién de la muestra enriquecida con DMT
[MNE]= Concentracion de la muestra no enriquecida con DMT

[T]=Concentracion tedrica

7.6.1.2. Repetibilidad

Se evaluo la precision calculando el porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) en
cada nivel de concentraciéon de los puntos intermedios de la curva y sus duplicados

(n=6), para la exactitud se calcul6 el porcentaje de desviacion absoluta (%DA) para

cada lectura de los puntos intermedios de la curva ademas de sus duplicados.
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Precision
Se calculo el %CV de las concentraciones determinadas para los puntos intermedios
y sus duplicados en las tres curvas de calibracion (n=6). EI %CV se calculo

empleando la siguiente ecuacion:

Ox/y

%CV = =100

Donde:

oy/y= Desviacion estandar de las concentraciones observadas en los puntos

intermedios y sus duplicados.
u = Media de las concentraciones observadas en los puntos intermedios y sus

duplicados.

Exactitud

Se obtuvo el %DA de las concentraciones determinadas para los puntos intermedios
y sus duplicados en las tres curvas de calibraciéon. El %DA se calculé utilizando la

siguiente expresion matematica:

Donde:

[A]=Concentracién adicionada

[M]= Concentraciéon medida
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7.6.1.3. Reproducibilidad

Se evalud la precision de las lecturas en dos dias distintos calculando el %CV de las
concentraciones determinadas para los puntos intermedios y sus duplicados en las

tres curvas de calibracion (n=12).

7.6.1.4. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para evaluar el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LQ) se preparé
una curva de calibracion con puntos entre 5.0 pg/mL y 15.0 pg/mL a partir de una
solucién stock de la referencia analitica de DMT con una concentracion de 100.0
ug/mL y se evaluaron tres réplicas por nivel de concentracién. El LD y LQ se
determinaron de acuerdo a las expresiones matematicas que se indican a

continuacion:

LD = 3.3 O'x/y
m

LQ _ 10 - O'x/y
m

Donde:

o, /y=Desviacion estandar

m =Pendiente de la curva de calibracién

7.7. Determinacion de N,N-dimetiltriptamina en plasma por HPLC-UV

La referencia analitica de DMT se administré a seis ratas hembra tipo wistar con
pesos entre 200-250 g, las cuales se dividieron en tres grupos de analisis. Al primer
grupo se le aplico una dosis de 10.0 mg/kg, el segundo grupo recibié una dosis de
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25.0 mg/kg mientras que el tercer grupo se utiliz6 como control y Unicamente se le
administré vehiculo, compuesto por una mezcla de propilenglicol/etanol/agua
(40/20/40). La toma de muestra se realiz6 por puncién cardiaca utilizando EDTA

como anticoagulante.

Preparacion de la muestra

La sangre se centrifug6 a 5 000 rpm durante 5 min. Se mezclaron 500 pL de plasma
con 500 pL de ACN frio a -20°C en un tubo para micro centrifuga y se agitaron por
10 s, la mezcla se centrifug6 a 14 000 rpm durante 15 min, se separé el sobrenadante
y se tom6 una alicuota de 500 pL para la determinacién de DMT ©°. Se desarrollaron
y optimizaron las condiciones para la cuantificacion de DMT en plasma por HPLC-
UV. Los cromatogramas fueron procesados con el programa ChemStation, las
condiciones seleccionadas para el andlisis se enlistan en la tabla VI.

Tabla VI. Condiciones cromatogréaficas para la determinacién de DMT en plasmay tejido

cerebral
Equipo Condiciones
Cromatdégrafo: Agilent® 1200 Fase movil: ACN (A), TFA 0.1 % (B)
ZORBAX-SB C18 (100 mm y _
Columna: Proporcion: A 21%, B 79% (8 min)
X 4.6 mm, 3um)
Detector: UV (4 =275 nm) Volumen de inyeccion: .10 pL
Flujo: 1.2 mL/min

Se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT, se depositaron en un matraz
volumétrico de 2 mL y se agregaron 50 pL de ACN, se llevé a volumen con plasma
y se homogenizd por agitacion mecanica para obtener una solucion stock de la

referencia analitica de DMT a una concentracion de 1.0 mg/mL.
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Para construir la curva de calibracién se midieron ocho puntos con concentraciones
de la referencia analitica de DMT entre 50.0 pg/mL y 1000.0 pg/mL, posteriormente
se grafico el area de la sefial correspondiente a DMT en relacién a la concentracion

en ug/mL de cada punto.

7.7.1. Evaluacién de los parametros de calidad del sistema

Preparacion de la referencia

Se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT por triplicado, se depositaron
en un matraz volumétrico de 2 mL y se llevé a volumen con ACN para obtener tres
soluciones stock de la referencia analitica de DMT a una concentracién de 1.0

mg/mL.

7.7.1.1. Linealidad

Se construy6 una curva de calibracion por triplicado realizando diluciones del stock
entre 50.0 pug/mL y 1000.0 pg/mL. El area de la sefial que corresponde a la DMT se
graficé con respecto a la concentracion. Para calcular la ordenada al origen, la
pendiente y el R?, se utilizd6 un andlisis de regresion lineal simple. Los puntos

intermedios (150.0, 450.0 y 900.0 pug/mL) se leyeron por duplicado.

7.7.1.2. Repetibilidad y reproducibilidad

Para evaluar la repetibilidad asi como la reproducibilidad se calcularon la precision y
exactitud segun lo indicado en los incisos 7.6.1.2y 7.6.1.3.

7.7.1.3. Limite de deteccidn y limite de cuantificacién

Para evaluar el LD y el LQ se prepar6 una curva de calibracion con puntos entre 50.0

pg/mL y 150.0 pg/mL a partir de una solucion stock de la referencia analitica de DMT
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con una concentracion de 1000.0 ug/mL, se evaluaron tres réplicas por nivel de

concentracion.

7.7.2. Evaluacion de los parametros de calidad del método

Preparacion del plasma enriquecido con la referencia analitica de DMT

Se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT por triplicado, se depositaron
en un matraz volumeétrico de 2 mL y se agregaron 50 pL de ACN, se llevé a volumen
con plasma y se homogenizo por agitacion mecéanica para obtener tres soluciones

stock de la referencia analitica de DMT a una concentracion de 1.0 mg/mL.

Preparacion de la referencia analitica

Se tomaron 500 pL del plasma enriquecido con la referencia analitica de DMT (1.0
mg/mL), se afladieron 500 pL de ACN a -20 °C en un tubo para micro centrifuga y se
colocaron en un mezclador orbital por 10 s, posteriormente se centrifugaron por 15

min a 14 000 rpm a 4 °C. Se separ6 el sobrenadante y se tomé una alicuota de 500
uL para el andlisis.

7.7.2.1. Linealidad

La curva de calibracién para evaluar la linealidad se construy6 segun lo descrito en

el inciso 7.7.1.1.

7.7.2.2. Repetibilidad y reproducibilidad

Para evaluar la repetibilidad asi como la reproducibilidad se calcularon la precision y
exactitud segun lo indicado en los incisos 7.6.1.2'y 7.6.1.3.
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7.7.2.3. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

La determinacion del LD y LQ se llevo a cabo segun lo indicado en el inciso 7.7.1.3.

7.8. Determinacidon de N,N-dimetiltriptamina en tejido cerebral por HPLC-UV

Preparacion de la muestra

Se desarrollaron y optimizaron las condiciones para la determinacion de DMT en
tejido cerebral por HPLC-UV, las condiciones seleccionadas para el andlisis se
enlistan en la tabla V. Se realiz6 la diseccion de tejido cerebral de las seis ratas
administradas con DMT y el grupo control, se homogenizé en bafio de ultrasonido en
buffer de fosfatos (PBS, pH=6.9) /ACN, agregando 10 pL por cada mg de tejido 1%,
se agit6 por 15 sy la mezcla se centrifugd a 14 000 rpm durante 15 min, se separé
el sobrenadante y se tomo una alicuota de 500 L para la determinacion de DMT por
HPLC-UV.

Se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT, se depositaron en un matraz
volumétrico de 2 mL, se llevé a volumen con ACN, luego se depositaron 20 uL en un
matraz volumétrico de 2 mL, después se aford con fase mavil, de esta solucién se
tomo una alicuota de 20 pL en un matraz volumétrico de 2 mL y se llevo a volumen

con fase movil para obtener una solucion stock a una concentracion de 0.1 pg/mL.

Para construir la curva de calibracion se midieron siete puntos con concentraciones
de la referencia analitica de DMT entre 5.0 ng/mL y 80.0 ng/mL, posteriormente se
grafico el area de la sefal correspondiente a DMT en relacion con la concentracion

en ng/mL de cada punto.
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7.8.1. Evaluacién de los parametros de calidad del sistema

Preparacion de la referencia analitica

Se pesaron 2.0 mg de la referencia analitica de DMT, se depositaron en un matraz
volumétrico de 2 mL y se llevo a volumen con ACN, se tomaron 20 pL de esta
solucion y se aforaron a 2 mL con fase movil, posteriormente se tomé una alicuota
de 20 pL en un matraz volumétrico de 2 mL para llevarlo a volumen con fase movil y

asi obtener una solucién stock a una concentracion de 0.1 pg/mL.

7.8.1.1. Linealidad

Se construyd una curva de calibracion por triplicado realizando diluciones del stock
entre 5.0 ng/mL y 90.0 ng/mL. El area de la sefal que corresponde a la DMT se
graficd con respecto a la concentracién. Para calcular la ordenada al origen, la
pendiente y el R?, se utilizd6 un andlisis de regresion lineal simple, los puntos

intermedios (15.0, 45.0 y 90.0 ng/mL) se leyeron por duplicado.

7.8.1.2. Repetibilidad y reproducibilidad

Para evaluar la repetibilidad asi como la reproducibilidad se calcularon la precision y

exactitud segun lo indicado en los incisos 7.6.1.2y 7.6.1.3.

7.8.1.3. Limite de deteccion y limite de cuantificacién

Para evaluar el LD y el LQ se prepard una curva de calibracion con puntos entre 5.0
ng/mL y 20.0 ng/mL a partir de una solucion stock de la referencia analitica de DMT
con una concentracion de 100.0 ng/mL, se evaluaron tres réplicas por nivel de

concentracion.

7.9. Evaluacion de la actividad iMAO de la corteza de M. tenuiflora
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7.9.1. Ensayo in vivo

Se utilizaron nueve ratas hembra tipo wistar con pesos entre 200-250 g, las cuales
se dividieron en tres grupos de andlisis. Al primer grupo se le administré una dosis
equivalente a 10.0 mg/kg de DMT del extracto metandlico de M. tenuiflora (325.2
mg/kg) y el segundo recibié una dosis equivalente a 25.0 mg/kg de DMT del extracto
(813.0 mg/kg), mientras que al tercero Unicamente se le administr6 vehiculo

compuesto por una mezcla de propilenglicol/etanol/agua (40/20/40).

Se realizé la diseccion del tejido cerebral tanto de los animales de estudio como del
grupo control y se homogenizé por separado en agua desionizada, se agregaron 10
uL por cada mg de tejido, posteriormente se hizo una dilucién 1:10 del homogenado
en PBS.

Se agregaron 225 pL de cada homogenado en dos tubos de ensayo distintos, a cada
tubo se le afiadieron 300 pL de una solucion 50 mM de dibromhidrato de quinuramina
y segun el caso 75 pL de una solucion de selegilina 4 uM (para evaluar MAO A) o 75
UL de una solucién de clorgilina 4 uM (para evaluar MAO B). La mezcla se incub6 30
min a 37°C, posteriormente se agregaron 600 pL de acido tricloroacético al 10 % y

se centrifugd a 15 000 rpm por 15 min %4,

Por dltimo, se tomaron 1200 pL del sobrenadante y se mezclaron con un volumen
igual de hidroxido de sodio. La mezcla se analizé por FL a longitudes de onda de
emisidn/excitacion de 315/380 nm. La actividad se expresa como nMol de 4-
hidroxiquinolina por miligramo de proteina, por horas de incubacién (hmol/mg prot/h).
Para la curva de calibracion se utilizé 4-hidroxiquinolina en concentraciones de 100
nM a 3200 nM 194,

Para la determinacién de proteinas totales se preparé una diluciéon del homogenado
de cada muestra en agua desionizada 1:10, luego se afiadieron 60 pL de la muestra

diluida en tubos con solucidn reactivo la cual contenia 1.0 mL de solucion de
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KNaC4H406-4H20 al 2% y 1.0 mL de CuSOa4 al 1% en 98 mL de Na2COs/NaOH 0.1

N, para el blanco se agregé el mismo volumen de agua desionizada .

Posteriormente, se homogenizé en un agitador orbital durante 10 s se incubo la
mezcla por 30 min a temperatura ambiente, se afiadieron 30 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu al 50%, por ultimo se incubd la mezcla por 30 min a temperatura ambiente
y se leyé cada muestra a 550 nm en un espectrofotometro UV. Para la curva de
calibracion se utilizé un stock de albumina sérica de bovino en una concentracion de

12.5 mg/mL, se prepararon cinco puntos de entre 0.05 mg/mL y 0.60 mg/mL 1,

7.9.2. Ensayo in vitro

Se agregaron 300 pL del homogenado del grupo control en seis tubos de ensayo
diferentes, 380 pL de una solucion 50 mM de dibromhidrato de quinuramina, se
agregaron segun el caso 100 pyL de una solucion de selegilina 2 uM (para evaluar
MAO A) o 100 pL de una solucién de clorgilina 2 uM (para evaluar MAO B).
Posteriormente, se agregaron concentraciones equivalentes a 100.0 nM, 1.0 uM y

10.0 uM de DMT del extracto metanolico de la corteza de M. tenuiflora a cada tubo
194

La mezcla se incubd 30 min a 37°C, posteriormente se agregaron 800 uL de acido
tricloroacético al 10 %y se centrifugd a 15 000 rpm por 15 min. Por dGltimo, se tomaron
900 pL del sobrenadante y se mezclaron con un volumen igual de hidréxido de sodio.
La mezcla se analiz6 por FL a longitudes de onda de emision/excitacion de 315/380
nm. La actividad se expresa como nMol de 4-hidroquinolina por miligramo de
proteina, por horas de incubaciéon (nmol/mg proteina/h) %4,

La determinacién de proteinas totales se realizé del mismo modo que en el ensayo
in vivo. En la figura 6 se esquematizan los pasos mas relevantes del desarrollo

experimental.
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Figura 6. Desarrollo experimental

8. Resultados

8.1. Obtencion de la referencia analitica de N,N-dimetiltriptamina

Se obtuvieron 498.0 mg de un solido cristalino de color amarillento con punto de
fusién de 55-56°C, el porcentaje de rendimiento de la extraccion de DMT fue de
0.09%. En el analisis por TLC se observé una sola banda con un factor de retenciéon
(Rr) de 0.49, el cual coincide con el Rt reportado para DMT en el mismo sistema de

elucion 199,
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La banda observada (R+=0.49) se tornd de color naranja intenso al ser revelada con
reactivo de Dragendorff, lo cual indica la presencia de una amina terciaria en la
estructura del compuesto obtenido %%, Se confirmé la presencia de un anillo de indol
en la estructura ya que la banda se torné color azul rey en la cromatoplaca al ser
revelada con reactivo de Erlich’s (R= 0.49) 1%, en la figura 7 se muestran os

resultados.

Figura 7. Andlisis por TLC de la DMT obtenida de la corteza de M. tenuiflora:

revelada con reactivo de Dragendorff (a) y reactivo de Erlich’s (b)

8.2. Identificacion de N,N-dimetiltriptamina por NMR 'Hy 3C

Los desplazamientos quimicos y la forma de las sefiales observadas coinciden
notablemente con las reportadas para una referencia analitica de DMT aislada de la
corteza de M. tenuiflora %6, también se asemejan a las reportadas para un estandar
de referencia sintético de DMT 4, Los espectros NMR 'H y 13C se muestran en las

figuras 8 y 9, respectivamente.
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Figura 8. Espectro NMR 'H de DMT aislada de M. tenuiflora

En la tabla VII se observa una comparacion de los desplazamientos quimicos
observados en el espectro NMR 'H obtenido con el reportado para un estandar
analitico de DMT aislado de la corteza de M. tenuiflora, mientras que la comparacion
de los datos observados en el espectro NMR 3C obtenido con el reportado para el

mismo estandar analitico de DMT se presenta en la tabla VIII.
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Tabla VII. Comparacién de las sefiales observadas en el espectro *H NMR de DMT

Desplazamiento quimico O (ppm)

Atomo Referencia®® (ppm) Observada (ppm) Asignacion grafica
H2 6.98 (s) 1H 7.00 (s) 1H
H4 7.63 (d) 1H 7.65 (d) 1H
H5 7.18 (m) 1H 7.19 (m) 1H
H6 7.14 (m) 1H 7.15 (m) 1H
H7 7.32 (m) 1H 7.30 (m) 1H
Hg 2.69 (t) 2H 2.63 (t) 2H
Ha 3.00 (t) 2H 2.97 (t) 2H
Hg Ho 2.39 (s) 6H 2.30 (s) 6H
NH 8.49 (s) 1H 8.24 (s) 1H
h%
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Figura 9. Espectro NMR °C de DMT aislada de M. tenuiflora
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Tabla VIIl. Comparacién de las sefiales observadas en el espectro 3C NMR de DMT

Atomo Referencia®® (ppm) Observada (ppm) Asignacion grafica
C, 122.01 122.02
Cs 114.37 114.25
Caa 127.67 127.51 8
ch 5
Cy 118.94 118.74 N—CHj;
Cs 119.28 119.62
Cs 121.79 121.91
C; 111.36 111.53
Cra 136.55 136.45
Cs 23.86 23.29
Ca 60.53 60.06
Cs, Co 45.61 45.11

8.3. Determinacion de la pureza de la referencia analitica de N,N-

dimetiltriptamina

En el cromatograma de la DMT aislada de M. tenuiflora (Fig. 10) se observa una
sefal correspondiente a DMT con un tiempo de retencién (tr) de 7.27 min y un
%Area= 98.054, el maximo de absorcion (Amax) reportado para DMT es de 275 nm 6.
Por otra parte, en el espectro de UV en 3D (Fig.11) se pueden observar dos picos de
absorcion uno en 275 nmy otro en 218 nm.

61



0 5 10 15 20 25 mn

mi-Unidades de Absorbancia (mUA)

Tiampo (min)

Figura 10. Cromatograma de la referencia analitica de DMT obtenida a partir de M. tenuiflora
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Figura 11. Espectro UV en 3D de la referencia analitica de DMT obtenida a partir de M.

tenuiflora

8.4. Identificacion de DMT en el extracto metandlico de M. tenuiflora

Identificacién de DMT en el extracto metanélico de M. tenuiflora por TLC

Se obtuvieron 12.8 g del extracto metandlico de M. tenuiflora, en la cromatoplaca se
observaron dos bandas, una primaria con un Rf =0.35 y otra secundaria con R=0.73.

La banda primaria resultd positiva a la reaccion de Dragendorff y Erlich’s para la
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identificacion de estructuras inddlicas 1°21%3, no se pudieron identificar alcaloides en

la banda secundaria.

Identificacién de DMT en el extracto metanélico de M. tenuiflora por HPLC-
DAD

En el cromatograma de la referencia analitica de DMT, ilustrado en la figura 11, se
observa una sefal que coincide con la observada en el cromatograma del extracto
metandlico de M. tenuiflora (Fig. 12) con un tr= 7.34 y area de 592.7. En el
cromatograma en 3D (190-400nm) de la misma (fig. 13) se logran distinguir dos
maximos de absorcion UV, el primero en 218 nm y segundo en 275 nm, que coincide
con la referencia, ademas confirma la identidad de la DMT en el extracto metandlico

de M. tenuiflora.

Sig=275 7.34 min

—r T T
0 1 2 3 4

Tiempo (min)

mili-Unidades de Absorbancia (mUA)
o

Figura 11. Cromatograma de la referencia analitica de DMT (98%) en condiciones
cromatograficas para la cuantificaciéon de DMT en el extracto metanélico de M. tenuiflora por
HPLC-DAD
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Figura 12. Cromatograma del extracto metandlico de M. tenuiflora
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Figura 13. Espectro UV en 3D de DMT en el extracto metandélico de M. tenuiflora

8.5. Cuantificacion de N,N-dimetiltriptamina en el extracto metandlico de M.
tenuiflora por HPLC-UV

El area de la sefal obtenida del andlisis por HPLC fue de 592.5, la curva de
calibracion utilizada para cuantificar DMT en el extracto metandlico de M. tenuiflora

se observa en la tabla IX.
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Tabla IX. Curva de calibracion para la cuantificacion de DMT en el extracto metanélico de M.

tenuiflora

Concentracion . . )
Area Representacion gréafica
(Hg/mL)
5 50.5 1500 -
10 98.8
20 204.8 1000+
(1] .
b
40 401.8 L
5004
60 620.6 .
80 844.6
0 T T 1
100 1061.8 0 50 100 150
Concentracion (pg/mL
R? 0.999 (Mg )

Considerando la ecuacion y = 10.649x — 10.233 se calculé el valor de x que

corresponde a la concentracion de DMT en pug/mL, en la tabla X se pueden observar

los valores obtenidos, tomando en cuenta que y =592.6 la concentracion de DMT es

de 56.60 pg/mL, lo que significa que hay 30.32 mg de DMT por cada gramo de

extracto metanodlico de la corteza de M. tenuiflora. Con esta informacion se determiné

que hay 36.39 mg de DMT por cada gramo de corteza. En la tabla XI se observa la

relacion entre gramos de material vegetal, gramos de extracto y miligramos de DMT.

Tabla X. Concentracién de DMT en el extracto metandélico de M. tenuiflora

Extracto metandélico de M. tenuiflora

Concentracion
(mg/mL)

Area promedio

Concentracion
DMT (ug/mL)

2.0

592.6

56.60

Tabla XI. Cantidad de DMT en la corteza de M. tenuiflora

Material vegetal (g)

Extracto MeOH (g)

DMT (mg/g de material vegetal)

100.0

12.85

36.39
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8.5.1. Evaluacién de los parametros de calidad del sistema

8.5.1.1. Linealidad

En la tabla Xl se observan los resultados de la evaluacion de la linealidad del sistema

para cuantificar DMT en el extracto metandlico de la corteza de M. tenuiflora.

Tabla XII. Curva de calibracién por triplicado

Area
Concentracion (ug/mL) Promedio %rec
1 2 3

5 50.5 50.1 50.7 116.56
10 98.8 98.3 103.6 103.16
15 147.9 148.7 156.2 99.19
20 204.8 205.3 204.8 98.73
40 401.8 418.1 442.9 98.04
45 465.6 476.1 509.1 99.69
60 620.6 636.0 668.9 98.54
80 844.6 864.2 904.7 99.70
90 964.8 961.4 1009.5 99.40
100 1061.8 1103.9 1154.0 101.00

Representacion grafica

Area

1500

1000+

500

0

.
L]
-
-

0

50

100

Concentracion (ug/mL)

R?=0.997

150
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8.5.1.2. Repetibilidad

Los valores obtenidos en la evaluacion de la repetibilidad se observan en las tablas
Xy XIV.

Precision|

Tabla XIlI. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las curvas

de calibraciéon y sus duplicados (n=6)

Concentracién
%CV
(Mg/mL)
15 2.72
45 3.10
90 2.03

Exactitud

Tabla XIV. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de la curva

de calibracién y sus duplicados (n=6)

Concentracion Promedio
(ug/mL) %DA
15 0.09
45 0.51
90 0.55

8.5.1.3. Reproducibilidad

En las tablas XV y XVI se organizan los resultados derivados de la evaluacién de la

reproducibilidad.
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Tabla XV. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las curvas

de calibracion y sus duplicados inter dia (n=12)

Concentracién
%CV
(ng/mL)
15 2.70
45 3.06
90 2.59

Tabla XVI. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las curvas
de calibracién y sus duplicados inter dia (n=12)

Concentracién Promedio
(ng/mL) %DA
15 0.09
45 0.45
90 0.10

8.5.1.4. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Los valores determinados para el LD y LQ se presentan en la tabla XVII.

Tabla XVII. Limite de deteccidn y cuantificacion

Parametro pg/mL
LD 0.063
LQ 0.193

8.6. Determinacién de N,N-dimetiltriptamina en plasma por HPLC-UV

La curva de calibracion utilizada para realizar la determinacion de DMT en el

plasma se observa en la tabla XVIII.
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Tabla XVIII. Curva de calibracién para la determinacion de DMT en plasma

Concentracién

Area Representacion gréafica
(Hg/mL)
0 0
4000
50 189.2 .
100 363.0 3000 .
200 704.2 a
2 20004 *
L
400 1405.6 .
1000
600 2108.1 .
*
800 2787'2 D :IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 500 1000 1500
1000 3538.1
Concentracion (pg/mL)
R? 0.999

Considerando la ecuacion y = 3.5103x + 4.7172, y tomando en cuenta que y es el

area de la sefal correspondiente a DMT se determiné el valor de x que representa

la concentracion de DMT en pg/mL. Los resultados obtenidos se enlistan en la tabla

XIX. Para saber si habia relacion entre la dosis administrada y la cantidad medida se

calculo el coeficiente de correlacion de Pearson que fue de 0.96, por lo que

asumimos que hay correlacién positiva entre las variables.

Tabla XIX. Determinacion de DMT en plasma

Grupo pg/mL
4.8
Control 2.7
9.0

13.1

DMT 10 mg/kg 26.0
14.2

100.9

DMT 25 mg/kg 58.6
74.4

r de Pearson 0.96
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8.6.1. Evaluacién de los parametros de calidad del sistema

8.6.1.1. Linealidad

En la tabla XX se observan los resultados de la evaluacion de la linealidad del

sistema para la determinacion de DMT en plasma.

Tabla XX. Curva de calibracién por triplicado

Concentracion (ug/mL) I Ar2ea 3 Promedio %rec
50 601.5 553.0 606.3 99.22
100 1226.9 1146.7 1176.5 100.29
150 1804.6 1672.9 1702.9 95.94
200 2514.2 2240.8 2281.7 99.51
400 4993.5 4487.2 4704.8 100.37
450 5498.6 4982.1 5200.7 99.26
600 7497.2 6616.0 6929.0 99.28
800 9959.2 9112.7 9484.9 101.06
900 11218.6 9950.2 10650.2 96.95
1000 12510.4 10746.3 11897.3 99.53

Representacion grafica

15000

10000+ 3

Area
-

5000+ 3!

L ]
L]
[ ]
L]

ﬂ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 500 1000 1500

Concentracion (ug/mL)

R?=0.992
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8.6.1.2. Repetibilidad

Los valores obtenidos en la evaluacion de la repetibilidad se observan en las tablas
XXy XXII.

Precision

Tabla XXI. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las curvas

de calibracién y sus duplicados (n=6)

Concentracion
%CV
(Hg/mL)
150 3.18
450 4.57
00 4.32

Exactitud

Tabla XXII. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de la curva

de calibraciéon y sus duplicados (n=6)

Concentracién Promedio
(ng/mL) %DA
15 3.04
45 0.60
90 2.20

8.6.1.3. Reproducibilidad

En las tablas XXIIl y XXIV se organizan los resultados derivados de la evaluacion

de la reproducibilidad.
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Tabla XXIII. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las

curvas de calibracion y sus duplicados inter dia (n=12)

Concentracién
%CV
(Hg/mL)
150 5.03
450 4.57
900 4.28

Tabla XXIV. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las

curvas de calibracion y sus duplicados inter dia (n=12)

Concentracién Promedio
(ug/mL) %DA
15 0.08
45 0.43
90 0.31

8.6.1.4. Limite de deteccidén y limite de cuantificacion

Los valores determinados para el LD y LQ se presentan en la tabla XXV.

Tabla XXV. Limite de deteccidn y cuantificacién

Parametro pg/mL
LD 0.24
LQ 0.73

8.6.2. Evaluacion de los parametros de calidad del método
8.6.2.1. Linealidad

En la tabla XXVI se observan los resultados de la evaluaciéon de la linealidad del

método para la determinacion de DMT en plasma.
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Tabla XXVI. Curva de calibracién por triplicado

Concentracion (ug/mL) Area Promedio Y%gec
1 2 3

50 255.5 265.4 267.6 99.65
100 553.3 568.1 576.7 100.90
150 826.9 861.4 882.3 99.93
200 1118.4 1167.7 1190.2 100.38
400 2277.4 2360.9 2402.2 100.22
450 2558.4 2659.7 2686.1 99.86
600 3436.7 3527.2 3602.4 99.81
800 4532.9 4708.0 4789.0 99.17
900 5102.5 5345.9 5421.1 99.63
1000 5727.2 6026.5 6052.3 100.54

Representacion gréafica

8000 -

6000 - 3

$

[4: #
£ 40004
-.{ [ ]

20004 *

ﬂ TIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 500 1000 1500

Concentracion (ug/mL)

R?=0.998

8.6.2.2. Repetibilidad

En las tablas XXVII y XXVIII se organizan los resultados derivados de la evaluacién

de la repetibilidad.
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Precision

Tabla XXVII. %CV de las concentraciones calculadas paralos puntos intermedios de las
curvas de calibracion y sus duplicados (n=6)

Concentracién
%CV
(Hg/mL)
150 2.30
450 2.42
900 2.24

Exactitud

Tabla XXVIIl. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de la curva
de calibracién y sus duplicados

Concentracién Promedio
(ug/mL) %DA
15 0.20
45 0.03
90 0.37

8.6.2.3. Reproducibilidad

En las tablas XXIX y XXX se organizan los resultados derivados de la evaluacion

de la reproducibilidad.

Tabla XXIX. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las
curvas de calibracién y sus duplicados inter dia (n=12)

Concentracién
%CV
(Mg/mL)
150 2.05
450 2.59
900 3.01
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Tabla XXX. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las

curvas de calibracion y sus duplicados inter dia

Concentracién Promedio
(ng/mL) %DA
15 0.29
45 0.05
90 0.53

8.6.2.4. Limite de deteccidn y limite de cuantificacion

Los valores determinados para el LD y LQ se presentan en la tabla XXXI.

Tabla XXXI. Limite de deteccién y cuantificacion

Paréametro pg/mL
LD 0.950
LQ 2.878

8.7. Determinacion de N,N-dimetiltriptamina en tejido cerebral por HPLC-UV

La curva de calibracién utilizada para realizar la determinacién de DMT en tejido

cerebral se observa en la tabla XXXII.



Tabla XXXII. Curva de calibracién para la determinacion de DMT en tejido cerebral

Concentracion . . )
Area Representacion gréafica
(ng/mL)
0 0
3000
5 189.2
10 363.0 2000 *
1]
e
20 704.2 -] .
1000+
40 1405.6 .
60 2108.0 *
0 T T T T 1
80 2787.0 0 20 40 60 80 100
Concentracion (ng/mL)
R? 0.999

Considerando la ecuacion y = 1.7782 + —0.4556 y tomando en cuenta que y es el
area de la sefal correspondiente a DMT se determiné el valor de x que representa
la concentracion de DMT en ng/mL. Los resultados obtenidos se enlistan en la tabla
XXXIII. Para saber si habia relacion entre la dosis administrada y la cantidad medida
se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson que fue de 0.99, por lo que

asumimos que hay correlacion positiva entre las variables.

Tabla XXXIIl. Determinacion de DMT en tejido cerebral

Grupo ng/mL
7.3
Control 9.1
6.0
17.7
DMT 10 mg/kg 15.4
26.6
29.9
DMT 25 mg/kg 33.8
41.6
r de Pearson 0.99
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8.7.1. Evaluacién de los parametros de calidad del sistema

8.7.1.1. Linealidad

En la tabla XXXIV se observan los resultados de la evaluacién de la linealidad del

sistema para la determinacion de DMT en tejido cerebral.

Tabla XXXIV. Curva de calibracion por triplicado

Concentracion (ng/mL)

R?=0.992

] Area ]
Concentracion (ng/mL) Promedio Y%gec
1 2 3
5 8.0 8.1 8.0 88.60
10 17.5 194 18.8 99.22
20 35.6 39.1 38.7 99.75
40 72.4 79.8 80.9 101.89
60 108.8 116.1 122.8 101.12
90 159.4 169.6 183.2 99.18
Representacion grafica
200+
150+
© t
E 100+
¥
50+
L]
L ]
L
0 | | | 1
0 20 40 60 100

8.7.1.2. Repetibilidad

En las tablas XXXV y XXXVI se encuentran los resultados derivados de la

evaluacion de la repetibilidad.
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Precision

Tabla XXXV. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las

curvas de calibracion y sus duplicados (n=6)

Concentracién
%CV
(ng/mL)
15 1.97
45 2.38
80 2.14

Exactitud

Tabla XXXVI. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de la curva

de calibraciéon y sus duplicados

Concentracién Promedio
(ng/mL) %DA
15 0.39
45 1.82
90 1.43

8.7.1.3. Reproducibilidad

En las tablas XXXVII y XXXVIII se organizan los resultados derivados de la

evaluacion de la reproducibilidad.

Tabla XXXVII. %CV de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las
curvas de calibracion y sus duplicados inter dia (n=12)

Concentracién
%CV
(ng/mL)
15 1.82
45 1.76
80 1.03
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Tabla XXXVIII. %DA de las concentraciones calculadas para los puntos intermedios de las

curvas de calibracion y sus duplicados inter dia

Concentracién Promedio
(ng/mL) %DA
15 0.67
45 1.83
90 2.44

8.7.1.4. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Los valores determinados para el LD y LQ se presentan en la tabla XXXIX.

Tabla XXXIX. Limite de deteccién y cuantificacion

Paréametro ng/mL
LD 0.365
LQ 1.106

8.8. Evaluacion de la actividad iMAO de la corteza de M. tenuiflora

8.8.1. Ensayo in vivo

Los resultados obtenidos del ensayo in vivo para evaluar la actividad iIMAO de la
corteza se muestran en la tabla XL.
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Tabla XL. Evaluacién de actividad MAO MAO Ay MAO B in vivo

Grupo MAO A (nmol/mg proteina) MAO B (nmol/mg proteina)
0.36 1.40
Control 2.56 2.33
0.67 0.70
1.41 2.35
10 mg/kg 1.82 191
1.76 1.18
1.84 0.95
25 mg/kg 2.15 2.03
1.34 1.05
Valor de P
(Estadistico de
. 0.72 0.62
Kruskal-Wallis
0a=0.05)

Para el andlisis de los resultados se aplicé una prueba estadistica ho paramétrica,
se realizé la prueba de Kruskal-Wallis teniendo como hipétesis nula que todas las
medianas son iguales, se calculo el valor de P (a=0.05) que fue de 0.721 para MAO
Ay 0.628 para MAO B, en ambos casos P>a entonces no hay evidencia suficiente
para rechazar la hipotesis nula, lo que significa que la dosis de extracto administrada
no influyé en la actividad MAO A ni MAO B. Los resultados obtenidos se ilustran en

la figura 14.
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Figura 14. Evaluacion de actividad MAO Ay MAQO B in vivo

8.8.2. Ensayo in vitro

Los resultados obtenidos del ensayo in vitro para evaluar la actividad iMAO de la

corteza se muestran en la tabla XLI.

Tabla XLI. Evaluacion de actividad MAO Ay MAO B in vitro

Concentracion MAO A MAO B
100 nM 0.273 0.132
1uM 0.288 0.120

10 uM 0.279 0.139

r de Pearson 0.030 0.060

Para saber si habia alguna relacién entre la concentracion del extracto y la actividad
MAO se calcul6 el coeficiente de correlacion de Pearson que fue de 0.03 para MAO
Ay 0.06 para MAO B por lo que asumimos que no hay correlacion de ningun tipo
entre las variables, lo que significa que la concentracion de extracto metandlico de la
corteza de M. tenuiflora no influy6 en la actividad MAO A ni MAO B. Los resultados

se grafican en la figura 15.
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Figura 15. Evaluacion de actividad MAO Ay MAO B in vivo

9. Discusion

El rendimiento de la extraccion de DMT fue de 0.09%, este valor es menor que el
reportado en la literatura que es de 0.30% %6, esta variacion se atribuye
principalmente al origen poblacional y estado de conservacion de la corteza
empleada, para este trabajo se utlizaron muestras de la corteza adquiridas
comercialmente en un mercado popular, mientras que las investigaciones anteriores

han usado muestras tomadas de poblaciones silvestres.

El punto de fusién de la DMT obtenida fue de 55-56°C y concuerda con el esperado
para un estandar analitico de DMT obtenido de la corteza de M. tenuiflora 2. En el
analisis por TLC se observé una sola banda con R#=0.49, que coincide con el Rt
reportado para un estandar de referencia sintético de DMT en el mismo sistema 19,
adicionalmente se realiz6 la identificacion preliminar de DMT empleado la reaccion
de Dragendorff y de Erlich’s 19193,

Las sefiales observadas en los espectros NMR 'H y 13C (Fig. 8 y 9) se compararon
con las sefales reportadas para un estandar de dimetiltriptamina (>95%) obtenido
de la corteza de M. tenuiflora %, en los dos espectros, las sefales coincidieron
notablemente y de esa forma se pudo confirmar la identidad estructural de la
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referencia analitica de DMT. Las sefales también se asemejan a las reportadas para

un estandar de referencia sintético 164,

Se registré un Amax =275 nm en el andlisis por HPLC-DAD de la referencia analitica
de DMT (Fig. 11), este valor se corresponde con el reportado en la literatura para
realizar la identificacion de la molécula %, en el mismo andlisis se evalué la pureza
(98.05 %), que fue suficiente para emplearla como referencia analitica en la

identificacion y cuantificaciéon de DMT en distintas matrices bioldgicas 61:66.1%,

Llama poderosamente la atencion una sefial (Amax=218 nm) observada en el espectro
3D, de la referencia analitica (Fig. 11), sin embargo, se descartd la posibilidad de
gue se trate de una impureza o sustancia relacionada con el proceso de extraccion
debido a que se observa también en el espectro 3D de la DMT identificada en el

extracto (Fig. 13).

Los parametros de calidad del sistema empleado para cuantificar DMT en la corteza
de M. tenuiflora fueron evaluados con resultados satisfactorios. Se cuantificaron
36.39 mg por gramo de corteza, los datos observados difieren a los reportados en
trabajos anteriores que se encuentran entre 1.35 mg/g y 9.35 mg/g 565 esta
diferencia puede ser atribuida tanto al origen poblacional como a la preparacion de

la corteza, hasta ahora no se habia cuantificado DMT en el extracto metandlico.

El origen de la corteza también puede jugar un papel relevante en la cantidad de
DMT medida, debemos tomar en cuenta que solamente se ha cuantificado en la
corteza de arboles silvestres 615 pero hasta ahora no se habia hecho en muestras
comerciales de la corteza de M. tenuiflora, dichas muestras provienen principalmente
de poblaciones en el estado de Oaxaca y Chiapas al sureste de México 1, los
nutrientes, el clima y otros factores geogréaficos podrian afectar notablemente la

produccion de metabolitos secundarios en organismos vegetales 2°.

Tanto los parametros de calidad del método y sistema empleados para la

determinacion de DMT en plasma, como los parametros de calidad del sistema para
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la determinacion de DMT en tejido cerebral fueron evaluados con resultados
satisfactorios. Las concentraciones determinadas corresponden proporcionalmente

con las cantidades de molécula administradas.

Se cuantificaron hasta 9.02 pg/mL DMT en las muestras de plasmay 9.19 ng/mL en
las de tejido cerebral del grupo blanco (Tabla XIX y XXXIIl), esto se debe a que la
molécula de DMT se produce de manera endogena en todos los mamiferos y se
puede llegar a cuantificar en pequefias cantidades %872, sin embargo, este hecho no
interfirié con el alcance de ninguno los objetivos que se plantearon para este trabajo

de investigacion.

Algunos autores han propuesto que es posible que en el extracto de M. tenuiflora
existan moléculas capaces de inhibir la actividad de la MAO A 648182 sin embargo,
el ensayo in vivo con el tejido cerebral de ratas tratadas con diferentes dosis del
extracto metandlico de M. tenuiflora revel6 que la actividad de MAO no disminuyo de
forma dosis-dependiente, el ensayo in vitro para evaluar la actividad de MAO en
presencia de distintas concentraciones del extracto confirmd la ausencia de

moléculas inhibidoras de las MAO en el extracto.

En el caso particular de MAO A se observé un aumento aparente en la actividad de
la enzima (Fig. 14) en el ensayo in vivo, no obstante, este comportamiento se podria
atribuir a la presencia de metabolitos de DMT producidos por MAO A, estos
metabolitos son de naturaleza inddlica y se ha observado que moléculas similares
tienen su maximo de intensidad de fluorescencia relativa (emisién) en un rango de

360-380 nm con una longitud de onda de excitacion cerca de 300 nm 19,

La MAO A es selectiva para triptaminas 201049 sin embargo, no se conoce la
selectividad de esta enzima cuando existen DMT y quinuramina como sustratos en
competencia, la cantidad de fluorescencia medida para 4-hidroquinolina podria estar
traslapada con la fluorescencia aportada por metabolitos de DMT, lo que explicaria

el aparente aumento de la actividad de MAO A.
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Debemos considerar que existen moléculas capaces de inducir la actividad de
enzimas, no podemos descartar que algin componente del extracto funcione como
un inductor de la actividad de MAO A %8 lo que afectaria negativamente al evaluar
el uso potencial del extracto como fitomedicamento en el tratamiento de algunas
ENP, ya que aparentemente estaria favoreciendo la degradacion del principio

psicoactivo.

No hay suficientes registros etnobotanicos, ni arqueoldgicos sobre la jurema prieta,
un hecho lamentable es que las fuentes directas de informacion sobre el uso
tradicional de la bebida son inaccesibles para la comunidad cientifica por razones
historicas, geograficas y culturales. En ese sentido, los estudios realizados en este
proyecto de investigacion sobre la fitoquimica y farmacologia de M. tenuiflora son de
especial relevancia debido a que los datos obtenidos amplian el conocimiento
quimico-biolégico sobre esta especie, también contribuyen al entendimiento del uso

tradicional de la jurema prieta.

Para tratar de explicar las propiedades psicoactivas de la jurema prieta se debe
considerar la existencia de por lo menos otra triptamina en la corteza de M. tenuiflora
llamada yuremamina %+1%° (Fig. 1), debido a su naturaleza quimica este fitoindol
puede ser psicoactivo &, otra posibilidad es que se comporte como profarmaco ya
gue en su estructura existen anillos que podrian funcionar como grupos protectores
de la triptamina y de ese modo llevar a cabo su actividad en SNC. Lamentablemente
no existe informacién publicada sobre ensayos biolégicos que evaluen la actividad

de la yuremamina.

Se ha demostrado que Nicotiana tabacum tiene actividad iIMAO 2%, esta especie
forma parte importante del juremeiro, sin embargo, no hay consenso, algunos
investigadores proponen que se podrian fumar grandes cantidades de las hojas
secas durante el ritual, lo cierto es que no hay evidencia cientifica que lo confirme.
Existen documentos historicos que hacen alusion a N. tabacum como parte del
juremeiro, no obstante, Unicamente se menciona como parte de sahumerios y

fogatas 22.
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Con base en los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion podemos
inferir que las propiedades psicoactivas de la jurema prieta se pueden atribuir a la
DMT contenida en la corteza de M. tenuiflora sumada a la actividad de algan iMAO
A presente en otras especies vegetales utilizadas en la preparacion de la bebida o

administradas durante la ceremonia, por ejemplo Passiflora incarnata o B. Caapi.

Se han cuantificado hasta 17.75 mg de DMT por gramo de las hojas de Psychotria
viridis utilizando HPLC-UV 201292 considerando que se calcularon 36.39 mg de DMT
por gramo de la corteza de M. tenuiflora se puede proponer esta especie vegetal
como fuente importante para la obtencion de DMT. Debemos tomar en cuenta que
las hojas de P. viridis utilizadas para la elaboracibn de ayahuasca son poco
accesibles debido a que se depredan especimenes silvestres 1°, por el contrario M.

tenuiflora es ampliamente comercializada en México 1%

No se encontraron evidencias que respalden el uso de la corteza de M. tenuiflora
como fitomedicamento en el tratamiento e investigacion de ENP. La corteza se
podria utilizar como fuente de DMT, sin embargo, en ese caso, deberia administrarse
junto con un inhibidor de MAO A de forma analoga a la ayahuasca, para conseguir

que el principio activo sea absorbido correctamente y se encuentre biodisponible.

Una opcion considerable para posibilitar la aplicacién terapéutica de M. tenuiflora en
el tratamiento de ENP es administrar preparados o productos derivados de la corteza
por via intravenosa, pulmonar o sublingual para impedir que la DMT sea degradada
por MAO A en el intestino, de esta forma también se estaria evitando el efecto

metabdlico de primer paso, lo que favorece la biodisponibilidad de DMT.

10. Conclusiones

e Es posible cuantificar DMT en extracto vegetal, plasma vy tejido cerebral por
HPLC-UV utilizando una molécula de referencia aislada de la corteza de M.

tenuiflora.
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e Los métodos analiticos desarrollados para cuantificar DMT en el extracto de
M. tenuiflora, plasma y tejido cerebral empleando HPLC-UV son aplicables,

exactos y reproducibles.

e Tanto el origen poblacional como la preparacion que recibe la corteza de M.
tenuiflora antes de la cuantificacion de DMT podrian influir significativamente

en la cantidad del analito medida.

e No se encontraron evidencias de que existan moléculas en el extracto
metandlico de la corteza de M. tenuiflora capaces de inhibir la actividad de
MAO A o MAO B.

e No es recomendable el uso de la corteza de M. tenuiflora como
fitomedicamento en el tratamiento e investigacion de ENP, sin embargo,
algunas mezclas de la planta con inhibidores de MAO A podrian ser Utiles

debido a la cantidad de DMT medida en la corteza.
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