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RESUMEN

Varias especies de la familia Apocynaceae son fuentes reconocidas de
glicésidos cardiotonicos, los cuales son un grupo de metabolitos naturales
formados por una o varias unidades de azucar y un ndcleo esteroideo unido a
un anillo lacténico insaturado, comunmente utilizados en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva, con el fin de incrementar la fuerza de

contraccion del corazon.

En la actualidad existen varios estudios que reportan a los glicosidos
cardiotonicos como prometedores agentes anticancerigenos. Tomando en
cuenta dichos antecedentes, se realizO el presente trabajo, cuyo objetivo
principal es investigar la actividad citotdéxica de los glicésidos cardioténicos
procedentes de las raices y flores de tres especies de Apocynaceae: Plumeria

rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia.

En el andlisis fitoquimico se determind la presencia de glicésidos cardiotonicos,
por medio de técnicas cromatogréficas (capa fina) y espectroscopicas
(ultravioleta e infrarrojo), detectandose en tres fracciones, obtenidas de las
flores y raices de Thevetia ahouia, resultando las otras dos especies en
estudio negativas en las pruebas de deteccion de estos metabolitos. A las
fracciones positivas se les determino el contenido de glicosidos cardiotonicos
expresados como digoxina, obteniéndose mayor porcentaje de estos
metabolitos en las flores de Thevetia ahouia. A la vez se determind la actividad
anticancerigena in vitro, frente a tres lineas celulares: MCF-7 (adenocarcinoma
humano de mama), HeLa (carcinoma humano de cuello uterino) y A-549
(cancer humano de pulmén), ademas se utilizaron las células Vero (células
normales) para determinar el grado de citotoxicidad de cada una de las

fracciones analizadas.



De las tres fracciones ensayadas la mas activa fue la de raices de Thevetia
ahouia en diclorometano especialmente frente a la linea celular A-549, cuyos
valores resultaron ser incluso menores que la mercaptopurina, utilizada como
control positivo presentando también toxicidad media y débil, frente a las lineas

HelLa y MCF-7 respectivamente.

Sin embargo, resulto ser muy toxica para las células normales al igual que la
fraccion de flores de Thevetia ahouia en diclorometano, la cual no posee
actividad citotoxica en contra el adenocarcinoma humano de mama (MCF-7).
En cuanto a la fraccion de flores de Thevetia ahouia en acetato de etilo resulto
no poseer actividad citotoxica tanto para las tres lineas cancerigenas como para
las células Vero, ya que no fue capaz de inhibir el 50% del crecimiento celular.

Se logro comprobar que las fracciones diclorometanicas de raices y flores de
Thevetia ahouia mostraron actividad frente el carcinoma humano de cuello

uterino (HeLa) con valores de ICso muy buenos.

La fraccion de raices de Thevetia ahouia en diclorometano presento actividad
significativa frente al adenocarcinoma humano de mama (MCF-7). Sin embargo,
frente a las células Vero ambas fracciones mostraron una muy alta toxicidad
convirtiéndose éstas en sustancias muy poco viables para un posterior estudio

como agentes anticancerigenos, frente a estas lineas celulares.

Se debe de continuar con el fraccionamiento de cada una de las muestras con
presencia de glicésidos cardioténicos que mostraron actividad anticancerigena
para asi obtener a los compuestos responsables de esta actividad, ademas de
continuar con la busqueda de especies ricas en estos metabolitos. A la vez se
debe dar a conocer a la poblacién de los efectos toxicos de estas especies

principalmente porque son utilizadas como plantas ornamentales.
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1.0 INTRODUCCION.

El uso de productos naturales como agentes terapéuticos humanos se remonta
a mas de dos mil afios. Los glicésidos cardiotonicos asi como otros metabolitos
biologicos de las plantas han sido utilizados para muchos fines; los usaron
como venenos en flechas (Strophanthus) y como drogas para el corazén
(Digitalis). Se descubrié que las hojas de Digitalis purpurea eran utiles para
tratar la hidropesia. Asi se comenzo a utilizar los extractos de dicha planta para

el tratamiento de enfermedades cardiacas.

Los glicésidos cardioténicos, son un grupo de compuestos naturales, que
derivan biogenéticamente del colesterol y han sido extensamente utilizados en
el tratamiento de algunas enfermedades cardiacas (3). Estos metabolitos tienen

efectos inhibitorios especificos sobre la bomba de Na*/K*ATPasa (19).

Los glicosidos cardiotonicos se clasifican segun la aglicona cardiotdénica que
esta posea en cardendlidos, por ejemplo: digitoxigenina de la Digitalis
purpurea y bufadiendlidos como la hellebrigenina de la Helloburus niger. Los
cardendlidos se encuentran frecuentemente en las Familias Apocinaceas,
Asclepiadaceas, Scrophulariaceas y Liliaceas. Los bufadiendlidos se han
encontrado en la piel de los sapos del género Bufo, aunque también se han
aislado de algunas especies de Liliaceas (Urginea) y Ranunculaceas
(Helleborus). Ademas se han encontrado glicésidos cardioténicos en algunas
tipos de insectos, como mariposas Yy luciérnagas, ademas de serpientes. Estos
glicosidos son capaces de modular el funcionamiento del corazén, actuando
sobre la contractibilidad del masculo cardiaco. Se prescriben en la insuficiencia
cardiaca congestiva (incapacidad de expulsar un volumen de sangre

adecuado).
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Ademas de la accién sobre el musculo cardiaco, hoy en dia se ha demostrado,
que presentan actividad anticancerigena, dirigiéndose los nuevos estudios

hacia esta actividad.

En el presente trabajo se analizaron las fracciones de n-hexano, diclorometano
y acetato de etilo, procedentes de los extractos hidroalcohdlicos de las raices y
flores de Plumeria rubra (Flor de mayo), Stemmadenia donnell-smithii (Cojon
de puerco) y Thevetia ahouia (Huevo de gato), en la busqueda de glicosidos
cardiotonicos, los cuales se determinaron por cromatografia de capa fina (CCF)
utilizando el agente revelador de Baljet.

Las fracciones que presentaron glicésidos cardiotonicos fueron analizadas por
espectroscopia infrarroja (IR) vy ultravioleta (UV) y la cuantificacion de los
glicosidos cardioténicos se realizo por el método de la farmacopea italiana y fue
expresado como digoxina. La actividad citotoxica fue determinada en tres
lineas celulares: carcinoma humano de cuello uterino (HelLa), cancer humano

de pulmon (A-459) y adecarcinoma humano de mama (MCF-7).

Este trabajo es la continuacién de varios estudios fitoquimicos realizados a
diferentes Familias de plantas (Espafia, México, etc.) con la intencidon de buscar
nuevos agentes terapéuticos mas potentes y con menos efectos secundarios
adversos. El Salvador cuenta con especies prometedoras en la busqueda de
nuevos agentes citotéxicos y anticancerigenos, lo cual habré las puerta -

futuras investigaciones en el campo farmacéutico y de la medicina.
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2.0 OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general.

Identificar, cuantificar y determinar la actividad citotoxica de los glicésidos
cardiotonicos procedentes de las raices y flores de Plumeria rubra (Flor de
Mayo), Stemmadenia donnell-smithii (Cojon de puerco) y Thevetia ahouia

(Cojon de costa de hojas largas) de la Familia Apocynaceae.

2.2 Objetivos especificos.

2.2.1 Realizar los extractos hidroalcohdlicos de las raices y flores de
Plumeria rubra (Flor de Mayo), Stemmadenia donnell-smithii
(Cojén de puerco) y Thevetia ahouia (Cojén de costa de hojas

largas).

2.2.2 Obtener las fracciones de n-hexano, diclorometano y acetato de
etilo, a partir de los extractos hidroalcohdlicos de Plumeria rubra,

Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia.

2.2.3 Identificar los glicésidos cardiotonicos en las diferentes fracciones.

2.2.4 Realizar la cuantificacion los glicosidos cardiotdénicos contenidos en

las diferentes fracciones.

2.2.5 Determinar la actividad citotoxica en las fracciones que contengan

glicosidos cardiotonicos.



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO.



27

3.0 MARCO TEORICO.

3.1 GENERALIDADES SOBRE GLICOSIDO CARDIOTONICOS.

Muchos factores son los que afectan a la compleja regulacién del corazén por
ello no es sorprendente que exista un amplio grupo de drogas que, a su ves,
actian en el funcionamiento cardiaco, no siempre de manera directamente

asociada al miocardio.

Sin embargo, el uso terapéutico de drogas para el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca esta limitado a un pequefio grupo de heterdsidos vegetales que

actuan directamente sobre el miocardio o musculo cardiaco.

Un numero considerable de plantas, distribuidas a lo ancho del reino vegetal,
contiene heterésidos de C,3 0 Cy4, los cuales ejercen sobre el corazon enfermo

un efecto de enlentecimiento y fortificacion dependiendo de la dosis.

El enlentecimiento cardiaco que produce estos heterdsidos también los hizo
eficaces como veneno de flechas y, por ello, numerosas plantas tropicales son

mejor conocidas en este sentido que por su uso medicinal.

Hallazgos recientes, sugieren sefialar la accion sobre la bomba Na'/K*ATPasa
y diferentes mecanismos de los glicosidos cardioténicos en la regulacién de
diversos procesos celulares importantes que muestran un elevadisimo potencial

en el tratamiento terapéutico de muchas enfermedades ).

Quizas lo méas notable es que pueden aumentar la susceptibilidad de la célula
cancerosa, lo cual permite el uso clinico de la primera generacion de farmacos

anticancerigenos basados en estos glicésidos.
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Ademas, los resultados inesperados de estudios epidemiolégicos que describen
de manera significativa una disminucion de tasas de mortalidad en los
pacientes con cancer que reciben glicésidos cardiacos; lo cual desperto el

interés de nuevo en las propiedades anticancerigenas de estos farmacos (2s).

Los glicosidos cardiotonicos son una clase de compuestos que comparten una
estructura en comdn que consiste en una o varias unidades de azucar y un

aglicén que tiene un nacleo esteroideo, unido a un anillo lactonico insaturado.

Existen bufadiendlidos en algunos géneros de LiliAceas como por ejemplo la

Urginea, y en algunas Ranunculaceas como el Helleborus.

En los venenos de sapos especificamente del género Bufo; estos
bufadiendlidos de origen animal el OH en C-3 esta esterificado con un acido
dicarboxilico conjugado con un aminoacido, por ejemplo la bufalitoxina cuya

genina: bufalina se une a la suberilarginina s, 27).

©)
O
Suberilarginina N\ /
NH H G
ok NeouLs
N !
H,N N/\/Y l,\n/\/\/\/l,jl\o
| o) H
H HO,C

\Arginina Suberilo Bufalina J

Bufalotoxina

Figura N° 1. Estructura de la bufalotoxina ().
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El sistema tetraciclico del aglicon, posee dos grupo OH en posicion beta en
carbonos 3y 14, una union cis entre los anillos Ay By entre los anillos Cy D, y
trans entre los anillos B y C; el anillo lacténico en posicion beta en el C-17,
define la posicion de los subgrupos de los glicésidos cardiotonicos

(cardendlidos y bufadiendlidos) (7).

Los cardendlidos (C-23), poseen una lactona insaturada de cinco miembros
(pentagonal) en la posicion 17 del ndcleo esteroideo; mientras que los
bufadiendlidos (C-24): poseen una lactona insaturada de seis miembros

(hexagonal).

La cadena glicosada unida a la genina a través de de C-3 estan constituida por
varias moléculas de azucar, como 6-desoxiazlcares (rhamnosa, mucosa y

digitalosa).

Entre estos desoxiaxazlcares, se citan 2,6-didesoxihexosas (digitoxosa) o sus

3-0O-éteres metilicos (cimarosa).

Los cardendlidos son los mas comunes Yy abundan particularmente en las
Apocinaceas y Asclepiadaceas, pero también se encuentra en algunas especies

de Liliaceas, Moraceas, Cruciferas, Esterculiaceas, entre otras (12).

La eficacia farmacolégica depende tanto de la genina como de los azlcares a
ellas unidos; la actividad inherente reside en la genina, pero los azUcares
hacen a los compuestos mas solubles e incrementa el poder de fijacion al
musculo cardiaco, permitiendo una inhibicién de la bomba Na'/K*ATPasa
dependiente, aumentando la contractilidad intrinseca de la fibra muscular
(efecto in6tropo positivo) y el volumen minuto, lo que conduce a la supresion de

la hipertonia simpatica.
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Parece ser que la clave para la union de la molécula a través de un enlace de
hidrogeno al receptor fosforilado enzimatico es la funcién a,B-carbonilica de la

lactona.

Todas las geninas activas presentan hidroxilos en C-3 y C-14 mientras que la
presencia de un tercer hidroxilo (C-12 0 C-16) puede modificar la actividad y
toxicidad del compuesto. Los requerimientos estereoquimicos para la actividad

cardioténica comprenden:

- Un anillo de lacténico a,B-insaturado.

- Anillos Ay B en disposicion cis.

- Grupo hidroxilo en la posicion 3 (33-OH).

- Anillos C y D en disposicion cis.

- Grupo hidroxilo en la posicion 14 (145-OH).

- Anillos B y C en disposicion trans (7).
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Figura N° 2.Clasificacion de glicésidos cardiotonicos (13).
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3.2 ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA DE LOS GLICOSIDOS
CARDIOTONICOS.

3.2.1 ESTUDIOS Y ANTECEDENTES.

Se dice gque para encontrar una cura hay que entender el comportamiento de la
enfermedad en el organismo, asi mismo como sus sintomas comunes para
lograr reconocerla. El cancer consiste en lineas generales en el crecimiento
anormal de las células. Cuando las células de un tejido realizan una divisién
celular desordenada y acelerada, cabe la posibilidad de que éstas invadan otros

tejidos sanos del organismo, provocando su destruccion en muchos casos ().

En lugar de realizar una muerte celular controlada y programada (apoptosis),
las células cancerosas siguen proliferando. Pueden formar una inflamacién en
un 6érgano, denominado tumor, que puede ser benigno o maligno. Los sintomas
MAas comunes aunque no siempre son indicadores de cancer son el sangrado

inusual, cambios inexplicables de peso, indigestion y dificultades para tragar .,

Desde los afos 80's el uso de glicosidos cardiotonicos en la terapias
anticancerigenas se puso de manifiesto; Stenkvist y col., reportaron la
disminucion en la proliferacién celular de una mujer con cancer de mama en
terapia con digitalicos comparando el resultado con células control de otros

pacientes (19).

Al cabo de algunos afos se presento una segunda confirmacion de los efectos
citotoxicos de los glicosidos cardiotonicos y la ventaja en su uso en terapias
para combatir el cancer; Goldin y col., estudiaron los efectos de los digitalicos
en 127 pacientes con cancer. Se demando un estudio mas profundo por la

novedad e importancia que representaban los cardiotonicos en dichas terapias
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y fue asi que Haux y col., sometieron a un analisis de respuesta los efectos
potenciales de estos compuestos; la poblacion en estudio fue de 9,271
pacientes, utilizando una terapia con digitoxina se obtuvieron buenos
resultados en la disminucion considerable de leucemias y canceres del tracto

urinario (19).

Investigaciones recientes implican a los glicosidos cardiotonicos en la
regulacion de varios procesos celulares y poner en manifiesto su potencia y

nuevas funciones contra el cancer.

Los glicosidos cardiotonicos ademas de su accién cardiovascular, se le a
demostrado su acciéon citotoxica inhibiendo la bomba Na'/K'ATPasa
ocasionando un aumento de Ca?* intracelular dando lugar a la disminucion de
células cancerigenas y la apoptosis a concentraciones mas bajas que las

utilizadas en el tratamiento cardiovasculares (3s).

Aungue el mecanismo por el cual los glicésidos cardiotonicos vuelven
susceptible a las células cancerosas no se ha logrado elucidar por completo y

se sugieren varias vias de aniquilacion de la célula.

Curiosamente, las marcadas diferencias caracterizan el potencial de estos

compuestos de estructura similar.

Por ejemplo, Johansson y col., evaluaron los perfiles citotéxicos por medio de la
concentracion inhibitoria media (Clso) de siete glicésidos cardiacos en células

tumorales, utilizando un panel de 93 lineas celulares humanas.

Asi encontraron que la Proscilaridina fue el mas potente, seguido por digitoxina,

ouabaina, digoxina, lanatosido C y digitoxigenina (19).
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Figura N° 3. Estructura de la Proscilaridina (1s).

Muchos son los informes cientificos que respaldan la teoria que los glicosidos
cardioténico son una nueva esperanza en el combate de los procesos
neoplasicos y cancerigenos. Sin embargo, por lo menos un informe sugiere que
estos glicosidos también pueden ejercer una funciébn quimiopreventiva para
este tipo de agentes. Se ha sugerido que la oleandrina podria servir como un

agente eficaz para la prevencion o el tratamiento de cancer de piel ().

Lixin Li, y col.,, 2004 lograron aislar cuatro compuestos biotrasformados de
resibufogenina que se obtuvieron después de cuatro dias de incubacion con
suspensiones celulares de Platycodon grandiflorum. Por medio de técnicas
espectrales, sus estructuras fueron determinadas como 3-epi-resibufogenina,
marinofagina, 1[B-hidroxi-resibufogenina y 3-epi-marinobufagina. Estos
compuestos exhibieron actividad citotoxica frente a cuatro lineas celulares Bel-
7402 (hepatoma de células humano), BGC-823 (células humanas de cancer
gastrico), HelLa (células humanas de leucemia) y HL 60 (carcinoma humano de

cuello uterino).
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De las cuales los compuestos marinofagina y 1B-hidroxi-resibufogenina
presentaron una alta actividad citotdéxica, mientras que los compuestos 3-epi-

resibufogenina y 3-epi-marinobufagina no mostraron actividad alguna (22).

HO

L Marinofagina 1B-hidroxi-resibufogenina

Figura N° 4. Cardiotonicos que presentaron mayor actividad citotdxica (23).

Del analisis realizado a los extracto de semillas de Cerbera odollam, se aislo
un nuevo cardendlido denominado 3-B-(2°-O-acetil-L-thevetosil)-15-(14 —» 8)-
abeo-58-(8R)-14-oxo-card-20(22)-enolido (2°-O-acetil cerleasido A), junto con
cuatro compuestos: cerleasido A, 17-a-neriifolina, 17p-neriifolina y cerberina.
Todos los compuestos a excepcién de cerleasido A, exhibieron citotoxicidad
frente a tres lineas celulares: células de carcinoma epidermoide (KB), células

de cancer de mama (CM) vy células de cancer de pulmén (NCL-H187).

Los compuestos 17-a-neriifolina (DEsp de 0.032-0.078 mg/mL), 17B-neriifolina
(DEspde 0.017-0.076 mg/mL) y cerberina (DEsp de 1.24-1.92 mg/mL); mostraron
mayor citotoxicidad frente a tres lineas celulares con valores de (DEsy de
0.017 a 1.92 mg/mL) (1s).
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17B-neriifolina
17-a-neriifolina DEsy de 0.017-0.076 mg/mL
DE5q de 0.032-0.078 mg/mL

0 Cerberina
HO OAc

MeO DEsg de 1.24-1.92 mg/mL

Figura N° 5. Glicésidos cardiotonicos aislados de las semillas de Cerbera

odollam qs).

Cabe destacar que en los glicésidos cardiotonico existen marcadas diferencias
de citotoxicidad entre ellos, tanto en la potencia y la selectividad. Segun
resultados de un estudio practicado por Winnicka y col., demostraron que la
digitoxina y digoxina expresaba toxicidad selectiva contra las células tumorales
(tumores solidos) de los pacientes en estudio, mientras que la Proscilaridina no
expreso ninguna toxicidad selectiva contra los tumores de células solidas o de

las células tumorales hematolégicas (34).
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Watanabe y col., aislaron de los rizomas de Helleborus orientalis un nuevo
bufadiendlidos denominado: 5B,14,16B-trihidroxi-19-oxo-3B-[(a-L-
rhamnopiranosil)oxi)]bufa-20,22-dienolido, junto con dos bufadiendlidos
conocidos: 5pB,14B-dihidroxi-19-0x0-3B8 -[( a-L-rhamnopiranosil) oxi) bufa]-20
,22-dienolido y 5p,43-dihidroxi-19-oxo-33-[( a-D-glucopiranosil) oxi)] bufa-20,
22-dienolido.

A los compuestos aislados se les realizo ensayos de citotoxicidad frente a
cuatro lineas celulares: carcinoma de células escamosas (HSC-2), melanoma
de células humanas (A375) (mostrando particular sensibilidad), pero el

hepatoma humano (HepG2) fue relativamente resistente a ellos.

El bufadienolido: 58,1483,168-trihidroxi-19-ox0-3B-[(a-L-rhamnopiranosil) oxi)]
bufa-20,22-dienolido fue citotéxico tanto para las células tumorales como para
las células normales, en cambio los bufadiendlidos: 58,143-dihidroxi-19-0x0-33
-[( a-L-rhamnopiranosil) oxi) bufa]-20 ,22-dienolido y 583, 4B-dihidroxi-19-oxo-3a-
[( a-D-glucopiranosil) oxi)] bufa-20, 22-dienolido, tuvieron mayor especificidad

sobre lineas celulares, mostrando débil citotoxicidad contra células normales.

Estos resultados sugieren que los monosacaridos adjuntos a estos

bufadienolidos contribuyen a la especificidad en las células cancerigenas (4.
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Figura N° 6.Glicosidos bufadienodlidos obtenidos de los rizomas de Helleborus

orientalis (4).
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De las raices y partes aéreas de Asclepias curassavica, se aislaron 18
glicosidos cardendlidos, la mayoria de estos mostraron pronunciada
citotoxicidad frente a cuatro lineas celulares (Clsop de 0.1 a 2.0 pg/mL). Las
lineas celulares ensayadas fueron carcinoma de pulmon A-549, dos carcinomas
de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y un hepatoma humano (HepGZ2). Entre los

cardendlidos, la calactina mostro la mas potente actividad con un (ICso de 2.9

pg/mL).

-

Calactina

Figura N° 7. Glicosido cardendlido obtenido de las raices y partes aéreas de

Asclepias curassavica (g).

Estudios de sensibilidad realizados en base a la utilizacion de un complejo
proteinico relacionado con los factores de necrosis tumoral (TNF) el cual se
conoce como ligando de muerte inductor a la apoptosis (TRAIL), al cual se le
comprobd el efecto a la inducciéon de apoptosis por dicha proteina en células
tumorales. Se llevo a cabo la obtencion de extractos de la corteza de Thevetia
peruviana; aislando cuatro glicésidos cardendlidos: neriifolina, thevefolina,
peruvosido y (20S)-18,20-epoxidigitoxigenina-a-L-thevetosido. En particular, los
glicosidos cardenolidos neriifolina y thevefolina demostraron tener un efecto
significativo en combinacién con la proteina TRAIL en células humanas de

adenocarcinoma gastrico.
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Los compuestos neriifolina y thevefolina mostraron una disminucion de 36% vy
46%, respectivamente, de la viabilidad celular en presencia de TRAIL. Lo que
implica que neriifolina y thevefolina tenia un efecto sinérgico en combinacién
con TRAIL contra las células AGS (células de carcinoma gastrico). También se
examino el efecto de thevefolina sobre la expresiéon del ARNm de receptores de
muerte celular (DR4) y (DR5) en tiempo real por analisis de reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR) (2s).

Ho$\#O H o
MeO Neriifolina HO%\#H Thevefolina

OH

H
HOWH Peruvosido O7 H
ved [, HO
MeO OH
(20S)-18,20-epoxidigitoxigenina-a-L-thevetosido
\ y,

Figura N° 8. Glicésidos cardiotonicos aislados de la corteza de Thevetia
peruviana (2e).
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3.2.2 APLICABILIDAD CLINICA-TERAPEUTICA DE LOS GLICOSIDOS
CARDIOTONICOS.

Medicamentos basados en glicosidos cardiotonicos contra el cancer en la
clinica han permitido conocer la farmacodinamia y la farmacocinética ya bien
establecida, los cuales proveen una mejor via de dosificacion y menor numero

en ensayos clinicos.

En abril del afio 2000, la Administracion de drogas y alimento de los Estados
Unidos de América conocida por sus siglas en ingles (FDA) aprob¢ la Fase |
en el estudio del farmaco Anvirzel en pacientes con tumores solidos. Anvirzel
es un medicamento el cual consiste en un extracto acuoso de la planta

Nerium oleander.

Contiene una variedad de compuestos incluidos los polisacéaridos, proteinas,
azucares y glicésidos cardiotonicos, oleandrin principalmente y su aglicona
oliandrigenina. Se ha demostrado que Anvirzel inhibe la proliferacion de FGF2

de las células cancerosas de la préstata a través de la bomba de sodio-potasio.

En cuanto al carcinoma bronquio-pulmonar se sabe que se forma una
inflamacion profunda del pulmén de naturaleza quistica que se caracteriza
por una marcada fibrosis la cual se atribuye principalmente a una produccién
excesiva de IL8 en el pulmén. Curiosamente, la oleandrina ha demostrado
inhibir la respuesta biol6gica mediada IL8, en diversos tipos de células mediante
la modulacion de receptores IL8 por medio de la alteracion de

fluidez de la membrana plasmatica (19).
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3.3 GENERALIDADES DE LOS PROCESOS CANCERIGENOS.

3.3.1 FUNDAMENTOS TEORICOS Y FARMACOLOGICOS.

Uno de los componentes mas importantes del desarrollo es el crecimiento
celular, el hombre puede llegar a tener 10*° células aproximadamente a partir de
las sucesivas divisiones que tienen lugar en un simple huevo fertilizado.
Mientras es joven, la multiplicacion celular predomina sobre la muerte celular, lo
cual se traduce en un aumento de tamafio, en el adulto, el proceso de division
celular y el de muerte celular se encuentran en equilibrio dando lugar a un
estado estacionario, donde el numero de células permanece relativamente

constante.

En el organismo adulto, no todas las subpoblaciones celulares se comportan
de la misma manera, existen células que abandonan el ciclo celular para
diferenciarse y su renovacion es escasa o nula, como sucede con las neuronas,
otras como las de la piel son de manera constante sustituidas pasando de un

proceso de mitosis al otro.

Un tercer grupo de células se encuentran en un estado quiescente o periodo
“Go” del cual ellas pueden salir y volver a tomar parte del ciclo celular si fuese
necesario, esto le ocurre a las células encargadas de restablecer los linajes

hematopoyéticos, o las células hepaticas.

Todos éstos, constituyen ejemplos concretos del riguroso control al que se
encuentra sometido el crecimiento celular, el cual responde siempre a las

necesidades especificas del organismo.
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Si estos controles que regulan la multiplicacion celular no funcionan de manera
adecuada, la célula comienza a crecer y a dividirse aunque no sea necesario.
Cuando la descendencia de éstas hereda la tendencia proliferar sin control, el
resultado es un clon que se expande indefinidamente y se forma el tumor. Estos
tumores pueden ser benignos o llegar a malignizarse si son capaces de invadir

y diseminarse hasta llegar a la metastasis (25).

a) b)

FIGURA N° 9. a) Microfotografia de células tumorales a través del torrente
sanguineo donde interactian con linfocitos; la adhesién con
las plaquetas favorece a la formacion de émbolos tumorales.
b) Microfotografia del tejido nervioso especializado, el cual es
posible blanco de la extravasificacion tumoral donde se lleve
posiblemente a cabo una nueva angiogénesis.

La metastasis es el proceso que se refiere al pasaje de células cancerosas del
lugar original de proliferacion a otro con el que no esta en contacto directo (por
ejemplo, del pulmén al cerebro). Para lograr esta migraciéon, las células
construyen su propio sistema circulatorio y de alimentacion de nutrientes

(angiogénesis) (25).
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Esto les sirve para penetrar en los vasos sanguineos (intravasificacion), y para
sobrevivir luego de la extravasificacion (25). A pesar de que 1 de cada 1,000
células pueden sobrevivir los complejos intermediarios, de llegar a ocurrir la

metastasis, es casi irreversible, y sus dafos, irreparables.

3.3.2 EL CANCER.

El cancer es una familia de enfermedades caracterizada por la proliferacion
celular descontrolada con formacion de tumores. Se conocen mas de 100 tipos
de cancer aunque los mas frecuentes son los de pulmén, mamas y colon rectal
gue juntos corresponden al 44% del total de casos. Cada tipo de cancer tiene

Su curso clinico, pronéstico y tratamiento caracteristicos.

Los tumores originados en la proliferacion celular descontrolada pueden ser
benignos o malignos. Los benignos se localizan en un tejido y carecen de la
capacidad para invadir a otros (metastasis). Los malignos invaden el tejido
adyacente y pueden metastatizarse a otros lugares del cuerpo. Los canceres se

clasifican segun el tejido y el tipo celular.

Los carcinomas provienen de tejidos derivados del ectodermo o el endodermo,
los sarcomas provienen de tejidos derivados del mesodermo y las leucemias y
linfomas aunque son también derivadas del mesodermo se clasifican por
separado porque su tratamiento clinico es muy diferente, afectando a células
del sistema hematopoyético. Las leucemias y linfomas corresponden a casi el

50% de los canceres infantiles (2u).

El proceso de formacion definitiva del cancer comprende dos fases o periodos
previos no cancerosos: la hiperplasia y la displasia. En la hiperplasia aunque la

estructura celular permanece normal, se da un aumento de tamafio del tejido.
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La hiperplasia es reversible. En la displasia el tejido pierde su apariencia
normal. Al igual que la hiperplasia, este estado se detecta con una biopsia. La
tercera fase es el cancer propiamente dicho en el cual las células realizan un
crecimiento descontrolado y se asientan en un lugar. Si estas células migran se
produce la metastasis. El volumen celular va aumentando a medida que las
células realizan la divisién celular sin control. Esta proliferacion se puede

detectar a partir de estudios realizados con tejido vivo al microscopio (biopsia).

El desarrollo de cancer comprende varios pasos y la posibilidad de adquirirlo
aumenta con la edad como vimos anteriormente son los factores ambientales
los que predominan en la iniciacion de esta transformacion maligna al provocar
activacion de oncogenes y/o mutaciones en genes supresores tumorales (GST)
y genes que promueven la formacién de tumores por efecto secundario sobre
otros; aunque pueda haber predisposicion por herencia de alelos mutados de

GST el factor ambiental es determinante.

Los cambios esenciales que transforman las células normales en cancerosas
se deben mas que nada a mutaciones celulares sométicas. La teoria
corrientemente aceptada para explicar la patogenia de esta enfermedad
propone que se necesitan varias mutaciones celulares sométicas para producir
cancer (16). Se necesitarian entre 2 y 7 mutaciones somaticas una célula para el

inicio y la progresion de tumores malignos (s, 21).

En su inicio, el cancer da comienzo cuando la acumulacion de mutaciones en
una sola célula hace que ésta prolifere descontroladamente, por lo que todas
las células de un tumor derivan de una sola célula madre. La progenie de la
célula transformada tiende a incrementar su malignidad con aumento del
namero progresivo de cariotipos anormales, aumento de la tasa de crecimiento

celular y tendencia a la metastasis.
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La aceleracion de la proliferacion permite que se acumulen nuevas mutaciones
somaticas adicionales por fallo o falta de tiempo para la reparacion, esto torna a
las células mas agresivas y proliferan aun mas rapido, pudiendo volverse

resistentes al tratamiento (progresion) (21).

Esta teoria se llama: teoria del multiescenario de la carcinogénesis. Las células
cancerosas son células transformadas y manifiestan cambios en su membrana
plasmatica, alteraciones en la permeabilidad, alteraciones en las propiedades
de transporte, adherencia alterada, aumento de la proporcion de lectinas,
alteracion de la actividad de muchas enzimas, alteracién de la carga eléctrica
de superficie, aparicion de neoantigenos con pérdida de antigenos normales y

cambios en la composicion glucidica de las glicoproteinas (21).

Alteraciones en la composicion lipidica. Cualquier tipo de célula cancerosa
habitualmente produce altas cantidades de lactato, lo que se denomina efecto

Warburg.

Las células tumorales expresan una forma fetal de Fosfofructoquinasa que no
es sensible a la inhibiciébn por ATP y citrato de modo que la glucélisis esta
activada en forma permanente, favoreciendo la produccion de lactato. Estas
células transformadas pueden secretar factores angiogénicos (que inducen el

desarrollo de vasos sanguineos para alimentar el tumor) ().

Este es el caso del Factor de Crecimiento de Fibroblastos, producido
normalmente por fibroblastos y en forma controlada que es secretado por una
gran variedad de células tumorales sin responder a ningun tipo de regulacion.
(Las células con tasas de crecimiento mas alta tienen mayor ventaja selectiva,

es decir mejor supervivencia) (, 1).
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Las células en crecimiento rapido tienden a maximizar sus procesos anabdlicos
(transcripciones y replicaciones) bloqueando catabolismos como el de las

purinas y pirimidinas.

SENALES GENETICAS EN EL DESARROLLO DE TUMORES

Instabilidad genetica

Tumores

(Genes reparadores del ADN) T

Sefales de
crecimiento

Genessupresores A

de tumores
Protooncogene

Metastasis

G,

-

s

= Apotosis
G,

Celula
tumoral

FIGURA N° 10. Ciclo celular donde se determinan las sefiales genéticas en el
organismo humano para el desarrollo de un proceso tumoral.
Se modifica en ellas la expresion genética, con la induccion de sintesis de
proteinas fetales que potencian el descontrol del crecimiento, alteraciéon en la
composicién de las proteinas de membrana de modo de evadir su destrucciéon
por mecanismos inmunolégicos normales y la sintesis de factores de

crecimiento u hormonas que no responden a los controles del organismo ().

El fendmeno de la progresion refleja la inestabilidad del genoma de estas

células.
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Parece posible que las mutaciones en los genes de la maquinaria de reparacion
del ADN intervengan en este proceso, asi como la mutacion de genes
adicionales (24) Las células transformadas pueden inducir la expresion de una
familia de genes llamados genes de resistencia a multidroga (MDR). Una
glucoproteina de membrana llamada glucoproteina P (de pleiotrépica) es la
mediadora de la actividad de las MDR y puede ser sintetizada en grandes

cantidades por células tumorales.

Esta glucoproteina P actia como una bomba independiente de energia que
bombea hacia fuera de la célula las moléculas de las drogas utilizadas en la
quimioterapia volviendo la célula resistente al tratamiento (o0,20. La
transformacién maligna también se asocia con elevada actividad de telomerasa
en las células tumorales. Esta ribonucleoproteina permite el acortamiento de los
extremos 3’ del ADN con acortamiento de los cromosomas con cada replicaciéon

y la mayor facilidad para perder genes importantes.

Los tumores malignos producen también metaloproteinasas y colagenasas que
facilitan la invasion del tejido adyacente. La digestion enzimatica del colageno y

la membrana basal, permite la invasion de vasos capilares y linfaticos (2s).

El ingreso de las células tumorales a circulacion permite su implantacion en
sitios adecuados, distantes del tumor primario originando metastasis. Algunos
tipos de tumor hacen metastasis en sitios especificos por ejemplo: el cancer de

préstata en hueso, los de pulmén y mama en cerebro.

Las caracteristicas de las células transformadas hacen del cancer una entidad
muy dificil de controlar siendo, de hecho, una de las principales causas de

muerte en todo el mundo @z, s).
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3.3.3 MECANISMOS PROPUESTOS GENERADORES DE LOS
EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS CELULARES DE LOS
GLICOSIDOS CARDIOTONICOS.

La inhibicién de la proteina transplasmatica Na'/K*ATPasa se comporta de
forma diferente para una célula normal que para una tumoral; todo el proceso
se desenvuelve en forma de cascada por la activacion de varios factores
celulares. La Na'/K'ATPasa es el mayor complejo de proteinas de la Familia
tipo P de las bombas de cationes, que utiliza la energia derivado de la hidrélisis
de ATP para impulsar la participacion activa del transporte de los iones de

potasio y sodio dentro y fuera de las células en una estequiometria 2:3 (19).

La Na'/K*ATPasa, como una bomba de iones de transduccion de energia, ha
sido estudiada ampliamente desde su descubrimiento en 1957. Esta enzima
consta de dos tipos de subunidades, designadas como subunidad a y B,

ademas de constituir una sola proteina transmembranal.

La subunidad o, responsable de la uniéon de Mg®, ATP, Na' K
y glicésidos cardiotonicos, se considera la subunidad catalitica de la
enzima. La subunidad B es una glucoproteina que parece actuar como una
molécula de adhesion que regula las uniones a proteinas; facilita el
transporte de la subunidad a de la membrana plasmatica y proporciona el
mantenimiento de la enzima en la membrana lateral de las células epiteliales.
En total se han descubierto 2 variantes subunidades a y 3 variantes de
subunidades B, asi como 7 tipos de receptores FXYD que son especificos para

aminoacidos ().

La funcion bien establecida la bomba Na'/K*ATPasa es usar el ATP como
fuente de energia para conducir el exceso de Na" fuera de las células, a cambio

de K*, lo cual se mantiene en un equilibrio idnico y osmético.



50

La unién de las subunidades a a los glicésidos cardiotdnicos inhibe la unién al
ATP y se altera la capacidad de la enzima para realizar este intercambio de una
manera eficiente. Esto, a su vez, da como resultado una entrada mayor de
calcio en las células, que, en el caso de las miofibrillas cardiacas, ayuda a
producir una contraccion del miocardio mas eficiente y mejora la actividad

cardiaca.

Entonces, ¢cudl es la evidencia que apoya la hipdtesis que la Na'/K*ATPasa
puede ser un objetivo importante para la terapia contra el cancer? Durante los
ultimos diez afos, los estudios publicados han sugerido un papel para la
Na'/K*ATPasa en la regulacion del crecimiento celular y expresion de los genes

que van mas alla de la del transporte de iones a través de la membrana.

Sin embargo, parece que simplemente ver el contenido de las subunidades de
enzimas o actividad relativa en los tejidos malignos y no malignos, no puede
proporcionar una vision adecuada del papel de esta enzima en el cancer. Una
explicacion del papel de la Na'/K*ATPasa en sefializacién de vias celulares
complejas son diversas, muchas de las cuales son de vital importancia en la

proliferacion de células malignas.

Se ha demostrado que la union de glicésidos cardiotonicos como la oubaina a la
Na'/K*ATPasa desencadena una compleja cascada de sefializacion que se
inicia mediante la interaccién con proteinas vecinas de la membrana y las
cuales organizan la cascada de sefializacion citosélica molecular. Estos
complejos de sefializacion intracelular evitan enviar mensajes a organulos a
través de la activacion de la proteina tirosina quinasa (Src), lo cual genera
transactivacion o inhibicion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). La activacion de estas vias celulares también estan vinculadas con la
translocacion de la Na'/K*ATPasa, a través de la endocitosis, al nicleo de la

célula.
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Nuevas investigaciones sobre esta enzima, incluida su papel en la regulacién
de la proliferacion celular y la inhibicion a través de glicésidos cardioténicos,

esta claramente justificada ().

El estudio de los diversos mecanismos que participan especificamente en el
control de la proliferacion de células malignas mediada por glicosidos
cardiotonicos, esencialmente, sugiere que el tumor se vuelve un objetivo mas

sensible que el tejido normal en la terapia clinica.

La union de glicésidos cardiotonicos tales como oleandrina, bufalina y digitoxina
por ejemplo por acoplamiento con la bomba Na'/K'ATPasa se traduce en
cambios complejos, los cuales documentan la sefializacion celular en una serie

de eventos.

Se genera el complejo “Senalosoma” o complejo de sefalizacion el cual incluye
macromoléculas como la enzima, Na'/K*ATPasa, asi también la proteina Src,
fosfoinositol-3- quinasa (PI13K), y fosfolipasa C, cada uno de los cuales, a su
vez, se pone en accion una compleja cadena de eventos de sefalizacién que
puede ocasionar la muerte de células tumorales ya sea a través de la apoptosis

o la autofagia que son los mecanismos relacionados.

La administracion de glicosidos cardiotonicos en un tratamiento clinico del

cancer puede generar las siguientes respuestas fisiolégicas:
a) Aumentar la superficie de la célula tumoral y se refleja en la expresion de

receptores de muerte celular DR4 y DR5.

b) Aumento en la actividad de la enzima caspasa; esto se traduce en el

aumento de las concentraciones de calcio intracelular.

c) El incremento de Ca*" por su parte, reduce la expresiéon de factores de

transcripcion como el activador de proteina-1 (AP-1).
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d) Inhiben la activacion (es decir, bloquea la fosforilacion) de Akt, que
normalmente bloguea la apoptosis.

e) Inhiben la activacion del factor de transcripcion del factor nuclear-kappa B
(NF-K B) (25).

f) Activan la via de Ras, que conlleva al aumento de la actividad de la via Raf-
MAPK.

g) Activacion y aumento de Src.

h) Inhiben el factor de necrosis tumoral (TNF) mediada por la activacion de NF-k
B por inhibicién de la uniéon del receptor de factor de necrosis tumoral 1-proteina
asociada a la muerte de dominio (TRADD) a la membrana celular o muerte

programada.

I) Inhiben el transporte extracelular de los factores de crecimiento tumoral, como

factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2).

j) La inhibicion de fibroblastos de la membrana afecta la fluidez que a su vez,

pueden inhibir Fas relacionados con la sefalizacion.

k) Conducen a la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

con las consiguientes lesiones a las mitocondrias.

[) Producen una disminucion del potencial de membrana mitocondrial y una
disminucién en la cantidad de proteinas anti-apoptoticas Bcl-XL y Bcl-2 y

topoisomerasas | y Il.

m) Provocan condensacion mitocondrial y la pérdida de la funcién, que, a su

vez, puede conducir a procesos autofagicos y a la muerte celular (1.
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Figura N°11. Mecanismos de accion de glicésidos cardioténicos en células

cancerigenas (1).
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3.4 LINEAS CELULARES CARCINOGENICAS A ESTUDIAR.

3.4.1 CANCER O CARCINOMA DE MAMA.

En muchos paises el cancer de mama es un grave problema sanitario, cuya
importancia se ha acrecentado en los udltimos afios. Las investigaciones
realizadas por diferentes centros cientificos de las mas grandes potencias
mundiales, propenden a precisar la magnitud del problema del cancer de mama
en un gran porcentaje de los paises en el mundo; a sefialar los factores que se
consideran de riesgo y a plantear una serie de hipotesis con relaciéon al origen y

al mecanismo de produccion de esta neoplasia.

tumor

} ganglio linftico

FIGURA N°12. Area anatémica donde se generan los carcinomas de mama.
Se ven localizados los vasos linfaticos (11).
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De acuerdo a la informacion epidemiologica publicada, se ha notado un
aumento importante en la incidencia del cancer de mama, constituyéndose en el
cancer mas frecuente en la mujer después de los canceres de piel.
Concomitantemente ha habido un aumento en la mortalidad por cancer de
mama, manteniéndose las dos curvas, morbilidad y mortalidad, paralelas y
ascendentes

La tendencia de la mortalidad, francamente ascendente y la incidencia que
practicamente duplica la de pulmén en hombres, hablan de la magnitud de su
importancia. La prevalencia de este cancer en forma asintomética en la mujer
poco habituada al autoexamen mamario, también ha de ser alta y justifica, a
nuestro entender, la realizacion de campafias de educacion y de deteccion

precoz de esta localizacion tumoral (11, 21).

Es considerado una enfermedad sistémica por la capacidad de metastizar,
existe proliferacion anormal, desordenada de las células del epitelio glandular
mamario (conductos, lobulillos) y en menor frecuencia del estroma. Segun la
epidemiologia de esta patologia; el 60 % se ha atribuido a factores como edad,
reproductivos, antecedentes personales y familiares, y 40 % no se han

determinado las causas (u).

Es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres, en varones es menos
de 1 % de los casos totales, representa el 32 % del total de los canceres en las
mujeres, el riesgo de padecer cancer de mama es de 8 -12 % y el de morir es
de 3.6-4%, 10% a 15 % pueden ser neoplasias familiares, de los cuales 30 %
son atribuibles a mutaciones en genes denominados BRCA1 y BRCA 2, cuando
se detectan mutaciones en estos genes el riesgo de desarrollar cancer es de 56

a 85 %, también aumenta riesgo de cancer de ovario.
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La etiopatogenia del carcinoma de mama detalla dos tipos de canceres (7).
tumores epiteliales con el 90% de los casos (cancer o carcinoma: carcinoma
lobulillar 10%, carcinoma ductal 90 %) y tumores no epiteliales con el 10%
restante (del estroma de soporte, angiosarcoma, sarcomas primarios, tumor

filoides, linfoma raro).

Los factores de riesgo del carcinoma de mama se engloban segun algunos
autores en dos grupos: los factores preponderantes (existencia de cancer de
mama en la familia, poblaciones migratorias, nutricion y niveles
socioecondémicos, etc.) y otros factores o ajenos (fecundidad y lactancia, ciclo
menstrual (edad de la menarquia, edad de la menopausia natural, caracteres
del ciclo, duracién de la actividad menstrual, ooforectomia), enfermedades
previas de la mama, edad, riesgo de bilateralidad, factores hormonales,

radiaciones, edad , etc ().

El MINSAL (anteriormente MSPAS) reporta 4 tipos de diagnoésticos de procesos
tumorales de este tipo como los son: el tumor maligno del pezén y aréola
mamaria, tumor maligno de la porcion central de la mama, tumor maligno de la
prolongacion axilar de la mama y tumor maligno de mama en parte no
especificada, siendo esta ultima en el afio 2006 la de mayor incidencia siendo la
poblacién femenina la mas afectada con 14 decesos de 15 casos, obteniendo
asi una tasa de mortalidad de 0.39 y una tasa de letalidad del 2.33. En el 2007
estas tasas subieron a 0.64 y 4.77 respectivamente obedeciendo a un aumento
en las muertes de pacientes con tumor maligno de mama en parte no
especificada, cerrando el afio con 23 decesos de 482 casos y se atendieron
3,799 mujeres con cuadros clinicos sospechosos. En el 2008 se reportaron 20
muertes, para el 2009 se reporto un leve descenso con 14 defunciones
registradas y para el 2010 segun datos recopilados hasta el 30 de mayo del

presente afio se contaban 8 muertes a nivel nacional (29).
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Cuadro N° 1. Factores de riesgo que elevan las probabilidades de desarrollar

carcinoma de mama.

*Edad a mayor edad mayor riesgo, edad media de
aparicién 54 afos, 45 % aparecen después de los 65 afios.

*Céancer de mama previo, aumenta el riesgo de cancer de
mama contralateral en 0.5 a 1 % afio de seguimiento.

*Menarquia temprana antes de los 12 afios o tardia
después de los 15 afios.

*Nuliparidad aumenta el riesgo después de los 50 afios, o
un menor nimero de embarazos.

*Primera gestacion tardia, después de los 30-35 afios
aumenta 5 veces el riesgo.

*Cambios fibroquisticos aumentan ligeramente el riesgo

*Aborto inducido

*Lesiones benignas fibroadenoma complejo, hiperplasia
moderada florida (con atipia o sin atipia, adenosis
esclerosante y papiloma.

*Antecedente familiar de
cancer de mama: De
primer grado, aumenta el
riesgo de 2 o 4 veces, si 2
familiares tienen cancer de
mama aumenta a 5-6
veces. El 60% de los
canceres mamarios
familiares ocurre antes de
la Menopausia contra un
25% de los no familiares.

*Hiperplasia ductal o lobulillar atipica aumenta en riesgo
a 4 a 5 veces y 10 veces si hay antecedente familiar de
cancer ( de primer grado)

*Ser portador del gen BRCAlo BRCA2: 5 % de las
mujeres con céancer de mama confiere susceptibilidad al
cancer mamario a edades tempranas, bilateralidad y cancer
de ovario (frecuente BRCA1). Si un familiar de una mujer
es portador del gen, tiene riesgo de presentar cancer de
mama del 50 a 85 % casi siempre desarrollan cancer antes
de los 65 afios, genes mas frecuentes en judios askenazis.
5% de todas las mujeres con cancer de Mama pueden
tener mutaciones. Genes Conjuntamente con el sindrome
Li-meni (mutacion del p53), estas aberraciones genéticas
determinarian aproximadamente el 5% de todos los casos
de cancer de mama, Recientemente se ha encontrado que
un gen llamado BARD1, cuando est4 combinado con el gen
BRCAZ2 incrementa el riesgo de cancer hasta en un 80%.

*Uso de anticonceptivos
orales

*Terapia hormonal con
estrégenos ylo
progesterona después de
la menopausia por 3 afos
aumenta ligeramente el
riesgo , el uso prolongado
aumenta el riesgo 7-8
casos por cada 10.000
mujeres por cada afio de
uso

*Antecedente de carcinoma de endometrio

*Exposicion a
radioterapia antes de los
30 afios.

*Hormonas ovaricas endégenas

*Dietarica en grasas y déficit de vitamina A.

*Ingesta de alcohol dos unidades de alcohol /dia tiene un
riesgo 8% mayor de cancer de mama que una unidad de
alcohol/ dia. Mayor alcohol , mayor riesgo

*Obesidad se asocia con
mayor riesgo de céncer de
mama, endometrio , ovario
y vejiga (obesidad
posmenopausica)

*Ingesta de tabaco

*Dieta occidental

* Vida sedentaria
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3.4.2 CANCER CERVICOUTERINO.

Los tumores en el cérvix pueden ser benignos o malignos. Los tumores
benignos no son cancerosos. No son tan dafiinos como los tumores malignos

(cancerosos).

Los tumores benignos (polipos, quistes o verrugas genitales) rara vez son una
amenaza para la vida y no invaden los tejidos de su derredor. Los tumores
malignos (cancer cervical) algunas veces pueden poner la vida en peligro,
pueden invadir los tejidos y 6rganos cercanos, asi también pueden diseminarse
a otras partes del cuerpo. El cancer de cérvix empieza en las células de la
superficie del cérvix o cuello uterino. Con el tiempo, el cancer cervical puede

invadir mas profundamente dentro del cérvix y los tejidos cercanos (2s).

FIGURA N° 13. Estructuras anatémicas donde se desarrolla el carcinoma
Cervicouterino (2s).
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Las células cancerosas pueden diseminarse al desprenderse del tumor original
(primario). Entran en los vasos sanguineos o en los vasos linfaticos, los cuales
se ramifican en todos los tejidos del cuerpo. Las células cancerosas pueden
adherirse a otros tejidos y crecer para formar nuevos tumores que pueden

danar esos tejidos.

La incidencia y mortalidad del cancer cervicouternio se relacionan con la
pobreza, el acceso limitado a los servicios, la vida en zonas rurales y los bajos
niveles de educacién (11,16). Las variaciones en la incidencia y la mortalidad del
cancer cervicouterino pueden relacionarse con diferencias en el acceso a los
servicios y en la calidad de los mismos. Otros factores que influyen en ellas
pueden ser la ubicacién geogréfica, la situacién socioeconémica y la educacion,

asi como aspectos culturales y psicosociales.

Los médicos no siempre pueden explicar por qué el cancer de cérvix se
presenta en una mujer, pero no en otra. Sin embargo, si sabemos que la mujer
qgue tiene ciertos factores de riesgo puede tener mas posibilidad que otras
mujeres de padecer cancer de cérvix. Un factor de riesgo es algo que puede
aumentar la posibilidad de que una enfermedad se presente. Los estudios han
encontrado varios factores que pueden aumentar el riesgo de padecer cancer
de cérvix. Por ejemplo, la infeccién con el virus del papiloma humano (VPH) es
la causa principal del cancer cervical (20,6). La infeccion del VPH y otros factores

de riesgo pueden actuar en conjunto para aumentar aun mas el riesgo:

- Infeccion de VPH. Los VPH son un grupo de virus que pueden infectar el
cérvix. Una infeccion de VPH que no se cura puede causar cancer de céervix en
algunas mujeres. El VPH es la causa de casi todos los canceres cervicales. Las
infecciones por VPH son muy comunes (21). Estos virus se pasan de una

persona a otra por contacto sexual.
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La mayoria de los adultos han sido infectados con VPH en algin momento de
su vida, aunque la mayoria de las infecciones desparecen por si solas. Algunos
tipos de VPH pueden producir cambios en las células del cérvix. Si dichos
cambios se detectan temprano, se puede prevenir el cancer cervical al extraer o
destruir las células alteradas antes de que puedan convertirse en células
cancerosas. Una vacuna para las mujeres de 9 a 26 afios las protege contra

dos tipos de infeccion por VPH que causan cancer de cérvix.

- Irregularidad en hacerse pruebas de Papanicolaou. El cancer cervical es
mas comun entre las mujeres que no se hacen pruebas regulares de
Papanicolaou. La prueba de Papanicolaou ayuda a que los médicos encuentren
células alteradas. Al eliminar o destruir estas células anormales se impide

generalmente el cancer cervical.

- Tabaquismo. En las mujeres que estan infectadas con VPH, el fumar

aumenta levemente el riesgo de padecer cancer de cérvix (2o, 6).

- Sistema inmunitario debilitado. La infeccibn con VIH o el tomar
medicamentos que inhiben el sistema inmunitario aumentan el riesgo de

padecer cancer cervical.

- Antecedentes sexuales. Las mujeres que han tenido muchas parejas
sexuales tienen un riesgo mayor de padecer cancer cervical. También, una
mujer que ha tenido relaciones sexuales con un hombre que ha tenido muchas
parejas sexuales puede tener un riesgo mayor de padecer cancer de cérvix. En
ambos casos, el riesgo de padecer cancer cervical es mayor porque estas

mujeres tienen un riesgo mas elevado de infeccion por VPH (21).
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- Uso de pildoras anticonceptivas durante mucho tiempo. El uso de pildoras
anticonceptivas durante mucho tiempo (5 afios o0 mas) puede elevar ligeramente
el riesgo de cancer cervical en mujeres con infeccion de VPH. Sin embargo, el

riesgo disminuye rapidamente cuando la mujer deja de usar dichas pildoras.

- Tener muchos hijos: Los estudios sugieren que tener muchos hijos (5 0 mas)
puede elevar ligeramente el riesgo de padecer cancer cervical en mujeres con

infeccion por VPH.
- DES (dietilestilbestrol): EI DES puede incrementar el riesgo de un tipo raro de

cancer cervical en mujeres que estuvieron expuestas a este farmaco antes de

nacer. El DES ya no se suministra a mujeres embarazadas (21).

Vista anterior

Cuello
uterino

Pared
vaginal

Cuello uterino visto
a través de un
espéculo durante un
examen pélvico

Figura N° 14. Diagrama de partes anatdmicas internas y externas
afectadas por tejido canceroso cervico uterino. Vista
del cuello uterino visto a través de un espéculo ().
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El tener una infeccion de VPH u otro factor de riesgo no significa que la mujer
va a padecer cancer de cérvix. La mayoria de las mujeres que tienen factores
de riesgo de céancer cervical nunca llegan a presentar dicho cancer. Los

canceres cervicales en etapas iniciales generalmente no causan sintomas.

Cuando el cancer se agranda, las mujeres pueden notar uno o varios de estos
sintomas: sangrado vaginal anormal (sangrado que ocurre entre los periodos
menstruales regulares, sangrado después de tener relaciones sexuales,
sangrado en un lavado vaginal o del examen pélvico, periodos menstruales
mas prolongados y mas abundantes que antes, sangrado después de la
menopausia, etc.), mayor secrecién vaginal, dolor pélvico, dolor durante las

relaciones sexuales, entre otros (21,35).

En El Salvador los diagnésticos son en especial a cinco tipos de canceres
relacionados: tumor maligno del endocervix, tumor maligno del exocervix, lesion
de sitios contiguos del cuello del utero, tumor maligno del cuello del utero y el
tumor maligno del cuerpo del Utero. La poblacion mayormente afectada son las
mujeres entre 20 y 59 afios, teniendo también alta incidencia las mayores de 60
afnos. El MINSAL detalla 26 casos de muertes en el afio 2001, 35 muertes en el
2002, 26 decesos en el 2003, para el 2004 aumento el numero a 37 muertes y
para el 2005 se alcanzo la alarmante cifra de 74 decesos siendo en su mayoria
el tumor maligno del cuello uterino la causa de muerte. En el 2006 segun la lista
internacional de mortalidad por sexo de la Unidad de Informacién de la
Direccion de Planificacion del Ministerio de Salud Publica, a nivel nacional se
atendieron 744 consultas de las cuales se tuvieron 52 decesos y 692 egresos
obteniéndose asi una Tasa de Letalidad de 7.51 y una Tasa de Mortalidad de
1.46 por el mismo tipo de tumor. En el 2007 se reportaron 53 muertes en todo el
pais, en el 2008 y 2009 se produjeron 47 y 51 decesos respectivamente. En el
presente afio 2010 segun datos recopilados hasta el 31 de mayo se contaban

94 muertes causadas por el carcinoma in situ del cuello del Utero (29).
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3.4.3 CANCER PULMONAR.

El cancer de pulmén es la primera causa de muerte por cancer en los paises
occidentales. El factor etiologico responsable de la mayor parte de los casos es

el tabaco (s, 33, 25).

Durante este curso, ademas del efecto de los carcindgenos del tabaco se
tratara de los genes alterados en los tumores pulmonares asi como de otras
anormalidades moleculares que tienen lugar durante el desarrollo de este tipo
de cancer 31). El pronéstico de los pacientes con cancer de pulmén depende
claramente del estadio tumoral en que se diagnostica la enfermedad ., Varios
estudios han demostrado que es posible detectar alteraciones genéticas y
moleculares en lavados broncoalveolares de pacientes con cancer de pulmoén y
se estan llevando a cabo trabajos prospectivos que determinaran su posible uso

en el diagndstico precoz de este tipo de cancer.

—— Pulmones
‘ ‘ (de fumador)

Cancer

4
1

FIGURA N°15. Representacion de pulmones de un hombre fumador con
cancer diseminado a nivel bronquial y lobular.
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Otras investigaciones revelan factores moleculares relacionados con la
respuesta a la terapia, los patrones de toxicidad y el pronostico del enfermo de
cancer de pulmon. El termino cancer de pulmon es utilizado para tumores que
se desarrollan a partir del epitelio respiratorio (bronquios, bronquiolos y
alveolos). El carcinoma de pulmén (CAP) tiene una relacion directa con la edad
del individuo, se nota un marcado aumento a partir de los 45 afios y su pico

MAaximo se presenta en personas mayores de 70 afios (, 21, 33).

Los tipos histologicos que mas prevalecen en el caso de los carcinomas
pulmonares son: carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma
de células pequefas, carcinoma de células grande, carcinoma adenoescamoso,
tumor carcinoide, carcinoma del tipo de glandulas salivares y el carcinoma no

especificado o inclasificable.

En cuanto a la etiopatogenia se dice que existen multiples causas
documentadas como etiologia del CAP. Entre ellas hidrocarburos aromaticos,
nitrosamidas, polonio, arsénico, asbesto, clorometiléter, y otros. De estas
causas, la principal es el tabaquismo, el cual se presenta reportado en el 87 %

de los casos (5,21).

Se han identificado mas de 4,800 agentes quimicos en el humo del cigarro, de
los cuales alrededor de 60 son carcinogénicos. De estos, los encontrados con
mayor frecuencia son aldehidos y otros compuestos organicos volatiles como el

benceno y el butadieno, que tienen concentraciones de 10-100 mg por cigarrillo.

Sin embargo los mayores causantes del cancer son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos como el benzopireno, las N-nitrosaminas en especial las

especificas.
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La fase gaseosa contiene moléculas potencialmente carcinogénicas como
oxidos de nitrégeno, isopreno, butadieno, benzeno, estireno, formaldehido,
acetaldehido, acroleina y furano, mientras que la fase de particulas cuenta con
carcinogenos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH),
nitrosaminas, aminas aromaticas y metales (cromo, niquel, cadmio) (s, 21, 31). Si
bien el efecto individual de los carcindégenos del tabaco es dificil de estudiar a
nivel molecular ya que estamos tratando un problema de exposicion crénica a
una mezcla compleja de moléculas carcindbgenas y/o procarcindégenas,
numerosas evidencias experimentales han demostrado la implicacion del

tabaco en todos los pasos de la carcinogénesis (33).
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FIGURA N° 16. Sustancias que contiene regularmente un cigarrillo. Encerrados
en un circulo con la letra C azul se representan los compuestos
carcinogenicos.



66

Los compuestos carcinogénicos del tabaco se absorben y son metabolizados
en los individuos fumadores, y muchos de estos compuestos reaccionan con el
DNA provocando mutaciones, hechos comprobados experimentalmente
utilizando diferentes fracciones de condensados de humo de cigarrillos
aplicados sobre animales de laboratorio, y también en experimentos de
inhalacion, donde se inducen alteraciones en el DNA, asi como lesiones

preneoplasicas ().

En el humo del tabaco hay importantes cantidades de radicales libres que se
generan en la combustion, derivados del nitrégeno, como el 6xido nitrico, o

derivados del oxigeno, como el radical superéxido o el peroxido de hidrogeno.

Estas especies altamente reactivas son capaces de oxidar, y por tanto dafar,
todo tipo de macromoléculas, entre ellas el DNA. Ademas, al entrar en contacto
el humo del tabaco con los alveolos pulmonares se van a activar los
macrofagos alveolares, los cuales liberaran mas radicales libres que

contribuyen a la inflamacion.

La inflamacion cronica se considera hoy en dia como una situacion
potencialmente carcinogénica precisamente por la genotoxicidad de las
especies oxidantes y también porque induce la activacion de rutas moleculares

gue fomentan la transformacion tumoral.

Otros compuestos carcinogénicos son el etilcarbamato, éxido de etileno, niquel,
cromo, cadmio, hidrazina, formaldehido, acetaldehido entre otros (s,33). El
namero total de variantes de cancer pulmonar es de 46, si bien las que

corresponden a mas del 95% son siempre de tipo epitelial (carcinomas).
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Teniendo en cuenta que el procedimiento diagnéstico y la actitud terapéutica
inicial del carcinoma de pulmén distingue solo dos tipos, frecuentemente se
habla Unicamente de ellos: carcinoma de células pequefias (microcitico) y
carcinoma de células no-pequefias (no microcitico). La utilizacidon de técnicas
inmunohistoquimicas para diagnéstico tumoral ha permitido conocer con mas

detalle los rasgos de las células del carcinoma ).

Segun datos de la Direccién de Vigilancia Sanitaria, Unidad de Estadistica e
Informacién en Salud del MINSAL, en ElI Salvador el tumor maligno de
bronquios y/o pulmén es el mas comun dejando en segundo lugar al tumor

maligno de la laringe (29).

El MINSAL detalla que estos canceres junto a otros como el tumor maligno del
seno maxilar, tumor maligno de la fosa nasal, tumor maligno de la glotis, tumor
maligno del seno paranasal, tumor maligno de la region supraglotica y el tumor
maligno del cartilago laringeo cobraron 564 vidas en el afio 2000, para el 2001
esta cifra aumento a 926 muertes. La tendencia al incremento de muertes no
vario para los siguientes 2 afios ya que para el 2002 y 2003 se registraron 1154
y 1403 decesos respectivamente. En el 2004 fueron 932 victimas y en el 2005

fallecieron 1173 personas mas.

Curiosamente la tendencia al alza en el numero de victimas mortales siempre
se conservo en los primeros cinco afios de esta ultima década ya que en el
2004 se trabajo con el 81.3 % de la poblacién correspondiente a 5, 493,773
habitantes, mientras los demas afios se trabajo en la base de datos con el 80 %
de la poblacion total (29).
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En el afio 2006 el tumor maligno de pulmén mato a 24 hombres y 16 mujeres,
este mismo cancer liquido en el 2007 a 21 hombres y 17 mujeres, en el 2008
fallecieron 27 hombres y 18 mujeres, en el 2009 las cifras siguieron

aumentando y para el 2010 ya se registran 24 victimas entre ambos sexos (29).

Estas técnicas han permitido el estudio de diferentes filamentos intermedios y la
localizacion de proteinas estructurales que han dado como resultado una

diversidad de respuesta ante la aplicacion de anticuerpos como citoqueratinas.

Alvéolos
con enfisema

Vista al microscopio
de alveolos normales

N\ £

FIGURA N° 17. Comparacion con vista al microscopio de alveolos pulmonares
con enfisema y alveolos normales.
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3.5 GENERALIDADES DE LAS ESPECIES A ESTUDIAR.

3.5.1 Generalidades de Thevetia ahouia.

Nombre comun: Huevo de gato, cojon de tigre y cojon de costa de hojas

largas.
Nombre cientifico: Thevetia ahouia.

Sinénimos: Cerbera ahouai L, Plumeriopsis ahouai (L.), Cerbera nitida,

Thevetia nitida.

Familia: Apocynaceae.

Referencias de herbario (Jardin Botanico La Laguna): ES-1030.
Descripcidn botéanica:

Arbol: arbustos o pequefios, mayormente 1-2 m de alto, ocasionalmente hasta
10 m de alto, con latex blanco.

Hojas: simples, alternas de 13-23 cm de largo y de 5-7 cm de ancho, oblongo-
lanceoladas, el 4pice obtuso o redondeado y base aguda, brillante en la haz,con
nervios secundarios poco visibles; peciolos cortos, de menos de 1 cm, con

glandulas papilosas en el punto de insercién con la ramita.

Flores: inflorescencias cimosas de pocas flores cremas a amarillo palidas;
sépalos libres, ovados, 5—7 mm de largo; corola angostamente infundibuliforme,
tubo 2—-3.5 cm de largo, los lobos 0.5—-1 cm de largo; anteras no completamente

aglutinadas a la cabeza del estilo; ovario apocarpico.
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Frutos: sincérpicos, abayados, transversalmente oblongos, 2—-3.5 cm de largo y
3—-4 cm de ancho, con 2—4 semillas grandes, exocarpo rojo, mesocarpo blanco

y Carnoso (4.

Figura N°18. Thevetia ahouia. a) Detalle de raiz. b) Detalle del fruto y c)
Detalle de las flores.

Fenologia: observado con hojas de abril a febrero, con flores de marzo a

octubre y con frutos de abril a enero.
Habitat: bosques muy himedos, en elevaciones de 250-400 m s.m.

Localizacidon: localmente comidn en bosques siempre verdes y areas abiertas,

zona atlantica.

Distribucion: de México a Honduras. En El Salvador se distribuye en:
Ahuachapan: Hda. San Benito, P.N. El Imposible, Barra de Santiago, Monte
Hermoso, San Francisco Menéndez y El Refugio. San Salvador: Soyapango y

San Matrtin. Chalatenango y La Libertad.
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Usos etnobotanicos: presentan cierta actividad antiinflamatoria y antifingica
contra Fusarium oxysporum Y el latex de la raiz es eficaz contra mordeduras de

serpientes (11,4).

Composicion quimica: Se ha reportado el aislamiento de: thevetiogenina, 3-O-
D-gentiobiosil-(1-4)-a-L-rhamnopiranosido, thevetiogenina 3-0O-B-D-
glucopiranosil-(1-4)-a-L-rhamnopiranosido,  digitoxigenina 3-0O-6-D-
glucopiranosil—(1-4)-a-L-acofriopiranosido y digitoxigenina 3-0-B-D-
glucopiranosil-(1-4)-2-D-O-acetil-a-L-thevetopiranosido, Evomonosido,

neriifolina, 2"-acetil-neriifolina y 3"-O-metilevomonosido (15, 16, 17).

0 H
0) 0] . ; -
H HO H  2’-acetil-neriifolina
HOWH MeO 4.
MeO

MeO H
3'-O-metilevomonosido OH %Q# Evomonosido

OH

Figura N°19. Algunos glicésidos cardiotdnicos aislados de Thevetia ahouia (s).
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3.5.2 Generalidades de Plumeria rubra.

Nombre comun: flor blanca, flor de ensarta, flor de la cruz, flor de mayo, flor
de sefiora (El Salvador), cacalosuchil (México, Guatemala); flor de la cruz
(Guatemala); flor de pan, flor de toro, sacuajoche (Nicaragua), flor blanca,
cacalojoche, torito (Costa Rica); cacarucha, palo de cruz (Panamd); frangipani

(Ingles).

Sinénimos: Plumeria acuminata W.T. Aiton ; Plumeria acutifolia Poir. ;
Plumeria bicolor Ruiz & Pav. ; Plumeria carinata Ruiz & Pav. ; Plumeria
incarnata Mill. ; Plumeria |Gtea Ruiz & Pav. ; Plumeria purplrea Ruiz & Pav.
Plumeria rubra fo. acutifolia (Poir.) Woodson; Plumeria rubra var. acutifolia

(Poir.) L.H. Bailey Plumeria tricolor Ruiz & Pav, Plumeria obtusa.
Nombre cientifico: Plumeria rubra.

Familia: Apocynaceae.

Referencias de herbario (Jardin Botanico La Laguna): JMR-293.
Descripcién botanica:

a) Arbol: este arbol es de pequefio a mediano, alcanzando una altura maxima
de 15 m y un didmetro de 74 cm. Tiene una copa amplia y redonda que
comienza a poca altura. Las partes cortadas exudan un latex blanco abundante.
La corteza es de color café grisaceo, liso y lustroso, pero se torna aspera y
agrietada; internamente posee rayas blancas y amarillentas. Las ramas mas
pequefias tienen como 3 cm. de didmetro y son de color verde; tienen puntos

verrugosos (lenticelas) de color café, y muchas cicatrices foliares.

b) Hojas: son simples, alternas, tienen el peciolo de 3 a 12 cm. de largo,
acanalada por arriba. La lamina es de forma oblanceolada de 12 a 50 cm. de
largo y de 4 a 18 cm. de ancho, de borde liso.
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El apice es agudo o de punta corta y la base, aguda o de punta larga. El haz es

verde claro a verde oscuro y el envés es verde claro a blanco.

c) Flores: son grupos florales (cimas) terminales, ramificados, tienen un
pedunculo grueso que mide generalmente de 15 a 25 cm. El caliz de 1 a 2 cm.
de largo, tiene 5 I6bulos; la corola consiste en tubo angosto de 1.5 a 2 cm. de
largo y 5 I6bulos elipticos de 3 a 4 cm. de largo, color blanco con una mancha
amarilla en la base de cada l6bulo; hay 5 estambres muy cortos, insertados
cerca de la base del tubo e la corola; el pistilo con 2 ovarios separados y un

estilo corto.

d) Frutos: de una flor generalmente se desarrolla 2 frutos (foliculos) cilindricos,
de 12 a 25 cm. de largo y como de 2.3 cm. de diametro. Su forma es semejante
a una vaina, son ligeramente curvos y mas angostos en los extremos, se abren

por una linea y liberan muchas semillas aladas.

Fenologia: observado con hojas de abril a noviembre, con flores de abril a

septiembre y con frutos de septiembre a abril.

Habitat: la “flor de mayo” es un arbol muy comun, que se encuentra en sitios

secos y pedregosos.

Distribucion: México hasta Costa Rica. En El Salvador se distribuye en:
Ahuachapéan: El Imposible, San Benito; Chalatenango: La Palma; La Libertad:
San Juan Opico, Cerro el Jabali, Primavera; Santa Ana: San José Ingenio y

Parque Nacional Montecristo.

Usos etnobotanicos: la corteza de la raiz es utilizado en casos de blenorragia
y las flores contienen iridoides que son utilizadas como activos en jarabes

pectorales (s).

Composicion quimica: se ha reportado el aislamiento en hojas frescas vy

corteza del tallo, de triterpenoides: dammara-12,20(22)Z-dien-3-ona, dammara-
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12,20(22)Z-dien-33-0l, olean-12-en-3,27-diol, 27-hidroxiolean-12-en-3-ona 'y
doce compuestos que incluyen ocho triterpenos: dammara-3-20(S),25-triol,
acido urs-12-en-3B-hidroxi-27-Z-feruloiloxi-28-oico, acido 3p-hidroxiolean-12-en-
28-oico, 3pB,27-dihidroxilupan-29-ona, acido 3B-hidroxilupan-29-en-28-oico,
acido 3[B-hidroxiursan-12-en-28-oico, acido 3[B-hidroxi-27-p-coumaroiloxi-olea-
12-en-28-oico, iridoide: 1a-plumierida, esteroide: 3f-hidroxi-A-stigmastano y un

cardendlido: 3a,14B-dihidroxi-17B-card-20(22)-enolido (34).

( )

3a,14B-dihidroxi-17p-card-20(22)-enolido.

Figura N°20. Glicésido cardiotonico aislados de hojas frescas y corteza del tallo
de Plumeria rubra (34).

Figura N°21. Plumeriarubra. a) Detalles de la raiz. b) Detalles del arbol y

c) Detalle de flores.
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3.5.3 Generalidades de Stemmadenia donnell-smithii.

Nombre comun: Cojon, cojon de puerco (El Salvador), cojon de toro, cojon de
caballo (México, Costa Rica y Guatemala), cojén de mico y cojon de burro

(Honduras).

Sinénimos: Tabernaemontana donnell-smithii.

Nombre cientifico: Stemmadenia donnell-smithii.

Familia: Apocynaceae.

Referencias de herbario (Jardin Botanico La Laguna): ISV-623
Descripcion boténica:

a) Arbol: es un arbol pequefio, siempre verde, que alcanza una altura de 10 m
y un didmetro de 14 cm, se ramifica desde el medio del tallo y tiene una copa
redondeada. La corteza de color gris, un poco lisa, tiene puntos verrugosos
(lenticelas) conspicuos, grietas verticales superficiales y arrugas horizontales.
Las ramas son delgadas de color verde a gris, tienen puntos verrugosos
(lenticelas) conspicuos y generalmente se bifurcan cerca del &pice. Las

cicatrices foliares rodean la rama en cada nudo.

b) Hojas: son simples, opuestas, tienen peciolos como de 5 mm. de largo. La
lamina es lampifia, de forma oblanceolada a obovada, de 5 a 21 cm. de largo y
de 2.5 a 9 cm. de ancho, de borde liso. El apice es de punta corta y la base,
aguda y desigual. El haz es verde y el enveés, verde claro mate. La lamina tiene

puntos glandulares traslucidos y visibles al trasluz.

c) Flores: los grupos florales laterales, como de 3 cm. de largo, tiene pocas
flores de color amarillo brillante, en pedicelos pelosos de 1 cm. de largo. El céliz
consiste de 5 a 9 sépalos desiguales, de 1 a 3 cm. de largo que cubre en parte;

la corola en forma de trompeta, color amarillo, tiene un tubo de 3 a 4.5 cm. de
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largo y 5 l6bulos extendidos y recorvados que miden de 2.5 a 4 cm. al través;
hay 5 estambres sin filamento, las anteras puntiagudas insertadas en el medio
del tubo de la corola; y sobre un disco, el pistilo con dos ovarios separados; y 1

estilo y dos estigmas.

d) Frutos: de cada flor se desarrolla generalmente dos frutos (foliculos)
oblongos, oblicuos, de 5 a 7 cm. de largo y de 4 a 5 cm. de ancho, son
carnosos y contiene un latex blanco y pegajoso. Los 4pices redondeados o de
punta corta. Al madurase, los frutos se tornan un color pardo y se abren por una
linea en el fondo. En el interior encuentran semillas negras, oblongas, de 7 a 10

mm. de largo, envueltas en una capa carnosa (arilo) de color rojo-anaranjado.

Fenologia: observado con flores de mayo a agosto y con frutos de marzo a
septiembre.

Habitat: es un &rbol poco comuin, encontrado en sitios algo humedos, a

menudo cerca de los rios y arroyos ().

Figura N°22. Stemmadenia donnell-smithii: a) Detalle de raiz, b) Detalle del
fruto, y c) Detalle de las flores.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b3/Stemmadenia_donnell-smithii.jpg
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Distribucion: del sur de México hasta Panama. En El Salvador se distribuye
en: Ahuachapén: San Francisco Menéndez, El Corozo; Libertad: Laderas Norte
de La Laguna, Cordillera del Balsamo, San Julian, cafetal Ajiotal, San Juan
Opico y Santa Ana: Santa Lucia y Finca El Jardin.

Usos etnobotanicos: Las flores y hojas son utilizas como emplastos para la

artritis reumatoidea ().

Composicion quimica: Se ha reportado en la semilla el aislamiento de
alcaloides indolicos: tabersonina, coronaridina, dihidrotabesonina, 2,3-
dihidrotabesonol, estemadenina, tetrahidrotabesonol, voacangina,

guebrachamina, isovoacangina, tabernanthina y voacamina (14, 10).

3.6 GENERALIDADES DE METODOS DE EXTRACCION,
FRACCIONAMIENTO Y SEPARACION DE PRODUCTOS NATURALES

La obtencién de principios activos a partir de la droga o de precursores de
origen natural, se puede realizar mediante:

1. Métodos extractivos a partir de la droga.

2. Métodos hemisintéticos o semisintéticos.

3. Métodos biotecnoldgicos.

Con el fin de mejorar el rendimiento de la extraccion y la reproducibilidad de la
misma hay que someter el material vegetal en estudio a una serie de
operaciones preliminares, como son:

a) ldentificaciéon botanica del material vegetal: género, especie, origen, etc.

b) Seleccion de la parte vegetal a extraer: hojas, raices, flores, semillas, etc.
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c) Inactivacion de los sistemas enziméticos del vegetal cuando se trabaja
con materiales frescos (hojas y flores), es decir recién recolectados. Asi
se asegura su integridad evitando procesos de degradacion que conlleve
a la alteracion de los principios.

d) Desecacidon de las plantas bajo condiciones controladas para evitar la
transformacion quimica de los componentes. El proceso debe de ser

rapido, con temperatura moderada y preferiblemente con aire caliente (11).

Métodos extractivos a partir de la droga.

Se parte la droga y se realiza un proceso extractivo para aislar los principios
activos directamente a partir de la droga. Este método se basa en la
distribucién de una sustancia entre dos fases inmiscibles. La constante de

distribucién se define por la siguiente ecuacion:

K =[Ca]/ [Cé]

[Ca] = Concentracion del soluto en la fase organica.
[Cg] = Concentracion del soluto en la fase acuosa.

K = Coeficiente de reparto.

El soluto se distribuye entre las dos fases en funcion de su solubilidad en
ambas originando un equilibrio de particibn dinamico. Este equilibrio viene
definido por su constante de equilibrio, constante de distribucion o coeficiente

de reparto K.
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En los procesos de extraccion empleados normalmente, una fase es agua y la
otra un disolvente organico adecuado. Un cambio en el disolvente cambiara la

solubilidad en esta fase y en consecuencia altera el coeficiente de reparto.

Para aumentar o disminuir la solubilidad de la sustancia en una fase se puede
afiadir distintos productos. La solubilidad de un producto en una fase puede
incrementarse con la adiciobn de un reactivo que sea capaz de formar un
complejo estable y soluble en esa fase; por ejemplo, las oleofinas y poliolefinas,
pueden extraerse hacia la fase acuosa con el ion plata. La solubilidad de una
sustancia puede disminuirse, por la adicibn de sales neutras que reducen la
solubilidad en esta fase; pueden emplearse distintas sales, ejemplo, el cloruro

de sodio, sulfato sodico, carbonato de potasio y cloruro calcico (2s).

Extraccibn mecanica: es una técnica que permite obtener los principios
activos disueltos en los fluidos propios de la planta, los cuales una vez extraidos
se denominan jugos.

- Extraccion por expresion: Usada para la extraccion de principios activos

contenidos tanto en sustancias vegetales como animales.

Se realiza la compresion del tejido vegetal o animal mediante exprimidores o
prensas. Las prensas mas corrientes, aptas para volumenes pequefios de
vegetales jugosos, consisten en un disco que es manejado por un tornillo y que
exprime la fruta (una vez que ésta ha sido limpiada, pelada y convertida en
pulpa) contra un recipiente perforado. Como resultado de la expresion, el jugo

se separa del vegetal y es recogido en un recipiente exterior.

- Extraccion con incisiones: Se utiliza en la extraccion de principios activos de
sustancias vegetales. Para ello, se realizan cortes en la superficie de la planta

de la que quiere extraerse el latex.
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- Extraccion con disolvente: consiste en poner en contacto la droga con un

disolvente capaz de extraer los metabolitos secundarios.

Donde los metabolitos secundarios deben de pasar de la droga al disolvente de
manera que se obtengan un extracto liquido, que posteriormente se pueden

concentrar eliminando la mayor o menor cantidad de disolvente.

Para que la extraccion con disolventes se lleve a cabo correctamente hay que

tener en cuenta diversos factores:

1. Caracteristica de la droga:
Drogas deseadas y molidas para facilitar el maximo contacto entre los
metabolitos secundarios y el disolvente.

2. Naturaleza del disolvente:
- Principalmente se utilizan extracciones en mezclas hidroalcohdlicos
(aguay etanol, considerados como solventes universales).
- Se puede utilizar otros solventes organicos como: n-hexano, éter etilico,
éter de petroleo, metanol, propilenglicol, etc.
- Muchos metabolitos secundarios se hidrolizan en agua, ademas que los
extractos acidos tienen una estabilidad poco duradera una vez

preparados.

3. Temperatura:
El aumento de la temperatura favorece la extraccion de los metabolitos

secundarios (precaucion con los metabolitos termolabiles).

4. Tiempo de contacto entre la droga y el disolvente:
Depende de las caracteristicas de la droga (dureza, grado de division, etc.) y de
la naturaleza de los metabolitos secundarios (volatiles, hidrolizables, oxidables,

etc (20).
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5. Control de difusion celular:
Una correcta difusion se consigue cuando la droga ofrece un grado de
division adecuado (mayor superficie de difusion) y cuando se renueva
correctamente el disolvente, se produce una difusion de los metabolitos

secundarios de la droga hacia el disolvente (difusion pasiva)

Extraccién discontinua.

- Extracciéon simple o maceracion. Se deja el material vegetal en contacto con el
solvente en un recipiente tapado y se agita periddicamente a una temperatura
ambiente (15 a 20 °C), de 8 a 20 dias.

Las ventajas de este método es que la muestra no entra en contacto con el
calor en primer lugar y en segundo es que el extracto puede permanecer sin

contaminacion microbiana.

Las desventajas mas significativas es que es un proceso lento, no se consigue
agotamiento total de la muestra y se emplean grandes volimenes de

disolventes.

- Digestion. Es un método extractivo similar a la maceracion pero que se

trabaja con temperaturas cercanas a ebullicién.

- Reflujo. Es un método de extraccion, donde la sustancia se coloca en un
balén y se trabaja a temperaturas de ebullicion. La muestra entra en contacto

directo con la fuente de calor.
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Figura N°23. Aparato de extraccion por reflujo.

- Infusion. Se trabaja con un disolvente (agua). Primero se introduce la droga a
un contenedor, luego se humedece con agua fria y a continuacion se le agrega
agua proxima a ebullicion, por ultimo se deja enfriar el conjunto hasta

temperatura ambiente.

- Decoccion. La droga se pone en contacto con el disolvente (agua) y el
conjunto se lleva hasta la temperatura de ebullicion, manteniendo dicha

ebullicién durante unos 10-20 minutos, una vez enfriado, se filtra.

Se aplica generalmente a drogas duras (corteza, raices, semillas, etc.) en las
que resulta dificil el contacto entre los metabolitos secundarios y el disolvente

debido a sus caracteristicas histoldgicas.
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Tanto en las infusiones como en las decocciones se utiliza como disolventes
siempre el agua por lo que no resultaran métodos adecuados para extraer

metabolitos secundarios activos hidrolizables.

También hay que tener en cuenta la poca estabilidad en el tiempo de los
extractos acuosos, de ahi la conveniencia de preparar las infusiones y las

decocciones en el momento en que se van a utilizar.

Extraccién continda:

- Percolacion. Es un procedimiento que se realiza a temperatura ambiente. El
disolvente fluye lentamente en contacto con el material vegetal, el cual es

recogido por la parte inferior del percolador.

Se puede llegar a la extraccion completa de los metabolitos secundarios con el

inconveniente del empleo y acumulacion de grandes cantidades de disolvente.
- Soxhlet. Consta de tres partes: matraz o baldn, cuerpo extractor y refrigerante.
Ventajas: se utilizan volumenes de disolventes menores, extracciones

exhaustivas y tiempos mas cortos de extraccion. Desventajas: degradacion
térmica, disolvente de bajo punto de ebullicion (12).
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Salida de agua

» Refrigerante

Entrada de agua

»  Cartucho poroso
Cuerpo extractor <€—— (Dedal + Mx)
» Sifon

Figura N°24. Aparato de extraccidén continda Soxhlet.

Extraccion por Destilacién.

La destilacion puede definirse como la evaporacion parcial de un liquido con la
transferencia de estos vapores Yy su posterior condensacion en una parte
distinta del aparato de destilacion. La destilacion es uno de los métodos mas

usados en la separacion y purificacion de liquidos.

El éxito obtenido en el uso de las técnicas de destilacion depende de varios
factores. Entre estos incluye la diferencia de presion de vapor (referido a la
diferencia de punto de ebullicion) de los componentes presentes, de la cantidad
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de la muestra, del aparato de destilacion, de la posible destilacion simultanea
de dos componentes, formacion de azeotropos y del cuidado del analista.

Puesto que el proceso de destilacion se basa en el hecho de que el vapor
procedente de una mezcla liquida es mas rica en el componente méas volatil.
Una destilacion simple no conducira nunca a una separacion completa de las

dos sustancias volatiles.

El uso de columnas de fraccionamiento eficaces produce resultados mejores
cuando se dispone suficiente cantidad de muestra. Cuando la cantidad de
muestra es demasiado pequefia para efectuar la destilacion, se recomienda el

uso de técnicas cromatograficas (2s).

Termometro

T Cabeza de destilacion

Salida de agua

Bafio maria

Recipiente colector

Figura N°25. Aparato de destilacion simple.
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3.7 GENERALIDADES DE CROMATOGRAFIA.

Se entiende por cromatografia al conjunto de técnicas analiticas que se
fundamentan en la separacidon que se produce cuando una mezcla de
compuestos es arrastrada por una fase movil a lo largo de una fase

estacionaria.

La técnica cromatogréfica de purificacion consiste en separar mezclas de
compuestos en funcion de su diferente afinidad entre una fase estacionaria y

una movil.

Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucion de los
componentes de la mezcla entre dos fases inmiscibles, una de ellas llamada
fase activa o fase movil, que transporta las sustancias que se separan, y que

progresa en relacion a otra fase llamada fase estacionaria (12,27).

3.7.1 Clasificacion de los procesos cromatograficos.

Cromatografia de adsorcion:

La fase estacionaria es un sélido sobre el que se adsorben los componentes de
la muestra.

- Cromatografia Liquido — Solido CLS (fase movil liquido).

- Cromatografia Gas — Solido CGS (fase movil gas).

- Cromatografia en Capa Fina CCF (fase estacionaria solida en forma plana y la

movil liquida).

Cromatografia de reparto:
La fase estacionaria es un liquido sostenido por un sdlido inerte.

- Cromatografia Liquido — Liquido CLL (fase movil un liquido).
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- Cromatografia Gas — Liquido CGL (fase movil un gas).
- Cromatografia en papel (fase estacionaria es una capa de agua adsorbida

sobre una hoja de papel).

Cromatografia de intercambio iénico:
La fase estacionaria es una resina de intercambio i6nico y la separacion se

produce por la union de los iones a la fase estacionaria.

Cromatografia de exclusion molecular:
La fase estacionaria es una estructura parecida a un tamiz y la separacion se
produce en funcion del tamafio de las moléculas. Teniendo en cuenta la forma

de la fase estacionaria se clasifica en:

- Cromatografia en columna.

- Cromatografia plana (cromatografia en capa fina y en papel) (12, 27).

3.7.2 Clasificacion segun el mecanismo de separacion.

Cromatografia de adsorcion:

La cromatografia de adsorcion emplea una fase estacionaria solida de caracter
polar, adsorbente y una fase mdvil liquida, eluyente. Se utiliza tanto con fines
como preparativos y la separacion de los componentes de la mezcla viene
determinada por las interacciones polares de los componentes de la misma con
las fases estacionaria y movil. Por lo tanto, los compuestos mas dificiles de
separar mediante este tipo de cromatografia, seran aquellos que tengan una

polaridad muy similar.
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Fase estacionaria o adsorbente:

Esta constituida por un sélido poroso, finamente granulado, con centros activos
polares en su superficie donde se adsorben las moléculas de los compuestos
gue se van a cromatografiar. Cuanto menor sea el tamafo de particula de este

material mayor sera la capacidad de adsorcion.

La adsorcién se debe a interacciones intermoleculares del tipo dipolo-dipolo,
dipolo-dipolo inducido o enlaces de hidrogeno entre el adsorbente y el soluto. El
adsorbente mas utilizado es gel de silice donde las interacciones tienen lugar
entre los grupos Si-OH y Si-O-Si; también se emplea con relativa frecuencia
alumina (Al,O3). El adsorbente debe ser inerte con las sustancias a
cromatografiar. El gel de silice presenta caracter acido y la alimina puede

adquirirse con caracter neutro, acido o basico.
Fase movil o eluyente:

Es un disolvente en el que los componentes de las mezcla son, al menos,
parcialmente solubles. Al aumentar la polaridad del disolvente aumenta la

velocidad de elucion de los compuestos de la mezcla.

Se puede utilizar un Unico disolvente o una mezcla de disolventes e incluso
llevar a cabo la elucibn con un gradiente de polaridad aumentando

progresivamente la proporcion del disolvente mas polar.
Retencion:

Las moléculas de soluto S se adsorben en los centros polares de la fase
estacionaria X y, a medida que se produce la elucion, van siendo desplazadas

por las moléculas de disolvente/s que constituyen la fase movil M (13, 2s).
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La retencion de un soluto se puede justificar por la competencia que se
establece entre S y M por adsorberse a los centros polares X, es decir, depende

de los valores de las constantes de los equilibrios:
—X + S —XeeeS,
—X + M —XeeeM.

Que estan en funcion de: la polaridad del compuesto a eluir que depende de
sus grupos funcionales; la naturaleza del adsorbente y la naturaleza del

disolvente.

3.7.3 Orden de polaridad de los compuestos organicos.

Acidos carboxilicos > fenoles > alcoholes y tioles > aminas > ésteres >
aldehidos y cetonas > hidrocarburos aromaticos > hidrocarburos halogenados >

éteres > hidrocarburos insaturados > alcanos.

Cuanto mas polar sea un compuesto mas se retendra en la fase estacionaria.

Por ejemplo, se retiene mas un alcohol que un hidrocarburo.

3.7.4 Orden de polaridad de los eluyentes méas habituales.

H,O > CH3-OH > (CHj3),CH-OH > acetona > acetato de etilo > éter dietilico >

CHC I3 (cloroformo) > tolueno.

Para un mismo compuesto, un aumento en la polaridad de la fase movil hace
que se desplace con mas facilidad de la fase estacionaria. Por ejemplo, se
eluirA mas rapidamente una amina en acetonitrilo que en hexano (2, 27). Para
compuestos poco polares, que se retienen poco en el adsorbente, se utilizan

eluyentes apolares o poco polares como, por ejemplo, hexano.
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Para compuestos muy polares, que quedan muy retenidos en el adsorbente, se
emplean eluyentes muy polares como, por ejemplo, metanol o mezclas
metanoldiclorometano. Para compuestos de polaridad media se emplean
eluyentes de polaridad intermedia y son muy aconsejables en estos caso las

mezclas en distintas proporciones de hexanoacetato de etilo.

3.8 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.
3.8.1 Fundamento.

En la cromatografia en capa fina la fase estacionaria esta compuesta por una
sustancia adherida a un soporte en forma de capa muy fina. El soporte

empleado puede ser de vidrio, plastico o metal.

La fase estacionaria consiste en una fina capa delgada de gel de silice o
alumina adherida a un soporte de vidrio, aluminio o materiales plasticos con un

grosor que puede oscilar entre 1 hasta 0,1 — 0,2 mm.

Algunas placas vienen con indicadores fluorescentes. Para realizar la
cromatografia se aplica la muestra disuelta en la parte inferior de la placa, y a 1
cm del borde de la misma, con la ayuda de un capilar. Las muestras se deben
colocar entre 1-1,5 cm del extremo inferior de la placa de tal forma que al
ponerla en contacto con el disolvente que se encuentra en la cubeta no cubra la

muestra.

El cromatograma se introduce verticalmente en un recipiente cerrado llamado
cubeta de cromatografia o tanque de desarrollo que contiene en su fondo una
pequefia cantidad del eluyente que se vaya a usar (fase movil) dejando que el

disolvente ascienda por capilaridad.
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La fase estacionaria contiene particulas del analito que son arrastradas con la
fase movil, viajando una distancia que es inversamente proporcional a su

afinidad por la fase estacionaria.

Cuando el eluyente ha ascendido hasta casi el borde superior de la placa, se

saca, se secay se observan las manchas.

Muchas veces las sustancias desarrolladas por este método, al no ser
coloreadas, no son visibles. Para hacerlas visibles se utiliza luz ultravioleta
entre 240-270 nm.

Para hacer visibles aquellas sefiales que no se detectan a la luz UV, ni son
coloreadas, se procede al revelado de la placa usando un revelador destacando
entre los mas usuales el Yodo y el Oleum [mezcla de &acido sulfrico (4%) acido
acético (80%) y agua (16%)]. ElI cromatograma una vez revelado nos presenta
mediante manchas el grado de pureza de la muestra o el numero de

compuestos presentes en ella (13, 2s).

a) b) €)

Figura N°26. (a) Cromatografia en capa fina: Camara UV, (b) Camara de

revelado y c) cromatografia de capa fina revelada.
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3.8.2 Visualizacién del cromatograma.

Con luz UV (ultravioleta). Las placas suelen llevar incorporado un indicador
fluorescente que absorbe luz UV y emite luz visible, generalmente verde.
Cuando se cromatografian sustancias que absorben en el UV donde se
encuentra el compuesto no absorbe el indicador y como resultado vemos una

mancha que indica su presencia.

Con un agente revelador. Se emplea cuando las sustancias no absorben
radiacion UV. El revelador reacciona con los productos absorbidos dando lugar
a compuestos coloreados y por tanto se utilizard uno u otro en funcién del
compuesto que se quiera visualizar.

Algunos ejemplos de reveladores: H2SO4 concentrado en etanol para azlcares,
ninhidrina para aminoacidos y vapores de yodo para compuestos insaturados y
aromaticos, reactivo de Baljet que es especificos para glicosidos cardiotonicos

(presencia de lactonas insaturadas).

3.8.3 Factores que influyen en una separacién por cromatografia de capa
fina.
a) Temperatura: a menor temperatura las sustancias se adsorben mas en la

fase estacionaria.

b) La cromatografia debe llevarse a cabo en un area sin corrientes de aire.

c) Limpieza de las placas: muchas placas estan contaminadas con grasa.

d) Plastificantes o adhesivos: para el trabajo a pequefia escala, éstas deben
limpiarse corriendo primero una mezcla de cloroformo y metanol y después

dejar secar completamente antes de aplicar la muestra.

e) Pureza de los disolventes (13).
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3.9 ELUCIDACION ESTRUCTURAL.

3.9.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (I.R.).

Este método se basa en que los fotones de la luz infrarroja pueden hacer que
grupos de atomos vibren respecto a los enlaces covalentes que los unen entre

Si (32).

La region comprendida entre 1350 y 900 cm™ representa la “huella dactilar’ de
la molécula, pues las bandas de esa region corresponden a las vibraciones y
rotaciones del esqueleto carbonado y por lo tanto son muy sensibles a los

diferentes arreglos moleculares, aun para sustancias muy similares.

Las regiones en infrarrojo donde mas frecuentemente se encuentran los grupos
funcionales caracteristicos de los glicésidos cardiotonicos van desde 3600 a
3400 cm * para el grupo OH de C-14 y los OH de los azucares, ademas estos

presentan una absorcion tipica entre 1050-980 cm™.

Se encuentran sefiales a 2980- 2850 cm™ de CHs, CH, y una sefal a 3060 cm?

de protoén vinilico.

Los cardendlidos exhiben también una absorcién a 1725- 1715 hasta 1780 cm™
y una banda de estiramiento de C=C de 1740 a 1780 cm " ,correspondiente a la

lactona a, B insaturada, segun reportes cientificos (2).
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3.9.2 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV-VIS).

La espectroscopia UV-VIS permite determinar la absorcién de luz en una

muestra.

Cuando la radiacion incide sobre una sustancia, no toda ella se ve afectada por
la misma, al &omo o conjunto de atomos que absorben radiacion se le

denominaba cromoéforo.

En las moléculas existen también atomos o grupos de atomos que no absorben
radiacion, pero hacen que se modifigue alguna de las caracteristicas de la

absorcion del cromoforo, se denominaban a tales grupos auxocromos.

La absorcién de la energia se registra de 190 a 380 nm para la region
ultravioleta y de 380 a 700 nm para la region visible; particularmente los

glicésidos cardiotonicos absorben entre los 200 a 300 nm.

En contraste con las técnicas RMN e IR, las sefiales en el espectro UV son muy
anchas debido a los multiples cambios de estados vibracionales y rotacionales

gue acompafian a las transiciones electronicas.

Para que se observe una absorcion maxima debe existir en la molécula un
cromoforo (aquellos grupos funcionales que sin unién o conjugacién con otros

grupos, muestran absorcion electronica en la region del visible y ultravioleta).

De esta manera la técnica permite detectar la presencia de un determinado
cromoforo el cual origina practicamente el mismo patron espectral,

independientemente de la estructura total de la molécula (12).
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Figura N° 29. Espectro ultravioleta de la Digitoxigenina.

3.10 CUANTIFICACION DE GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

La cuantificacion de los glicosidos cardiotonicos se realiza a partir de los datos
de absorbancia obtenidos en el analisis espectroscopico UV practicados a las
fracciones que contengan glicésidos cardiacos; ya que las absorbancias nos
dardn una idea de la concentracion idénea que tenemos que seguir para
obtener absorbancias representativas (0.5-0.9) en cada una de las fracciones.
Los resultados de la determinacién cuantitativa de los glicosidos cardiotonicos
presentes en las fracciones hidroalcohdlicas procedentes de la corteza de
raices y flores de Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia
ahouia seran expresados en términos de un marcador externo, como la

digoxina (C41H540l4).
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3.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA.

3.11.1 GENERALIDADES DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA.

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado.
Comunmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares, se
emplean diferentes métodos de tincion celular con el fin de estimar de manera
indirecta el nimero de células viables presentes después de un tratamiento. La
mayoria de éstos son de punto final, al usarse de forma destructiva, lo cual
imposibilita seguir el comportamiento de las células después de ser sometidas a

un tratamiento traumatico.

Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad in vitro.
Primero, el uso de colorantes tales como cristal violeta y sulforrodamina B, que
colorean componentes especificos de las células y permiten medir residuos
celulares después de un tiempo de incubacién con el compuesto evaluado.
Segundo, los detectores de liberacion de componentes constitutivos celulares,
gque miden la actividad de enzimas tales como lactato deshidrogenasa, y
finalmente, aquellos que miden la funcion metabdlica de las células usando las
sales de tetrazolio: bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT); (3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-
tetrazolio) (MTS) vy (23-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxanilido) (XTT), los cuales al ser reducidos a formazan producen una

intensa coloracion ().

El método mas empleado es la reduccion metabdlica de MTT, basado en la
reduccion de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio bromuro (MTT).
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Este colorante amarillo palido, soluble en agua, es reducido tempranamente en
células viables, por componentes de la cadena respiratoria, a formazén
(cristales azul violeta, insoluble en agua), fundamentalmente por la respiracion
(deshidrogenasas mitocondriales) y su flujo de electrones, lo cual es

intrinsecamente toxico para las células (3).

Ensayo de reduccion del MTT es método simple y se usa para determinar la
viabilidad celular, dada por el nUmero de células presentes en el cultivo lo cual
es capaz de medirse mediante la formacion de un compuesto coloreado, debido
a una reaccion que tiene lugar en las mitocondrias de las células viables. Los
resultados se expresaran como porcentaje (%) de células vivas, segun la

siguiente relacion:

D.O de células tratadas
% = x FD
D.O de células controles

3.11.2 GENERALIDADES SOBRE CULTIVOS CELULARES.

Se conoce por cultivo celular o cultivos de tejidos al conjunto de técnicas que
permiten el mantenimiento de las células in vitro, al maximo sus propiedades

fisiologicas, bioquimicas y genéticas.
Ventajas y desventajas de los cultivos celulares.

Los cultivos celulares tienen una serie de ventajas innegables, pero al mismo
tiempo tiene desventajas que hay que tener en consideracién. Como ventajas

podemos citar:



a)

b)
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Permiten un control preciso y fino del medio ambiente (3). En un cultivo se
pueden controlar todos los factores del medio: Fisico-quimicos (pH,
temperatura, presion osmaotica, niveles de O,, CO,, tension superficial, etc.),
y fisioloégicos (hormonas, factores de crecimiento, densidad celular).
Caracterizacion y homogeneidad de la muestra. Las células en cultivo de
una linea celular, o de una linea continua son homogéneas, con morfologia
y composicion uniformes. Se pueden obtener con facilidad un namero
elevado de réplicas idénticas.

Economia. Suponen una economia en el uso de reactivos o drogas a
estudiar pues al realizarse en voliumenes reducidos, y con un acceso directo
de las células a la droga, las concentraciones requeridas son mucho mas

bajas que las utilizadas en ensayos in vivo

En cuanto a las desventajas del cultivo celular:

a)

b)

c)

Técnica sensible. El crecimiento de las células animales es mucho mas
lento que el de los contaminantes mas habituales (hongos, levaduras,
bacterias, micoplasmas, etc) y ademas dado que proceden de organismos
pluricelulares son incapaces de crecer en ausencia de una compleja mezcla

de nutrientes que simula el plasma o el fluido intersticial.

Esto supone la necesidad de mantener las condiciones de asepsia en todo

momento.

Cantidad y costo. El costo de produccion de 1 g de tejido en cultivo es mas
de 10 veces superior al obtenido en el animal.

Inestabilidad (3).

Entre algunas de las células mas comunmente utilizadas son (12):

a) Lineas celulares humanas:


http://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
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Hep-G2(cancer de higado)
DU145 (cancer de prostata)
Lncap (cancer de proéstata)
MCF-7 (cancer de mama)
MDA-MB-438 (cancer de mama)
PC3 (cancer de préstata)
T47D (cancer de mama)
THP-1 (leucemia mieloide aguda)
U87 (glioma)
. SHSY5Y (células de neuroblastomas humano, clonadas a partir de
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mieloma multiple)

11. Saos-2 cells (cancer 0se0)

b) Lineas celulares de Primates

1. Vero (células epiteliales de rifion de mono verde Africano Chlorocebus).

c) Lineas celulares de tumor de Rata

1. GH3 (tumor de hipdfisis)
2. PC12 (feocromocitoma) (12).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hep-G2&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Cancer_de_higado
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=DU145&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=LNCaP&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=MCF7&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_mama
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=MDA-MB-438&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_mama
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=PC3&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=T47D&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_mama
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=THP-1&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Leucemia
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=U87&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Glioma
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=SHSY5Y&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Mieloma_m%C3%BAltiple
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Saos-2_cells&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_%C3%B3seo
http://es.wikipedia.org/wiki/Primate
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=C%C3%A9lulas_Vero&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Epitelio
http://es.wikipedia.org/wiki/Chlorocebus
http://es.wikipedia.org/wiki/Rata
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=GH3_(cell_line)&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Hip%C3%B3fisis
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=PC12_cells&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Feocromocitoma

CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO.
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4.0 DISENO METODOLOGICO.

4.1 TIPO DE ESTUDIO.

La presente investigacion tiene un tipo de estudio retrospectivo ya que se
estudia el problema con datos del pasado de investigaciones realizadas.
También es prospectivo ya que propone una nueva alternativa mediante datos
obtenidos en el analisis de las especies en estudio y es experimental porque se
realizan ensayos fitoquimicos y biologicos; ademas es hipotético-deductivo ya
que a partir de la informacion retomada de las referencias bibliograficas, se

permite formular la siguiente hipotesis:

Las fracciones procedentes de los extractos hidroalcohodlicos de las raicesy
flores de Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia
poseen glicosidos cardiotonicos y estos presentan actividad citotoxica frente al
carcinoma de cuello uterino, cancer de pulmén y adenocarcinoma humano de

mama.

La investigacion del presente estudio se dividié en tres etapas:

4.1.1 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

- Se realizaron consultas de libros, trabajos de graduacion, manuales, etc.
En la biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador.

- Revistas cientificas, Ej: Journal of Natural Products, Phytochemistry,
Journal the Phytotherapy, Letters in Organic Chemistry, ente otras.

- SciFinder Scholar (base de datos del American Chemical Society).

- Internet.
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4.1.2 INVESTIGACION DE CAMPO.

El universo de la investigacion son las especies de Familia Apocinacea

Identificacion de las muestras.

Las muestras fueron identificadas en la Seccién Técnica Cientifica del Jardin
Botanico “La Laguna” por el curador; Licenciado Jorge Monterrosa, las cuales
fueron comparadas con el herbario interno (ver anexol), asignandose los
siguientes codigos:

- Thevetia ahouia (ES-1030)

- Stemmadenia donnell-smithii (ISV-623)

- Plumeria rubra (JMR-293)

Recoleccion del material vegetal.

La recoleccidon del material vegetal se llevo a cabo en los lugares y meses que

se detallan a continuacion:

- Flores y raices de Plumeria rubra: Calle final, Barrio el Calvario, Dulce
nombre de Maria, Chalatenango; durante los meses de mayo y junio de
2010.

- Flores y raices de Stemmadenia donnell-smithii: Lotificacion Artigas,
calle principal, contigua al cementerio municipal, San Martin, San

Salvador; durante los meses de mayo y junio de 2010.

- Flores y raices de Thevetia ahouia: Lotificacion Artigas, calle principal,
poligono “B”, casa 36, San Martin, San Salvador; durante los meses de
mayo y junio de 2010.
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4.1.3 INVESTIGACION DE LABORATORIO.

4.1.3.1 Preparacion de las muestras a investigar.

Las flores y raices de Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii vy
Thevetia ahouia se les efectu6 una limpieza de la siguiente manera: las
muestras de raices se lavaron con agua y se secaron a temperatura ambiente,
en atmdsfera seca, sin presencia de luz solar para evitar la degradacion de

glicosidos cardiotonicos por efecto de los rayos UV.

Luego fueron cortadas por medios mecanicos para obtener las cortezas y estas
se continuaron secando a temperatura ambiente con excepcion de las raices de
Thevetia ahouia que se secaron en estufa a una temperatura de 40°C por un
tiempo de 60 minutos. Las flores de Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia
ahouia fueron cortadas en secciones para facilitar el secado en la estufa en las
mismas condiciones que las raices. Las flores de Plumeria rubra solo se

secaron a temperatura ambiente y en ausencia de luz solar.

4.1.3.2 Molienda del material vegetal.

El siguiente paso consistio en moler el material vegetal correspondientes a las
muestras de raices Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii vy
Thevetia ahouia; con el objetivo de lograr obtener un tamafio adecuado. En el
caso de las flores se pulverizan manualmente. Luego se procedid a la pesada

del material vegetal.

4.1.3.3 Pesada del material vegetal.
La obtenciéon de metabolitos de interés en este caso glicésidos cardioténicos
depende en gran medida de la cantidad de muestra inicial al principio del

analisis. De un peso de 100 gramos de material vegetal seco se logra obtener



105

alrededor de 2 gramos de producto aislado (glicésidos cardioténicos). Para
nuestro caso los pesos iniciales reales variaron entre cada uno de los érganos
de las especies en estudio. Asi que para las flores y raices de P. rubra se tuvo
un peso inicial de 53.2 g y 78.2 g respectivamente. De la misma forma para la
S. donnell-smithii (33.2 g de flores y 58.1 g de raices) y para la T. ahouia se
pesaron 108.9 g y 190.2 g respectivamente.

4.1.3.4 Obtencién de los extractos hidroalcohdlicos de las raices y flores

de Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia.

El primer paso consistio en someter a maceracion el material vegetal
previamente seco, molido y debidamente pesado; utilizando como disolvente
etanol al 60%. El tiempo de maceracion fue de 48 horas. Después de
transcurrido el tiempo de macerado, se filtro cada una de los extractos de las
muestras obteniéndose un residuo y un filtrado. ElI segundo paso para la
obtencion de los extractos hidroalcohélicos fue someter a reflujo los residuos de
las muestras que se colocaron en maceracion. Las condiciones del reflujo fue a
temperatura de ebullicion del etanol y durante 24 horas no continuas, utilizando
mantas térmicas. Obteniendo asi un segundo filtrado. Luego se unieron ambos
fitrados, dando como resultado el extracto hidroalcohdlico. El reflujo
complementa la extraccion del macerado y se logra la completa separacion de

los metabolitos de las partes vegetales.

4.1.3.5 Fraccionamiento por particion liquido - liquido.

La particion liquido-liquido consistio en someter a los diferentes extractos
hidroalcohdlicos provenientes de las flores y raices de Plumeria rubra,
Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia a extracciones con n-hexano

(para eliminar clorofila y grasa), acetato de etilo y diclorometano, estos ultimos
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son capaces de extraer los metabolitos secundarios de interés (glicosidos
cardiotonicos) que la planta pudiera contener.

Procedimiento

Se realiz6 una secuencia de extraccion de la siguiente manera: en primer lugar
se adiciono el doble de volumen de n-hexano al volumen obtenido del extracto
hidroalcohdlico, en segundo lugar el doble de volumen de diclorometano y por
ultimo de la misma forma se fraccion6 con acetato de etilo. Se realizaron dos
extracciones con el fin de obtener mayor cantidad de metabolitos presentes en
las fracciones. A continuacion se elimind el solvente de cada una de las
fracciones por medio del evaporador rotatorio y caAmara de extraccion de gases

hasta obtener un residuo.

4.1.3.6 Identificaciéon de glicosidos cardiotonicos por el método de

cromatografia de capa fina.

Las condiciones que se utilizaron para la deteccidbn de los glicosidos
cardioténicos fueron las siguientes:

Fase estacionaria: cromatoplacas (10 x 20 cm) de gel de silice tipo G, de 0.25
mm de espesor.

Fase movil: acetato de etilo: metanol: agua (8:1:1).

Muestras:

- Fracciones n-hexanicas concentradas de raicesy flores de Plumeria rubra,
Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia.

- Fracciones diclorometanicas concentradas de raicesy flores de Plumeria
rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia.

- Fracciones de acetato de etilo concentradas de raices y flores de Plumeria

rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia.
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Testigos: Digoxina (calidad reactivo, como glicésido) y Digitoxigenina (calidad

reactivo, como aglicona).

Al final se miden las distancias recorridas por las muestras y los testigos.

Posteriormente se calculan los Ry de interés ().

Revelador:

- Reactivo de Baljet:
a: 1.0 g de &cido picrico en 100 ml de etanol al 95%.
b: 10.0 g de hidroxido de sodio en 100 ml de agua.
Mezclar a y b en proporciones iguales, y rociar (3).

- Camara de luz U.V. (A 254 nm y 356 nm)

Resultado positivo: manchas color naranja.

4.1.3.7 Analisis espectroscépico de las muestras positivas para glicésidos

cardioténicos.

Dentro de los analisis espectroscopicos que se realizaron en las fracciones que

resultaron positivas a la presencia de glicésidos cardiotdnicos:
- Espectroscopia Infrarroja: Avatar 330 FT-IR, marca ThermoNicolet.

- Espectroscopia Ultravioleta: PharmaSpec UV-1700, marca Shimadzu.
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4.1.3.7.1 Analisis espectroscopico ultravioleta (32).

Se utilizaron para el andlisis los residuos totalmente secos de las fracciones de
n-hexano, diclorometano y acetato de etilo procedentes de los extractos
hidroalcohdlicos de las cortezas de raiz y flores de Plumeria rubra,
Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia en las que se detecten
positivas la presencia de glicésidos cardiotonicos segun la CCF de cada una de

ellas.

Se peso una cantidad de muestra tal que al realizar la cascada de dilucion se
logre obtener una concentracibn adecuada del metabolito para que el

espectrofotometro UV logre detectarlo.

Se realizaron pruebas de solubilidad previas a las muestras siendo estas
solubles en alcohol, por ello se prefiri6 trabajar con etanol absoluto (pro-
andlisis) para evitar la presencia agua en las muestra y asi eliminar

interferencias en los espectros.

Los espectros resultantes de las muestras se compararon con los espectros de

los testigos utilizados, los cuales fueron digoxina y digitoxigenina.

Se realizo un barrido desde los 300 nm hasta los 200 nm en el equipo para
rastrear posibles glicésidos cardiotonicos presentes en las fracciones. Para que
la lectura sea valida o representativa se buscara tener una concentracion que

logre un dato de absorbancia entre 0.5y 0.9.
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4.1.3.7.2 Analisis espectroscopico infrarrojo (32).

Las muestran fueron reducidas a un solido cristalino posterior a la
concentracion de las fracciones y a total evaporacion de su disolvente, por esta
razén el método mas conveniente para obtener espectros de sdlidos,
especialmente en trabajos cuantitativos, es el de las pastillas o comprimidos, el
cual consisti6 en mezclar de 2-5 mg de la muestra problema con un haluro
alcalino (por lo general KBr). Se busca obtener una mezcla entre 0.3 a 1% o
incluso entre 2 y 4%, por ello se pulverizan los miligramos de muestra en 100
mg de KBr para lograr ajustar el porcentaje de concentraciéon del comprimido.
Esta mezcla se pulverizé finamente y se introdujo en una matriz especial o
prensa, donde se sometid, en vacio, a una presion elevada (de 3,000 a 10,000
kg/cm?) y asi se obtiene una pastilla transparente, en la que la sustancia se

encuentra en estado de suspensién solida de grano muy fino.

4.1.3.8 Cuantificacién de glicésidos cardiotdnicos (22).

La cuantificacion de los glicosidos cardiotonicos se realiza a partir de los datos
de absorbancia, para obtener los resultados del analisis espectroscépico UV
practicados a las fracciones que contengan glicésidos cardiacos; ya que las
absorbancias nos daran una idea de la concentracién idénea que tenemos que
seguir para obtener absorbancias representativas (0.5-0.9) en cada una de las

fracciones.

La determinacion cuantitativa de los glicosidos cardiotonicos presentes en las
fracciones hidroalcohdlicas procedentes de la corteza de raicesy flores de
Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia seran

expresado en términos de un marcador externo, como la digoxina (Cs1He4014).
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La cuantificacion se desarrollo en base a la metodologia planteada en la
Farmacopea lItaliana; la cual estipula el siguiente procedimiento:

Disolver 40 mg de la muestra en alcohol R y diluir con el mismo solvente a 50.0
ml. Diluir 5.0 mL de la solucién anterior a 100.0 ml con alcohol R. Preparar una
solucion de referencia de igual manera, usando 40 mg de digoxina USP. A 5.0
ml de cada solucién agregar 3.0 ml de solucién alcalina de picrato de sodio,
dejar reposar por 30 minutos protegiéndolas de la luz y determinar la maxima
absorbancia de cada solucion a 495 nm, usando como blanco una mezcla de
5.0 ml de alcohol R y 3.0 ml de solucién alcalina de picrato de sodio preparada

al mismo tiempo.

Las fracciones se protegieron de la luz utilizando papel carbon esto con el fin de
evitar la degradacion del picrato de sodio en solucién alcalina por efecto de los
rayos UV; se dejaron reposar cada muestra por 30 minutos exactos (el exceso
de tiempo puede contribuir a la degradacion del picrato sédico y obtener asi

datos erroneos de absorbancia).

Se procedi6 a la lectura de las fracciones a una longitud de onda de 495 nm.
Luego se calcula segun las absorbancias la cantidad de glicésidos cardiotonicos
presentes en las muestras en términos de digoxina estandar y asi se logra
determinar la concentracién de glicésidos cardiotonicos (22). El célculo de la
cantidad en mg de cardiotonicos presentes en las muestras se realizo utilizando

la siguiente formula:

Ast
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El proceso antes descrito se realizo por quintuplicado en las fracciones AcOEt
de flores de thevetia ahouia, CH,Cl, de corteza de raiz de thevetia ahouiay
CH,CIl, de flores de thevetia ahouia, donde se determino la presencia de
glicésidos cardiacos, posteriormente se calculé la desviacion estandar para

comprobar su reproducibilidad (22).

4.1.3.9 Determinacion de la actividad citotéxica ().

Las fracciones que mostraron presencia de glicésidos cardioténicos fueron
sometidas a actividad citotoxica, la cual fue realizada en el Departamento de
Microbiologia y Biologia Celular de la Universidad de La Laguna, Espafia, por la
Dra. Laila Mouijir.

Las lineas celulares ensayadas son:
- Hela (carcinoma humano de cuello uterino).
- A-549 (cancer humano de pulmén).

- MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama).

Las lineas celulares se cultivaron en monocapas, en medios Dulbecco Eagle
modificado, MEDM (Sigma), suplementado con 5% de suero de ternera fetal
(Gibco), y una mezcla de 1% de penicilina-estreptomicina (10,000 Ul/mL). Las
células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO, y 98% de humedad. La actividad
citotoxica se evalia a través del método colorimetro MTT [3 - (4,5-
dimethylthiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio bromuro].

Ensayo: 30 células en suspensiones (0.1 mL, de 2 x 10* células / buenas) se
incuban en una placa con 96 pocillos; las fracciones que dan positivas las

pruebas para glicosidos cardiotonicos, a diferentes concentraciones se disolven
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en dimetilsulféxido (DMSO). Después de 48 6 72 h se mide la densidad Optica
utilizando un lector micro ELISA (Multiskan Plus Il) a 550 nm y usando una
lectura de fondo de 620 nm después de la disolucién de la MTT formazan con
DMSO.

El porcentaje de viabilidad (Clsp) se calcula por medio de una curva. Todos los

experimentos se repiten tres veces (2).
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DIAGRAMA DE TRABAJO.

IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL

Plumeria rubra (JMR-293)
Stemmadenia donnell-smithii (ISV-623)
Thevetia ahouia (ES-1030)

I
[ RECOLECCION DE RAICES Y FLORES DE ]

Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia
]
[PREPARACION PREVIA DE LA MUESTRAJ

SECADO

(_ MOLIENDA Y PESADA )

MACERACION DE RAICES Y FLORES
CON ETANOL AL 60%

|
(FILTRACION)—(FILTRADO 1)—

|

REFLUJO CON ETANOL AL 60% POR 24
HORAS

FILTRADO 2 | -—-——-

[ OBTENCION DE EXTRACTO ]

HIDROALCOHOLICO
I
[ PARTICION LIQUIDA CON n-HEXANO, ]

DICLOROMETANO Y ACETATO DE ETILO.

/I\

FRACCION 1- ] [ FRACCION ] [ FRACCION DE ]

HEXANICA DICLOROMETANICA ACETATO DE ETILO
N
FLORI.ES DE - FLORES DE FLORES DE
Plumeria rubra Plumeria rubra Plumeria rubra
J
RAICES DE | RAICES DE | RAICES DE
Plumeria rubra Pilumeria rubra Plumeria rubra
e N
RAICES DE
— S?grlr%zasdgfia ] Stemmadenia S?ﬁnl'l?nEasdErlrzia
P donnell-smithii et
donneli-smithii \ J donnell-smithii
( FLORES DE
— FLORES DE — Stemmadenia — FLORES DE
Stemmadenia /] et Stemmadenia
donnell-smithii L donnell-smithii donnell-smithii
P
RAICES DE — RAICES DE - RAICES DE
Thevetia ahouia Thevetia ahouia Thevetia ahouia
e
FLORES DE || FLORES DE FLORES DE
Thevetia ahouia Thevetia ahouia Thevetia ahouia
A\

Figura N°30. Esquema de trabajo (a).
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Continuacion de diagrama de trabajo:

FRACCIONES

[ CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA ]

(Identificacion de glicésidos cardioténicos)

[FRACCIONES POSITIVAS DEGLICOSIDOS CARDIOTONICOS]

ANALISIS ACTIVIDAD
ESPECTROSCOPICO CITOTOXICA
‘ ‘ - - Hel.a (carcinoma humano de cuello
CUANTIFICACION DE uterino)
GLICOSIDOS CARDIOTONICOS - A-549 (cancer humano de pulmon)

- MCF-7 (adenocarcinoma humano de
mama)

Figura N°31. Esquema de trabajo (b).



CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 RESULTADOS Y DISCUSION DEL ESTUDIO FITOQUIMICO.

Las cortezas de raices de Plumeria rubra fueron secadas en estufa a una
temperatura entre 40°C a 45°C y las raices de Stemmadenia donnell-smithii
y Thevetia ahouia se secaron a temperatura ambiente y en ausencia de luz

solar.

Para facilitar el secado las flores de Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia
ahouia fueron cortadas en secciones ya que se observo una gran cantidad de
agua y latex que contenian. Se les efectu6 un corte dividiéndolo en cuatro
secciones para evitar la descomposicion de las flores y se sometieron a secado

en estufa durante 70 minutos.

El secado al sol directo no es recomendable porque puede alterar los principios
activos ya que la luz ultravioleta puede producir reacciones quimicas que los
pueden alterar. Se necesita entonces secar las plantas en la claridad y con

aireacion adecuada

A continuacion se presentan los datos de peso de material seco inicial de los
cuales se partid6 para la obtencién de las fracciones hidroalcohdlicas y sus
respectivos codigos asignados de las especies Plumeria rubra, Stemmadenia

donnell-smithii y Thevetia ahouia respectivamente.
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Cuadro N° 2. Peso del material vegetal seco inicial de flores y raices de
Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia

ahouia.
Especie Vegetal Organo de la planta Cdédigo Peso de material seco
inicial (g)

Flores Pr-F 53.2
Plumeria rubra Corteza de raices Pr-R 78.2
Stemmadenia Flores Sds-F 33.2
donnell-smithii Corteza de raices Sds-R 58.1
Flores Ta-F 108.9
Thevetia ahouia Corteza de raices Ta-R 190.2

Después de transcurrido el tiempo de macerado se paso a filtrar cada una de
las muestras obteniéndose un residuo y un filtrado. A este ultimo se les
denomina “filtrado uno” el cual luego se une a un segundo filtrado que resulta
de la extraccion a reflujo con etanol al 60% v/v del residuo del macerado. El
reflujo se realiz6 por un periodo de tiempo de 24 horas no continuas, después
se filtra y de aqui se obtiene un” filtrado dos”. La mezcla del filtrado 1 y 2

constituye el extracto hidroalcohdlico.

Generalmente se usa la maceracion cuando la planta contiene principios activos
que se perderian o quedarian modificados por accién del calor 0 bien al
alterarse el disolvente con el calor y el extracto puede permanecer sin

contaminacion microbiana.

Durante el reflujo la muestra entr6 en contacto directo con la fuente de calor con
el objeto de un agotamiento total de la muestra lo cual es una ventaja. En este
caso es el mismo alcohol recuperado el utilizado en la maceracion (alcohol
etilico al 60% v/v). En el reflujo asi como en la maceracion se utilizan grandes
cantidades o volumenes de disolvente lo cual es una desventaja desde el

sentido econémico.
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A los extractos hidroalcohdlicos de Thevetia ahouia, Stemmadenia donnell-
smithii y Plumeria rubra, se les realiz6 tres extracciones liquido-liquido con n-
hexano, diclorometano y acetato de etilo asi como también la posterior

recuperacion del solvente.

Se debe considerar y tener muy en cuenta las densidades (p) de los disolventes
con respecto a la densidad del extracto; asi como tambien los colores
caracteristicos de los extractos, con el fin de evitar percances o confusiones en

la particion. Y separacion de las fases.

Se realizaron 2 extracciones por cada uno de los disolventes; son 6 en total por
cada 6rgano de planta en andlisis.

En consecuencia se obtendran 18 fracciones en total) de los extractos. La

eliminacion del agua de cada fraccion se realiza con sulfato de sodio anhidro.

El comportamiento de las densidades de los disolventes utilizados en el andlisis
(diclorometano, acetato de etilo y n-hexano) con respecto a las densidades de
los extractos hidroalcohdlicos se presentan en el siguiente cuadro de

resultados:
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Cuadro N° 3.Comportamiento de las densidades de los disolventes organicos
frente a la densidad del extracto hidroalcohdlico.

Disolvente Organico

Extracto Hidroalcohdlico - -

n-hexano Diclorometano Acetato de Etilo
Corteza de raices de
Stemmadenia donnell- Pext- > Pn-hex Pext.< PcHzcl2 PEext->PAcoEt
smithii
Flores de Stemmadenia
donnell-smithii PExt- = Pn-hex PExt.< PcHacl2 Pext- >PAcoEt
Corteza de raices de Pext- > Pn-hex Pext.< PcHzcl2 Pext- >PAcoEt
Plumeriarubra
Flores de Plumeria rubra PExt- > Pr-hex PExt.< PcHzck2 PExt- >PacoEt
Corteza de raices de PExt- > Pn-hex PExt.< PcHzcr2 Pext- >PAcoEt
Thevetia ahouia
Flores de T.ahouia Pext- > Pr-hex PExt.< Pchacr Pext- >PAcokt

En general el comportamiento entre cada uno de los extractos es similar entre

ellos por lo tanto se puede resumir la tabla anterior en:

pExtracto >pn-hexano; pExtracto <pDicIorometano; pExtracto >pAcetato de Etilo

Para lograr obtener fracciones libres de presencia de agua se vuelve
indispensable la utilizacibn de Na,SO, anhidro. La eliminacion del agua
contribuye a la calidad del andlisis espectroscépico, ya que tanto los espectros
IR como UV resultan con interferencias si se encuentran presentes moléculas
de H,0 en el residuo producto de la concentracion y posterior desecado en la

camara extractora.
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El paso siguiente es la concentracion de las fracciones n-hexanica,
diclorometanica y de acetato de etilo de cada uno de los 6rganos en estudio
(flores y raices de Plumeria rubra, Stemmadenia donnell-smithii yThevetia
ahouia) por medio del rotavapor que tiene como objeto la eliminacion del
solvente. El paso posterior es comprobar por medio de un método
cromatografico la presencia de glicésidos cardiotdénicos antes que los residuos
de las fracciones lleguen a sequedad total y asi poder descartar las fracciones

que no los contengan.

5.2 RESULTADOS Y DISCUSION DEL ANALISIS POR CROMATOGRAFIA
DE CAPA FINA

La comparaciéon de los Rf’s y el color de las manchas de las fracciones y los
estandares permiti6 determinar la similitud con los testigos de digitoxigenina y
de digoxina. Con el revelador Baljet; se presentaron cinco manchas
caracteristicas de estos metabolitos (manchas color naranja), las cuales
presentan formas alargadas y ovoides. Por lo que se puede confirmar la
presencia de la lactona insaturada tipica de los glicésidos cardiotonicos ya que
el reactivo revelador de Baljet es selectivo para estos metabolitos, por presentar
manchas bastante nitidas y persistentes aln en bajas concentraciones o en
pequefias fracciones de estos metabolitos. El tiempo de duracién de estas
manchas fue de 48 horas. Las pruebas de cromatografia en capa fina que se
les practico a las 12 fracciones hidroalcohodlicas procedentes de las flores y
raices de Plumeria rubra y Stemmadenia donnell-smithii resultaron
negativas, demostrando que estas especies estan exentas de contener
glicésidos cardiacos en los organos en estudio y posiblemente en toda la
planta. De las tres especies en estudio solo a las flores y cortezas de raices de

Thevetia ahouia se les identifico la presencia de glicosidos cardiotonicos.
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( Extracto hidroalcohélico de flor y raiz Thevetia ahouia)

!

Presencia de glicésidos cardioténicos
(revelador de Baljet)

' '

[Extracto de flor deThevetia ahou:a [ Extracto de raiz deThevetia ahouta

Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
diclorometanica de AcOEt | | n-hexanica | | diclorometanica
(Ta-3) (Ta-1) (Ta-2)

_ i 4,
@ m ( Positivo

Fraccion
n-hexanica

Fraccién
de AcOEt

Figura N° 32. Resultado del fraccionamiento liquido-liquido de los extractos
hidroalcoholicos de flor y raiz de Thevetia ahouia

Como se observa en los resultados solamente se identificé la presencia de
glicésidos cardiotdnicos en las fracciones diclorometanicas y de acetato de etilo,
obtenidas a partir del extracto hidroalcohdlico de flores y raices de cada una de
las especies en estudio, a excepcion de la fraccion de acetato de etilo de raiz;
debido a esto las fracciones de n-hexano y acetato de etilo de raiz no sera
tomada en cuenta para los analisis espectroscopicos ni para la realizacion de la

prueba citotoxica in vitro.
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~

Y
Fracciones (-) 1 Fracciones (-) Fracciones(+)

Fraccion (+)

Figura N° 33. Placa cromatogréfica reveladas con Baljet.

Donde:

Testigo 1: Digitoxigenina (+) (aglicona)

Testigo 2: Digoxina (+) (glicésido)

Ta-1: AcOEt de Flores de Thevetia ahouia (+)

Ta-2: CH,Cl, de corteza de raices de Thevetia ahouia (+)

Ta-3: CH,Cl, de Flores de Thevetia ahouia (+)

Stm-2: CH,Cl, de Flores de Stemmadenia donnell-smithii (-)

Stm-3: AcCOEt de corteza de raices de Stemmadenia donnell-smithii (-)
PlIr-2: CH,Cl, de Flores de Plumeria rubra (-)

PIr-3: AcOEt de corteza de raices de Plumeria rubra (-)



Cuadro N° 4. Resultado de la evaluacion cromatografica, de los diferentes
fracciones procedentes de los flores y cortezas de raices de

Thevetia ahouia.

. Cdédigo de Nombre dela | R;dela mancha (placa
Fraccion N° . ., .
Fraccion Fraccion revelada con Baljet)
AcOEt de
1 Ta-1 Flores de 0.39
Thevetia 0.49
ahouia
CH,Cl, de
Ta-2 corteza de 0.09
. 0.16
2 raices de
Thevetia 0.44
) 0.52
ahouia
CH2C|2 de
Ta-3 Flores de 0.23
3 . 0.54
Thevetia
A 0.51
ahouia

e Testigo 1: Digitoxigenina (aglicona) R; de 0.65
e Testigo 2: Digoxina (glicésido) R¢ de 0.50
e Fase movil: Acetato de etilo: metanol: agua (8:1:1).
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Comparando el R; del testigo (Digitoxigenina y Digoxina) con los diferentes R¢

de las fracciones, se observa la presencia de cardioténicos en forma de

glicésidos (Rf < 0.6). Demostrando que no hay degradacion de la parte

glicosada.
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5.3 RESULTADOS DEL ANALISIS ESPECTROSCOPICO

Estos analisis, por lo general, se hacen para investigar la clase de anillos
aromaticos o heterociclicos que estan presentes en un producto natural de
estructura desconocida; convirtiendo asi el analisis de ultravioleta en una

herramienta complementaria para un examen de infrarrojo ().

5.3.1 Espectroscopia ultravioleta.

Las fracciones de Ta-1(flor de T. ahouia en AcOEt), Ta-2 (raiz de T. Ahouia en
CH.Cl,) y Ta-3 (flores de T. ahouia en CH,Cl,) fueron sometidas a un barrido
de 300-200nm en el espectrofotbmetro PharmaSpec UV-1700, marca

Shimadzu, obteniendo los siguentes espectros:

0. 7o9

212.10 nm 0.0

0_500

Abs,

0,000

-0.250 L 1 1 L
200.00 22000 24000 26000 2E0.00 30000
nrm.

Figura N° 34. Espectro UV de la digitoxigenina (testigo).
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Se puede observar en el espectro de la digitoxigenina (Testigo 1), hay dos
maximos de absorvancia que cumplem con el rango establecido, siendo el

maximo de 212.10 nm caracteristico de la lactona a-B-insaturada.

o. 72D

218.65 nm

o.200

Abs.

sl

0. 1=2=2
200,00 22000 22000 20 00 25000 =l u i ul ]
T,

Figura N° 35. Espectro UV de la digoxina (testigo).

209.3 nm

O .=200 -

251.4 nm

fibs,

O ooo —

-0 a8z : = : :

20000 220 .00 Z20.00 290,00 Z50.00 200,00

alay’

Figura N° 36. Espectro UV de fraccion 1 (Ta-1), flor de T. ahouia en AcOEt.
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0.948 T T T T

227.10 nm

0.200 -1

Abs,

0.400 |- —

272 nm

0.200 |- —

ooz 1 1 1 1
200.00 220.00 Z40.00 280.00 250.00 200.00
M.

Figura N° 37. Espectro UV fraccion 2 (Ta-2), raiz de T. ahouia en CH,Cl,.

215.60 nm

O _ s00 - —

236.4 nm

Abs,

294.1nm

O 400

o.1os 1 1 1 1
=201.18 20 .00 Za0 . 00 =20 .00 ZE0. .00 00 .00

Figura N° 38. Espectro UV de fraccion 3 (Ta-3), flores de T. ahouia en CHCl..
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Todas las fracciones de T. ahouia, presentaron varios maximos de absorbancia
entre 200 a 300 nm, que comparados con los testigos nos indica la presencia
del cromoéforo lactona a-B-insaturada que muestra un maximo de absorcion

alrededor 205-220 nm tipica de glicosidos cardiotonicos (12).

Por lo tanto las fracciones de diclorometano tanto de flores como de raices de
Thevetia ahouia, asi como la fraccion de acetato de etilo correspondiente a
flores de T. ahouia muestran la presencia de maximos de absorbancia
caracteristicas de glicésidos cardiotonicos; por lo cual se comprueba que el
genero Thevetia son wuna fuente considerable de estos metabolitos

especialmente de los organos estudiados.

Cuadro N° 5. Absorbancia y longitud de onda maxima en ultravioleta de cada
una de las fracciones y testigo

Fraccion Max. Longitud de onda
N° Absorbancia Max.(nm)

0.546 209.30
Ta-1 251.40
277.00
Ta-2 0.866 227.10
272.00
Ta-3 0.851 215.60
236.40
294.10
Digitoxigenina 0.712 212.10
295.20
Digoxina 0.668 218.65
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5.3.2 Espectroscopia Infrarroja.

100 |
994:
934:
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96«:
o5 |

94 -

%Transmittance

93
92+
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90 -

OH

e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

89 -

Figura N° 39. Espectro IR de digitoxigenina (testigo).
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Figura N° 40. Espectro IR de fraccion 1 (Ta-1), Flor de T. ahouia en AcCOET
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Figura N° 41. Espectro IR de fraccion 2 (Ta-2), Raices de T. ahouia en CH,Cl,

%Transmittance
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I

3364.38

...... —
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Wavenumbers (cm-1)
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Figura N° 42. Espectro IR de fraccion 3 (Ta-3), Flores de T. ahouia en CH,Cl,.
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Las tres fracciones analizadas por espectroscopia infrarroja mostraron tener
glicosidos cardioténicos al ser comparados con los testigos (digitoxigenina y
digoxina). Asi, se observo la presencia del grupo hidroxilo correspondiente al
OH del carbono 14 o de la porcién azucarada entre 3600-3700 cm™, ademaés
de bandas caracteristicas de la lactona a-p-insaturada propia de estos
metabolitos, a 1450-1635 (C=C)y 1735 (C = O) (12.

Por lo tanto las fracciones de diclorometano tanto de flores como de raices de
Thevetia ahouia, asi como la fraccibn de acetato de etilo correspondiente a
flores de T. ahouia muestran la presencia de bandas caracteristicas de
glicésidos cardioténicos; comprobando que el genero Thevetia son una fuente

considerable de estos metabolitos.

Cuadro N°6. Bandas de absorcion en Infrarrojo, mas caracteristica en
glicésidos cardioténicos presentes en cada una de las fracciones

y testigos.
Bandas de absorcion (cm™)
Fraccién N° OH CH3 Cc=C C-0-C C=0
3600-3700 2870-2960 1450- 1635 | 1020-1270 1735
Ta-1 + + + + +
Ta-2 + + + + +
Ta-3 + + + + +
Digitoxigenina + + + + +
Digoxina + - + - +

+ = Presencia positiva de la banda de absorcién.
- = No se presenta la banda de absorcion
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5.4 PRUEBA DE CUANTIFICACION DE GLICOSIDOS CARDIOTONICOS.

De las tres especies en estudio solo a las flores y cortezas de raices de

Thevetia ahouia se les cuantifico la presencia de glicosidos cardiotonicos, los

pesos iniciales fueron utilizados para determinar el contenido total de glicésidos

cardioténicos en raiz y flores. Los datos de pesos de muestra iniciales de

Plumeria rubra y Stemmadenia donnell-smithii no se tomaron en cuenta ya

gue fueron negativos a la deteccion de glicosidos cardioténicos, asi como las

observaciones sujetas a su determinacion. El procedimiento de la prueba de

cuantificacion de glicésidos cardiotonicos fue siguiendo

la metodologia

detallada en la farmacopea italiana. Luego se contintio con un procedimiento de

calculos estadisticos, los cuales se describen a continuacion:

Cuadro N°7. Descripcion del estandar de digoxina (12).

Estandar Peso valoracion Factor de | Concentracién | Absorbancia
dilucién
Digoxina 38.5mg 96.1 % 1000 0.0385mg/mL 0.356
(para uso)

ST: Digoxina farmacopea lItaliana.

Tratamiento: secado al vacié a 104 C° por lhora.

Solvente: alcohol R (grado absoluto).

Ejemplo de calculos para la determinacion de glicésidos cardiotonicos

expresados como digoxina.
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Formula usada:

(Cst)(AMX) £y

Cmx =
Ast

Donde:

Cmx = Cantidad de glicésidos cardiotonicos en la muestra.
Cst= Concentracion del estandar usado en el andlisis.

Amx = Absorbancia de la muestra.

Ast = Absorbancia del estandar.

FD = Factor de dilucién de la muestra.

Ejemplo: cantidad de glicésidos cardiotdnicos obtenidos en la fraccionl (Ta-1):

acetato de etilo de flores de T. ahouia (prueba realizada por quintuplicado).

Crat(1) - (0:0385)0610) 100 _ g 60 g

0.356
0.0385)(0.612)
CTa1(2) = 100 = 6.62
a1() 0.356 6.62:mg
CTa-1(3) = (0:0385)(0.620) 40q_g 70 mg
0.356

CTa-1(4) = (0:0385)(0.615) 400 =6.65 mg
0.356

CTa-1(5) = (0:0385)(0618) 400_ 668 mg
0.356

Contenido promedio de fraccion 1 (Ta-1)= 6.65 mg de glicosido cardiotonico
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-Intervalo de confianza de la medida para muestras pequefias al 95% de

confianza (7).
Formula a IC (u)= Xt tnq1.SNn usar:

Donde:

X= Media aritmética )_(=—n ; t n-1= Valor de tabla; n = NUmero de muestras

——
S= Desviacion estandar S= ‘Z(Xl'x)
n-1

Para muestra 1:

Media:

—_(6.60+6.62+6.70+6.65+6.68) mg
- 5

X=6.65 mg de glicésido cardiotdnico en fraccion 1 (Ta-1)

Desviacion estandar:

2
. \J (6.60-6.65)+(6.62-6.65)+(6.70-6.65)+(6.65-6.65)+(6.68-6.65)"
51

S=0.041
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Para t .1 los grados de libertad son: 5-1= 4; por tanto el valor de t ., en tabla es

de 2.78 para cuatro grados de libertad al 95% de confianza (2).

LS=6.70 mg

IC (u)=6.65 mg % (2.78) (0.041)5
LI=6.60 mg

Obteniendo un resultado para la muestra uno de 6.65 mg + 0.041 mg con un

intervalo de confianza del 95% (7).

CUADRO Np° 8. Interpretacion de medidas estadisticas de dispersion.

Fraccién Tipo de Desviacion Intervalo de
Ne muestra estandar (S) confianza IC(l)
Flor de T. IC(u)L—SG_.%S;_L(()).OSl
Ta-1 ahouia en 0.041 LI:_6 '60
AcOET .
Me= 6.65
Raiz de T. IC(“{_;_'O?S;g'lZl
Ta-2 ahouia en 0.097 LI=_6 '96
CH:Cl. Me= 7.08
Flor de T. IC(“?__S7_'375 22'081
Ta-3 ahouia en 0.065 LI:_7 '27
CH.Cl Me= 7 75

Los resultados obtenidos de la desviacion estandar y de los intervalos de
confianza de las tres fracciones nos indican cuanto pueden alejarse los valores

respecto al promedio de datos (media) (7).
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Es de hacer notar que la desviacion estandar de la fraccion de diclorometano
procedente de la corteza de raices de Thevetia ahouia es mayor (0.097) con
respecto a las desviaciones de las fracciones de las flores de Thevetia ahouia
tanto la de acetato de etilo como de diclorometano la cuales presentaron
desviaciones de 0.041 y 0.065 respectivamente. Demostrando estas ultimas

mayor reproducibilidad.

Una desviacion estandar grande indica que los puntos estan lejos de la media y
una desviacion pequefia indica que los datos estdn agrupados cerca de la
media. Por lo tanto los datos de la desviacion estandar e intervalos de confianza
obtenidos en cada una de las fracciones son significativos de manera que son
representativos y confiables ya que estan en el rango esperado segun se puede

observar en el cuadro No. 7. 7).

Rendimiento de glicésidos cardioténicos en cada una de las fracciones.

Ejemplo de célculos utilizando datos de la fraccién 1 y fraccion 3 (fracciones
que corresponde a las flores).

- Fraccion 1(Ta-1) Flores de Thevetia en AcOEt.

Donde:

Pmx = peso muestra
Cont Gc = contenido de glicésidos cardiotonicos

Pfrac = peso de fraccion
Cant GCftrac = cantidad de glicdsidos cardiotonicos en la fraccion
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Inicialmente se busca la cantidad de glicésidos cardiotonicos en la fraccion,
para ello es necesario tener en cuenta el peso de muestra que es de 0.015g, el
cual contiene 0.00665g de glicésidos cardiotonicos. Interesa conocer que
cantidad de GC (glicésidos cardiotonicos) hay en 2.326g de peso de fraccion,
por regla de tres se multiplica el peso Pfrac por el Cont CG, el cual a su ves se
divide entre el Pmx, determinado asi la cantidad de glicosidos cardiotdnicos en

la fraccién uno.

Pmx ContGC 0.015g —— 0.00665¢g

Cant GCfrac 2.326g —— X4= Cant GCfrac

Ptrac

(2.326g)(0.006659 )
0.015g

1=

X4=1.031g de glicosidos cardiotonicos en fraccion 1(Ta-1) Flores de
T. ahouia en AcOEt; expesados como digoxina

Porcentaje de glicosidos cardioténicos en la fraccién 1.

Se procede a determinar que porcentaje de estos glicésidos cardiotdnicos hay
en la fraccion. Para ello es necesario partir que en 100% de material vegetal
hay 2.326g de peso de fraccion. Interesa determinar que porcentaje hay en

1.031g de glicésidos cardiotonicos de fraccion uno.

Por regla de tres se multiplica la Cant CGfrac por el 100% del material vegetal,
el cual a su ves se divide entre el Pfrac, determinado asi el porcentaje de

glicésidos cardiotonicos en la fraccion.

100% 2.3269 — 100%
X% 1.0319 —— X

Pfrac
Cant GCfrac

X4= 44.33%
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1.031 1009
X4= ( J )( 00%) X4=44.33% de glicésidos cardiotonicos en la

2.3269g fraccionTa-1(Flores de T. ahouia en AcOET)

- Fraccién 3 (Ta-3) Flores de Thevetia en CH,Cl.

Se realiza el mismo procedimiento que en la fraccion 1; se inicia partiendo de
un peso de muestra de 0.017g, el cual contiene 0.00708g de glicésidos

cardiotonicos. Interesa conocer que cantidad de heterosidos cardiacos hay en
2.3269g de peso de fraccion tres.

0.017g —— 0.00708g
4.1549 Xs

X3=1.730g de glicésidos cardiotonicos en la
fraccionTa-3 (Flores de T. ahouia en CH,Cl,);
expresados como digoxina

Porcentaje de glicésidos cardioténicos en la fraccion 3.

4.154g—— 100%
1.730g —— X3

X3=41.65% de glicosidos cardiotonicos en la fracciéonTa-3 (Flores de
T. ahouia en CH,Cl,)

- Contenido de glicosido cardiotonicos totales en las flores de Thevetia
ahouia (fraccion 1y 3)

Para determinar que cantidad de glicésido cardiotonicos totales hay en las
flores, es necesario realizar una sumatoria del contenido de glicosido

cardiotonicos de cada una de la fracciones, incluyendo la fraccion n-hexanica.
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2 X4+ X3+X,=1.031g+1.7030+2.0038 Xt=4.7378g de glicésidos
cardioténicos totales el la fraccion de flores de Thevetia ahouai

Donde X,: Fraccion n-hexanica

Porcentaje glicosido cardiotonicos totales en las flores de Thevetia ahouia

Para calcular que porcentaje de glicdsido cardiotonicos totales hay en las
flores, es necesario partir que en 100% de material vegetal hay 108.90g de
flores en base seca; determinando asi que porcentaje de glicésido cardiotdonicos

totales expresados como digoxina estan presentes en 4.737g de flores de las

diferentes fracciones.

108.900g — 100%
4.737g —— X

X=4.35% de glicésido cardiotonicos totales en
flores T. ahouia expresados como digoxina

Cuadro N° 9. Contenido de glicosidos cardioténicos de cada una de las
fracciones hidroalcohdlicas.

Tino d P d Contenido de Glicésidos
., Ipo de €S0 d€ | peso de las Cardiotonicos, expresado como
Fraccién muestra, la . : a
o . muestra digoxina.
N nombre de | fracciéon a = —
fraccion ©) (mg) Muestrbas Fraccién
(mg) (9)
Flor de T.
Ta-1 ahouia en 2.3265 14.50 6.65 + 0.051 1.031
AcOET
Raiz de T.
Ta-2 ahouiaen 3.6661 17.54 7.35+0.081 1.497
CH,Cl,
Flor de T.
Ta-3 ahouiaen 4.1548 17.30 7.08 £0.121 1.730
CH,Cl,

a.Datos promedios de andlisis realizado por quintuplicado
b.Resultados con intervalo de confianza del 95%.
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El contenido de glicésidos cardiacos no varia entre cada una de las fracciones
ya que se encuentran en un rango de peso en gramos entre 1.0 y 1.7 siendo el
mas alto la tercera fraccion correspondiente a la fraccion diclorometanica de las
flores de Thevetia ahouia. La fraccion de diclorometano procedente de las
raices de Thevetia ahouia demuestra tener mayor contenido de cardiotonicos
expresados en miligramos y en términos del estdndar digoxina, recordemos que
a estos datos se les aplico un intervalo de confianza del 95% por lo que su

rango de confianza es muy ajustado y proyecta resultados muy confiables.

Es importante observar en cuanto a los pesos de las fracciones (pesos de
residuos totales) estos difieren, notandose un mayor rendimiento en las
fracciones de diclorometano que en la fraccion de acetato de etilo que presento
un peso de 2.3265 g, coincidiendo con el menor peso de muestra (14.50 g),
comparado con el peso de muestra de las fracciones de diclorometano tanto de

raices como de flores de Thevetia ahouia.

Cuadro N° 10. Porcentaje de glicésidos cardiotonicos de cada fraccion.

Fraccion N° | Tipo de muestra | Peso de la fraccion | GlicésidosCardioténicos

)] (%)

Flor de T.
Ta-1 ahouiaen AcOET 2.3265 44.33
Raizde T.
Ta-2 ahouiaen CH,Cl, 3.6661 41.65
Ta-3 Flor de T. 4.1548 40.83

ahouiaen CH,Cl,

La Thevetia ahouia asi como otras especies de este género poseen un
elevado porcentaje de glicésidos cardiotonicos presentes en sus diferentes

organos, tal es el caso de la Thevetia peruviana (Chilca) (12).
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Podemos observar como las fracciones procedentes de flores y raices de
Thevetia ahouia tiene un buen porcentaje de cardiotdnicos (entre 40% y 50%)
considerando que los pesos de fraccion no son tan elevados y rondan entre los
2 y un poco mas de 4 gramos por fraccion. Por ejemplo la fraccion
correspondiente a acetato de etilo de las flores poseen un elevado contenido de
glicosidos cardiotonicos considerando su peso de fraccion (2.3265 g) lo cual
comprueba que ésta especie es una potencial fuente de glicésidos cardiacos. Al
igual que la primera fraccion en estudio las otras dos también muestran un

elevado porcentaje de metabolito en estudio segin se muestra en el cuadro 9.

Cuadro N° 11. Contenido y porcentaje de glicésidos cardiotonicos en flor y
corteza de raiz de Thevetia ahouia, en base a material vegetal

Seco.
Parte de Peso del Contenido de glicésidos :
: : L Porcentaje

Especie la planta material cardiotonicos totales, (%)
vegetal expresados como digoxina 0
Flor 108.9g 4.73g 4.35
Thevetia Raiz 190.2¢g 5.37¢g 2.83
ahouia Epicarpo® 57.89 2.33¢g 4.03
Semilla® 200.3 g 573¢g 2.86

a. Contenido y porcentaje de glicosidos cardiotdnicos en epicarpo y semilla
de Thevetia ahouia segun trabajo de investigacion.Campos Paniagua,
A. 2009. Determinacion de la actividad anticancerigena in Vitro de los
glicésidos cardiotonicos de los frutos de Thevetia ahouia(Cojon de
costa de hojas largas) (12).
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En la recoleccion del material vegetal el problema que se presento fue la poca
disponibilidad de algunos 6rganos de la planta como es el caso de las flores y
raices, por motivos varios (época del afio, muestreo y baja disponibilidad de las
especies en el area de San Salvador, etc.); especialmente con las flores de
Stemmadenia donnell-smithii y Thevetia ahouia no tanto asi para la
Plumeria rubra, esto provocéd que se obtuviera menor cantidad de muestras
del la que se tenia previsto en la planificacién del trabajo de investigacion, lo
cual, a su ves, provocé que contaramos con una menor cantidad de extracto,

sobre todo en las flores de las especies.

Los resultados obtenidos durante la determinacién de glicosidos cardioténicos
expresados como digoxina, indican una presencia considerable de glicosidos
cardiotonicos dentro de cada una de las fracciones y por tanto un porcentaje
significativo en las flores y raices como del epicarpo y semilla de Thevetia

ahouia.

Observando el cuadro N° 10, y realizando una comparaciéon de los datos de
porcentajes y contenidos de glicosidos cardiacos presentes en los diferentes
organos de la planta demuestran que las flores y el epicarpo poseen los
mayores contenidos de glicosidos expresados como digoxina comparados con
las raices y las semillas las cuales también contienen alta cantidad de
cardiotonicos; pero aun asi no se observa una diferencia muy significativa entre
Sus porcentajes que varia entre 2.8% y 4.4%; ya que se considera que un
porcentaje mayor de 0.5 de metabolitos contenidos en un determinado 6rgano

de la planta es alto (12).

De las flores y raices de Thevetia ahouia, se lograron obtener las fracciones n-
Hexanicas, diclorometanicas y de acetato de etilo presentando mayor

rendimiento los extractos con acetato de etilo.
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Este solvente extrajo la mayoria de los compuestos presentes en el material

vegetal, por lo que estos compuestos son de naturaleza polar.

Ninguno de los tres solventes es mejor que el otro simplemente son
complementarios ya que cada uno de ellos posee caracteristicas de extraccion
diferentes, asi tenemos que el n-hexano extrae clorofila y grasas, en cambio el

acetato de etilo y el diclorometano extraen componentes polares afines a ellos.

En nuestro caso de las fracciones obtenidas, la que presentaron mayor
porcentaje de glicosidos cardiotdnicos fueron las procedentes de las fracciones
de flores de Thevetia ahouia tanto en acetato de etilo (44.33%) como en
diclorometano (41.65%).

De igual manera en el contenido total de glicésidos cardiotdnicos, a partir del
material seco, se obtuvo en mayor porcentaje en las flores de Thevetia ahouia

gue de las raices.

Tomando como base los resultados obtenidos durante el analisis, es necesaria
la utilizacion de diclorometano y de acetato de etilo durante el proceso de
extraccidon, para obtener un buen rendimiento de glicésidos cardioténicos en

cada una de las fracciones.
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Cuadro N° 12. Resultado de la actividad citotoxica in vitro en cada unas de las
fracciones ensayadas.

HelLa A-549 MCF-7 Vero-7*
N° Codigo Fraccion ICs0 (g/mL) | ICs0 (ng/mL) | I1Cso (ug/mL) | I1Cs0 (ng/mL
1 Flores de T. ahouia >50 >50 >50 >50
Ta-1 en AcOEt
2 Raiz de T. ahouia 0.37 0.06 0.16 0.26
Ta-2 en CH,Cl,
3 Flores de T. ahouia 0.13 0.14 0.31 0.55
Ta-3 en CH,Cl,
G.C.** Digoxina 0.50 0.53 0.27 0.18
St1l
G.C.** Digitoxigenina 0.13 0.05 0.12 0.19
St2
Control Mercaptopurina 0.50 8.00 0.24 11.50
Positiv C.P.

0

* Células Vero: Linea celular no tumoral de rifion de mono verde africano.
** G.C.: Glicosido cardiotonico.
ICso: Porcentaje de viabilidad.

>100: No presenta actividad frente a la linea celular.

HelLa: Carcinoma de cuello uterino.
A-549: Cancer humano de pulmén.

MCP-7: Adenocarcinoma humano de mama.

Una sustancia es activa cuando a una concentracion determinada es capaz de

inhibir el 50% del crecimiento de las células cancerigenas y ésta es menor a la

concentracion utilizada por el control positivo para lograr el mismo efecto;

ademas de considerarse la toxicidad causada en las células Vero, la cual debe

de ser media a baja para considerar la sustancia como un agente citotoxico

efectivo.
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Se considera una toxicidad media a baja si la sustancia ensayada utiliza
concentraciones altas o mayores para inhibir el crecimiento de un 50% de
células buenas respecto a la concentracion utilizada para inhibir el 50% de

crecimiento de las células infectadas.

Segun el cuadro No. 11, la fraccién Ta-1 (Flores de T. ahouia en AcOEt) resultd
tener una muy baja toxicidad (no posee actividad) frente a las 3 lineas celulares
con un valor de ICso >50 pug/mL lo cual es desfavorable, al mismo tiempo es
inofensiva para las células normales. En cuanto a la fraccion Ta-2 (Raices de T.
ahouia en CH,CI,) se demostrd tener una alta toxicidad frente a las 3 lineas
celulares cancerigenas, especialmente contra al cancer humano de pulmon (A-
549), ya que la concentracion para inhibir el 50% de células infectadas es
mucho menor a la concentracién de la Mercaptopurina utilizada como control
positivo. La fraccion denominada Ta-2 obtuvo resultados muy parecidos a la
fraccion Ta-3 (Flores de T. ahouia en CH,Cl,) ya que su actividad citotéxica fue
muy alentadora frente a las lineas celulares cancerigenas pero ambas

fracciones resultaron ser demasiado toxicas para las células vero.

En conclusién las fracciones Ta-2 y Ta-3 mostraron actividad frente el
carcinoma humano de cuello uterino (HeLa) con valores de ICso de 0.37 y 0.13
respectivamente. En cuanto al adenocarcinoma humano de mama (MCF-7) solo
la fraccion Ta-2 (Raices de T. ahouia en CH,Cl;) presento actividad
significativa. Sin embargo, frente a las células Vero ambas fracciones mostraron
una muy alta toxicidad convirtiéendose éstas en sustancias muy poco viables
para un posterior estudio como agentes anticancerigenos, frente a estas lineas

celulares ().



CAPITULO IV

CONCLUSIONES.
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6.0 CONCLUSIONES.

1. Por cromatografia de capa fina se demostro la ausencia de glicésidos
cardiotonicos en las fracciones Plumeria rubra y Stenmadenia donnell-
smithii. Fue positiva la presencia glicésidos cardiotonicos en las
fracciones de Flor de T. ahouia en AcOET, Raiz de T. ahouia en
CH.CI, y Flor de T. ahouia en CH,Cl, en forma de glicésidos (R¢ < 0.6),
es decir valores de 0.44-0.54 esto a partir de los R; obtenidos durante el
analisis de cromatografia por capa fina tanto de las fracciones como del
testigo utilizado en el analisis.

2. El andlisis Ultravioleta demostrd que las fracciones de Flor de T. ahouia
en AcOET, Raiz de T. ahouia en CH,Cl,y Flor de T. ahouia en CH,Cl;,
presentaron un maximo de absorbancia entre 200 a 300 nm que al ser
comparadas con los testigos (digoxina y digitoxigenina) nos indican la
presencia de la lactona a,B-insaturada tipica de los glicosidos

cardiotonicos.

3. El analisis Infrarrojo identificé a los glicésidos cardioténicos en las
fracciones de Flor de T. ahouia en AcOET, Raiz de T. ahouia en CHCl,
y Flor de T. ahouia en CHCl,, ya que los espectros presentaron bandas
caracteristicas similares a los testigos utilizados (digoxina vy
digitoxigenina).

4. La presencia de glicosidos cardiotonicos se comprobé por las bandas
caracteristicas representadas en el espectro infrarrojo y maximos de
absorbancia en ultravioleta practicadas en las 3 fracciones en estudio;
descartando asi a la Plumeria rubra y Stemmadenia donnell-smithii
como fuente de estos metabolitos y comprobando que no todas las

especies de la familia Apocinaceae presentan glicésidos cardiotonicos.
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Se comprobé mediante los resultados obtenidos que el proceso de
molido del material seco permitié obtener un tamafio de particula que
favorecid a la extraccion de los metabolitos utilizando diclorometano y
acetato de etilo como solventes de extraccion, para asi obtener un buen
rendimiento y presencia de glicosidos cardiotonicos en cada una de las

fracciones.

Se demostr6 mediante la prueba de cuantificacion de glicdsidos
cardiotonicos expresados como digoxina, que la especie que presento

mayor cantidad de estos metabolitos fueron los flores de T. ahouia.

De acuerdo al andlisis citotoxico las 3 fracciones (Flor de T. ahouia en
AcOET, Raiz de T. ahouia en CH,Cl, y Flor de T. ahouia en CH,CI).
mostraron una muy alta toxicidad frente a las células Vero convirtiéndose
éstas en sustancias muy poco viables para un posterior estudio como

agentes anticancerigenos, frente a estas lineas celulares.

Se realizé una comparacién del contenido y porcentaje de glicésidos
cardiotonicos en flores, corteza de raiz, epicarpo y semilla de Thevetia
ahouia, en base a material vegetal seco; demostrando mayor porcentaje
de estos heterosidos cardiacos en flores y epicarpo, siendo estos

altimos una fuente importante de estos metabolitos.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

Realizar aislamiento y elucidaciones estructurales de los glicosidos
cardioténicos presentes en la fracciones, ya que es factible en futuras
investigaciones incrementar su rendimiento o efectuar cambios quimicos
a la molécula que se traduce en cambios de actividad biolégica,
mediante un correcto suministro de dichos precursores a la planta in vivo

0 in vitro.

Recolectar el material vegetal que se sometera a andlisis (segun la
fendlogia de la especie) entre los meses de Abril a Octubre ya que en

esta época del afio los 6rganos a estudiar son mas abundantes.

Profundizar en la busqueda de especies vegetales ricas en glicésidos
cardiotonicos, que sean mAas potentes como agentes citotdxicos, para

emplearlas en un futuro como fitofarmacos estandarizados.

Secar el material vegetal antes de molerlo ya que se evita el riesgo de

contaminacion por hongos por causa de la humedad del ambiente.

Eliminar el agua de las fracciones obtenidas mediante el uso de sulfato
de sodio anhidro ya que la presencia de esta interfiere en los analisis

espectroscépicos.

Estudiar la polaridad del extracto y utilizar un disolvente a fin con la
muestra, como el alcohol etilico y este se prefiere con un grado de
pureza absoluto para asi poder eliminar posibles interferencias en los

equipos utilizados en los analisis espectroscopicos.

Realizar futuras investigaciones respecto al mecanismo y la citotoxicidad
de glicésidos cardiotonicos presentes en otros drganos de la especie en

estudio.


http://www.monografias.com/trabajos13/ripa/ripa.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/contam/contam.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/hongo/hongo.shtml
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GLOSARIO @, 6, 13, 17, 25, 27).

- Concentracion inhibitoria media (Clsp): es una medida de la eficacia de un
compuesto en inhibir la funcién biolégica o bioquimica. Esta medida cuantitativa
indica cuanto de la droga particular o de la otra sustancia (inhibidor) es
necesario para inhibir un proceso biolégico dado (o el componente de un
proceso, es decir: enzimas, células y receptor de la célula o microorganismos)
en un 50%.

- Division celular cadtica: termino que hace referencia a la multiplicacién y/o
proliferacion anormal y sin control de las células cancerigenas por una

alteracion genética de la mitosis, las células se dividen veloz e indefinidamente.

- Dosis efectiva media (DEsp): término que se refiere a la dosis minima capaz de
producir el efecto deseado de la droga o de una determinada sustancia en el

50% de la poblacion en estudio y se conoce como dosis efectiva 50%.

- Efecto in6tropo positivo: término que se refiere a la capacidad contractil del
corazon en la cual se dice que el musculo cardiaco presenta una mayor fuerza

de contraccion en las miofibrillas musculares cardiacas de lo normal.

- Especies ROS: se refiere a tipos o especies celulares reactivas ante la
presencia de oxigeno los cuales se relacionan con las lesiones o dafios a la

membrana mitocondrial.

- Espectroscopia: termino general empleado para describir técnicas que se
basan en la medicion de absorcién, emision, o fluorescencia de la radiacion

electromagnética.

- Factor FGF-2: termino que se refiere al factor de crecimiento de fibroblastos
de tipo 2 el cual se encarga del transporte extracelular de otros factores de

crecimiento tumoral.


http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Enzyme_inhibitor
http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Enzyme
http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Cell_%28biology%29
http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Receptor_%28biochemistry%29
http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Microorganism
http://es.wikipedia.org/wiki/Dosis
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- Factor NF- kB: término que designa al factor nuclear encargado de la
transcripcion de informacion genética celular utilizando los receptores

proteinicos kappa y beta.

- Factor TNF: termino que se refiere al factor de necrosis tumoral el cual es un
mediador celular que induce a la apoptosis por medio de la necrosis en los

tejidos tumorales.

- Factor TNF/NF-k: factor de necrosis tumoral relacionado directamente con el
factor nuclear de los receptores Kk y el cual interviene directamente en el

proceso de la muerte de dominio celular.

- Insuficiencia cardiaca: trastorno en el que el corazén no es capaz de mantener
un bombeo de sangre adecuado en relaciobn al retorno venoso y a las

necesidades de los tejidos en cada momento.

- Linea celular: estan formadas por células que se diferencian genética y
morfol6gicamente de las células de las que se originaron. Pueden provenir de
células que se derivan de tumores o de un proceso de transformacion de un
cultivo primario mediante transfeccion con oncogenes (genes anormales del
cromosoma, que alteran la estructura normal de la célula), o con tratamiento
con carcinogénicos (sustancia o elemento capaz de incrementar la tasa de

mutaciones naturales), por lo que les confiere un nuevo fenotipo.

- Metastasis: proceso que se refiere al pasaje de células cancerosas del lugar

original de proliferacion a otro con el que no esta en contacto directo.

- Proteinas Akt: es una familia de proteinas, en humanos existen 3 genes de la
familia Akt: Aktl, Akt2 y Akt3, también llamadas proteina quinasa B (PKB), las
cuales juegan un importante rol en la sefalizacion celular en mamiferos. La
Aktl esta involucrada en la sobrevida celular y en la inhibiciébn de procesos

apoptéticos, asi mismo se encarga de inducir la via de sintesis de proteinas y


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa
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ademas es clave en la via que guia a la hipertrofia de musculo esquelético
(crecimiento de tejido). También la Aktl esta implicada como principal factor de

muchos tipos de cancer.

- Proteinas Bcl-XL y Bcl-2: tipo de proteinas que son de naturaleza anti-
apoptoticas las cuales contribuyen al proceso de formacion tumoral y quistica e

intervienen en el grado del potencial de membrana mitocondrial.

- Proteina Src: termino que se refiere a la proteina tirosina quinasa la cual se
encarga de la recepcion de mensajes provenientes de los complejos de

sefalizacion intracelular hacia organulos celulares para su activacion.

- Proteina TRAIL: termino que se refiere a un complejo proteico denominado
ligando de muerte relacionado con la familia de TNF que es capaz de inducir
apoptosis en células tumorales con una toxicidad minima sobre las células

normales.

- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): conocida por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular, cuyo
objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN
particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia de
ese fragmento original o molde. Esta técnica sirve para amplificar un fragmento
de ADN; su utilidad es que tras la amplificacién resulta mucho mas facil
identificar con una muy alta probabilidad virus o bacterias causantes de una
determinada enfermedad, identificar personas (cadaveres) o hacer investigacion

cientifica sobre el ADN amplificado.

- Receptores DR4 y DR5: tipos de receptores proteicos conocidos como
receptores de muerte celular los cuales son encargados de aumentar la

superficie de la célula tumoral haciéndola mas susceptible a la apoptosis.


http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
http://es.wikipedia.org/wiki/Virus
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad
http://es.wikipedia.org/wiki/Cad%C3%A1ver
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- Receptor EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico el cual puede

generar una transactivacion o inhibicion del mismo por sefial de la proteina Src.

- Receptores FXYD: familia de proteinas transmembranales cuyas siglas
representan una secuencia comun altamente conservada, y participa de la
regulacion de los canales i6nicos y de las proteinas de transporte, como la
subunidad y de la Na*/K*ATPasa. Esta familia proteica incluye al factor inducido
por hormonas corticoesteroideas (CHIF), el cual es una proteina que se
expresa en la membrana basolateral de las células epiteliales del colon distal y

de los nefrones.

- Receptores IL8: especie proteica que se encuentra en los tejidos pulmonares
los cuales modulan la alteracion de fluidez de la membrana plasmética y son
encargados de la produccién quistica bronquio pulmonar generada por una
marcada fibrosis.

- Receptor TRADD: tipo de receptor celular ligando del factor de necrosis
tumoral tipo 1, asociado a la muerte de dominio a la membrana celular o

apoptosis por inhibicion de la unién de este con el factor TNF/NF-kf3.

- Via MAPK: La via de quinasas activada por mitdgenos es una ruta de
transduccion de sefial de células de eucariotas que se sitla aguas abajo de

receptores tirosin cinasas asi como la mayoria de receptores para citocina.


http://es.wikipedia.org/wiki/Transducci%C3%B3n_de_se%C3%B1al
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_eucariota
http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_tiros%C3%ADn_kinasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Citocina
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Anexo 1

Documento de identificacion de especies en estudio seccion téc

cientifica del jardin botanico La Laguna

Antiguo Cuscatlan, martes 6 de julio de 2010

A quien interese,

Por este medio hago constar que los alumnos Jimmy Honles y Carlos Alberto Abrego se
hicieron presentes en las instalaciones del herbario de nuestra institucion solicitando la
identificacion de tres muestras botanicas.

Después de revisar el material y comparar con la coleccion de referencia, las muestras
corresponden a las especies Thevetia ahouai. Stemmadenia donnell-smithii y Plumeria
rubra. todas pertenecientes a la familia Apocynaceae.

Y para ios usos que los interesados estimen convenientes. se extiende la presente nota.

Jorg¢ Monterrosa Salomon
Jardin Botanico La Laguna
Seccion Técnica Cientifica
Herbario LAGU

Curador




