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RESUMEN

Los glicosidos cardiotonicos son un grupo de productos naturales formados por
una o varias unidades de azUcar y un nucleo esteroideo unido a un anillo
lactonico insaturado, comunmente utilizados en pacientes con insuficiencia
cardiaca congestiva, para incrementar la fuerza de contraccion del corazén. En
la actualidad existen estudios que reportan a los glicésidos cardioténicos como
prometedores anticancerigenos. Tomando en cuenta dichos antecedentes, se
realizd el presente trabajo, cuyo objetivo principal es investigar la actividad
anticancerigena de los glicosidos cardiotonicos de dos especies de
Apocynaceae: Thevetia ahouia y Thevetia peruviana. Estas especies son
arbustos que se distribuyen en América central, México, Sur América y otros
paises con clima tropical.

En el andlisis fitoquimico se determind la presencia de glicésidos cardioténicos,
por medio de técnicas cromatograficas y espectroscépicas (ultravioleta,
infrarrojo y resonancia magnética nuclear de proton), detectandose en ocho
fracciones, obtenidas de los epicarpos y de semillas de las especies en estudio.
A éstas se les determind el contenido de glicosidos cardiotonicos expresados
como digoxina, donde se obtuvo en mayor porcentaje de estos metabolitos en
los frutos de Thevetia ahouia. A la vez se determino la actividad
anticancerigena in vitro, frente a tres lineas celulares: MCF7 (adenocarcinoma
humano de mama), HelLa (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. Las fracciones mas activas fueron las siguientes:
fraccion semillas de Thevetia peruviana en diclorometano, frente a las lineas
HelLa y MCF-7; fracciones de semillas de Thevetia ahouia en diclorometano,
semillas de Thevetia ahouia en acetato de etilo, epicarpos de Thevetia
peruviana en diclorometano, semillas de Thevetia peruviana en diclorometano
y semillas de Thevetia peruviana en acetato de etilo frente a la linea celular A-
549; cuyos valores resultaron ser incluso menores que la mercaptopurina,
utilizada como control positivo. Sin embargo, solamente las fracciones de
semillas de Thevetia ahouia en acetato de etilo y de semillas de Thevetia
peruviana en acetato de etilo presentan toxicidad media y débil,
respectivamente frente a las linea celular normal (Vero), convirtiéendose éstas
en las mas prometedoras como agentes anticancerigenos frente al cancer
humano de pulmon.

Donde se debe de continuar con el fraccionamiento de cada una de las
muestras con presencia de glicésidos cardiotonicos 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.

Los glicésidos cardiotonicos, son un grupo de compuestos nhaturales, que
derivan biogenéticamente del colesterol y han sido extensamente utilizados en

el tratamiento de algunas enfermedades cardiacas ).

Se encuentran distribuidas principalmente en las Familia Scrophulariaceae,

Apocynaceae, Asclepiadaceae, Liliaceae y Moraceae ).

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 qo, 2s 31, 38 39).

En el presente trabajo se estudiaran las fracciones de n-hexano, diclorometano
y acetato de etilo, procedentes de los extractos hidroalcohdlicos de los frutos
de Thevetia ahouia (cojén de costa de hojas largas) y Thevetia peruviana
(chilca), en la busqueda de glicésidos cardiotonicos; los cuales se determinaran
por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando los agentes reveladores de
Kedde y Baljet; usando la digitoxigenina como testigo para la deteccién de los

glicosidos cardiotonicos en las diferentes fracciones.

Las fracciones que presenten glicosidos cardioténicos, se les realizara
espectros de Infrarrojo (IR), Ultravioleta (UV) y Resonancia Magnética Nuclear
de Proton (RMN-'H), ademas se determinara el contenido de glicésidos

cardiotonicos expresados como digoxina (), y se les determinara la actividad



XX

anticancerigena in vitro en las lineas celulares de carcinoma humano de cuello
uterino (HelLa), cancer humano de pulmén (A-459) y adenocarcinoma humano

de mama (MCF-7).

El estudio fitoquimico y la determinacion del contenido de glicésidos
cardiotonicos expresados como digoxina () se llevaran acabo en el Laboratorio
de Investigacion Aplicada y Tesis Profesionales; los espectros de Ultravioleta y
de Infrarrojo se realizarén en la escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias
Naturales y Matemética de al Universidad de El Salvador, los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear de Proton y la determinacion de la actividad
anticancerigena in vitro se llevardn acabo en el Instituto de Bio-organica
“Antonio Gonzales” y en el departamento de Microbiologia y Biologia, de la

Universidad de La Laguna, Tenerife, Espafia.

De esta forma se contribuirda a la busqueda de nuevos farmacos con actividad
anticancerigena, ademas de continuar con el estudio fitoquimico de especies

de la flora salvadorena.
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2.0. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar la actividad anticancerigena de los glicésidos cardiotdénicos
procedentes de los frutos de Thevetia ahouia (cojon de costa de hojas largas)

y Thevetia peruviana (chilca).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO.

2.2.1 Obtener los extractos hidroalcohodlicos del epicarpo y semillas de los
frutos de Thevetia ahouia y Thevetia peruviana.

2.2.2 Obtener las fracciones de n- hexano, diclorometano y acetato de etilo,
a partir de los extractos hidroalcohdlicos del epicarpo y semilla de
Thevetia ahouia y Thevetia peruviana, por medio de particién
liquida.

2.2.3Identificar los glicésidos cardiotonicos en las diferentes fracciones
mediante pruebas quimicas y espectroscopicas.

2.2.4Realizar e interpretar los espectros de Ultravioleta, Infrarrojo y
Resonancia Magnética Nuclear de las facciones que presentan
glicosidos cardiotonicos.

2.2.5Determinar el contenido de glicésidos cardiotonicos en cada una de
las fracciones que presenten estos metabolitos.

2.2.6 Determinar la actividad anticancerigena in vitro en las fracciones que

contengan glicésidos cardiotonicos.
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3.0 MARCO TEORICO.

3.1 GENERALIDADES SOBRE GLICOSIDOS CARDIOTONICOS.

Los glicosidos cardioténicos son un grupo de productos naturales, que actian
directamente sobre el miocardio y la circulacién auriculo ventricular. De los mas
de 300 glicésidos cardiotonicos aislados hasta la fecha, digoxina y digitoxina
son las mas utilizadas para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y de

determinadas arritmias g, s.

Su distribucién en la naturaleza esta restringida a un numero reducido de
familias botanicas, principalmente aquellas estrechamente relacionadas a
Apocynaceae (géneros Nerium, Strophantus y Thevetia) y Asclepiadaceae
(Asclepias), apareciendo curiosamente en este Ultimo género en el latex.
Ademas se encuentran en otras familias de dicotiledoneas: Cruciferaceae
(Erysimum), Moraceae (Antiaris), Esclophulariaceae (Digitalis), Celastraceae
(Euonymus) y entre algunas monocotiledéneas especialmente en las Liliaceae
(Urginea) «, Los glicésidos cardiotonicos estan formados por una parte
glicésidica constituida por una o varias unidades de azucar y un nucleo
esteroideo unido a un anillo lactonico insaturado. El sistema tetraciclico deriva
del ciclopentanoperhidrofenantreno, posee un grupo OH en posicion beta en
carbono 14 y una union cis entre los anillos Ay B y entre los anillos Cy D, y
trans entre los anillos B y C; el anillo lactonico en posicion beta en carbono 17

del nucleo esteroidal puede ser de 5 o 6 miembros, lo cual permite su
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clasificacion. La parte glicosidica contiene en ocasiones azucares que solo se
encuentran formando parte de estos glicésidos cardiotonicos, como los 2 6-
desoxiazUcares (digitoxosa y cimarosa) o los 6-desoxiazlicares (ramnosa,
fucosa y digitalosa). Hay azucares metilados, es decir, con OH en forma de éter
(cimarosa y digitalosa) y también se encuentra azuUcares acetilados. La
actividad de los glicésidos cardiotonicos esta directamente relacionada con su

estructura gs -

Los glicésidos cardiotonicos pueden clasificarse en dos grupos.

- Cardendlidos (C 23): poseen una lactona insaturada de cinco miembros

(pentagonal) en la posicién 17 del nucleo esteroidal .. Ej.: digoxina.

O O o
HO%O%O% .
OH OH OH

Digoxina

Fig
ura N° 1. Ejemplo de un glicésido cardendlido.
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— Bufadiendlidos (C 24): poseen una lactona insaturada de seis miembros

H Ho,c ©

Bufalotéxina

. /

(hexagonal) en la posicion 17 del nacleo esteroidal .. Ej.: bufalotéxina.

Figura N° 2. Ejemplo de glicésido bufadiendlido.

La actividad cardiaca se debe principalmente a la genina mientras que la
porcion azucarada incrementa su polaridad modificando la intensidad y duracién
del efecto. Todos ejercen acciones similares diferenciAdndose de sus
caracteristicas farmacocinéticas que estan condicionadas por el grado de
hidroxilacion de la genina. Actuan directamente sobre el musculo cardiaco por
inhibicion de la bomba sodio potasio ATPasa dependiente, aumentando la
contractilidad intrinseca de la fibra muscular (efecto inotropo positivo) y el
volumen minuto, lo que conduce a la supresion de la hipertonia simpatica que

es caracteristica de la insuficiencia cardiaca ..
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3.2 GENERALIDADES DE LAS ESPECIES A ESTUDIAR.

3.2.1 Generalidades de Thevetia ahouia.

Nombre comun: Huevo de gato, Cojon de tigre, Cojon de costa de hojas

largas.

Nombre cientifico: Thevetia ahouia.

Familia: Apocynaceae.

Referencias de herbario (Jardin Botanico La Laguna): E. Sandoval

27.1.1.1997 (MS-00350) (B, INB, LAGU).

Descripcion: Arbusto de 2 a 8 m de altura 'y de 5 a 10 cm de didmetro. Copa
irregular y con follaje disperso. Tronco ramificado a baja altura o partir de la
base. Corteza exterior blanca o grisacea. Ramas terminales de color verde. El
desprendimiento de cualquier parte de la planta produce el flujo de un exudado
lechoso. Hojas simples y alternas, concentradas al final de las ramas, de 6 a 25
cm de largo y de 3 a 7 cm de ancho, oblanceoladas, con apice acuminado,
bordes enteros y base cuneada. Peciolos de 0.3 a 0.6 cm de largo,
generalmente con glandulas escamiformes en la base. Inflorescencias en cimas
terminales. Flores de color amarillo palido. Frutos en bayas globosas de 3 a 4

cm de diametro, verdes, tornandose rojos al madurar .
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Figura N° 3. a) Flor y hojas de Thevetia ahouia; b) fruto de Thevetia ahouia.

Localizacidn: se han reportado especimenes en América Central, México, Sur
América y Asia. La especie crece a bajas elevaciones, en climas secos o
hamedos, en bosques pantanosos o inundables, a veces a orillas de caminos y
carreteras. Florece y fructifica durante todo el afio, principalmente a inicios de la

estacion lluviosa .

Usos etnobotanicos: presentan cierta actividad antiinflamatoria y antifingica

contra Fusarium oxysporum .

Composicion quimica: se ha reportado el aislamiento de: thevetiogenina, 3-
O-D-gentiobiosil - (1 - 4) - a - L-rhamnopiranosido, thevetiogenina 3-O-B-D-
glucopiranosil - (1 - 4) - a - L - rhamnopiranosido, digitoxigenina 3-O-B-D-
glucopiranosil - (1 - 4) - a — L - acofriopiranosido y digitoxigenina 3-O-3-D-
glucopiranosil - (1 - 4) - 2"-O-acetil - a - L- thevetopiranosido, neriifolina, 3'-O-

methilevomonosido y 2' - acetil - neriifolina s 1.
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HO@#OH
MeO H 3'-O-Metilevomonosido

Figura N° 4. Algunos glicésidos cardioténicos aislados de Thevetia ahouia.

3.2.2 Generalidades de Thevetia peruviana

Nombre comun: Chilca, Chilindron, Covadonga, Covalonga, Codo de fraile,
Chira, Naranjo amarillo, Yoyote, Caballon, Campanilla muerta, Pepa de cruz,

Lengua de gato, Yellow oleander .

Nombre cientifico: Thevetia peruviana

Familia: Apocynaceae
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Referencia de herbario (Jardin Botanico La Laguna): J. Flores S.N (JBL-

00526) (LAGU, MO).

Descripcion botanica: Arbusto de hasta 10 metros de altura, hojas alternas, 1-
nervias, lineales, de 7 a 15 cm de longitud, y de 5 a 10 mm de ancho, casi
sésiles, color verde brillante, y lustrosa en la cara superior, mas bien mate en la
inferior, nervio central prominente y la nervacion lateral oscura. Flor con 5 céliz
partido multiglandularmente en la base, los segmentos de 7 mm de largo,
lanceolado-oavados y acuminados. Corola amarilla de 7 cm de largo,
funeliforme, con el tubo méas corto que el limbo, cilindro en la parte inferior,
portando escamas con pelos, en la parte superior, expandido abruptamente en
un cuello campanulado, y 5 anchos I6bulos sinistrorsos. Estambres insertos con
las escamas en el extremo superior del tubo, saco de antenas noapendiculares.
Disco nulo. Ovario 2-lobado, 2-locular, estilo filiforme, estigma discoideo, su
pequefia punta 2-lobada, 2 6vulos en cada cavidad del ovario. Fruto, una drupa
triangular comprimida de 3-4 cm de ancho con 2 cm de largo, y de 1 a 1.5 cm
de grosor, casi truncada, la carne delgada, el endocarpio 6seo, 2-locular.

Semilla con una testa gruesa y sin endospermo ,
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Figura N° 5. a) Flor y frutos; b) epicarpo y semilla de Thevetia peruviana.

Localizacion: Se localiza en América Central, México, la Florida, las Antillas

Mayores, algunas de las menores, Sur América y Sur Africa g s .7, 1. 57,59

Usos etnoboténicos: Febrifugos, catartico, emético, antiartritico, para conciliar
el suefo, pérdida de peso; el latex se utiliza para el tratamiento de la sordera, la

sarna, las ulceras, dolores de muela, tumores y hemorroides .

Toxicidad: Toda la planta es toxica para el hombre, los animales y ciertos
insectos. La inhalacion, ingestiébn o contacto con las mucosas, con la savia o
extractos de la planta puede causar muchas reacciones adversas. En este
sentido diversos autores han referido irritacion de las mucosas, eritema bucal,
nauseas, vomitos, salivacion profusa, dolor abdominal, diarrea, dolor de cabeza,
alteraciones mentales, disturbios visuales, midriasis, neuritis periférica y
sintomas cardiovasculares (blogueo sinusal y auriculo-ventricular), como

resultado de la ingestion
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Composicion quimica: contiene glicésidos cardiotonicos como: thevetina A,
thevetina B, thevetoxina, peruvosido, ruvosido, neriifolina, thevefolina,
cerberina, peruvosido 2'- monoacetato, acetilthevetina B, teveneriina,

cerberosido, glucoperuvosido, thevebiosido, acetilneriifolina, perusitina,

OH

H )
OH Peruvosido

Cerberina

Figura N° 6. Algunos glicésidos cardioténicos aislados de Thevetia peruviana.
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3.3 GENERALIDADES DEL CANCER.

El cancer se considera como el crecimiento tisular patoloégico originado por una
proliferacion continla de células anormales que produce una enfermedad.
Existen numerosos tipos canceres, entre los que destacan 3 subtipos
principales s i s-

En primer lugar hay que mencionar los sarcomas, que proceden del tejido
conjuntivo presente en los huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos,
musculos y tejido adiposo. El segundo tipo lo constituyen los carcinomas que
surgen en los tejidos epiteliales como la piel o las mucosas que tapizan las
cavidades y 6rganos corporales como el sistema respiratorio, digestivo o tejidos
glandulares de la mama y la préstata. Los carcinomas incluyen algunos de los
canceres mas frecuentes como el cancer de pulmén, el de colon o el de mama.
Los carcinomas de estructura similar a la piel se denominan carcinomas de
células escamosas. Los que tienen una estructura glandular que se denominan
adenocarcinoma. En el tercer subtipo se encuentran las leucemias y los
linfomas, que incluyen los canceres que se originan en los tejidos formadores
de las células sanguineas. Pueden producir una inflamacion de los ganglios
linfaticos (adenopatias), aumento de tamafo del bazo (esplenomegalia) o
invasion y destruccion de la médula 0sea, asi como una produccion excesiva de

leucocitos o linfocitos inmaduros. Estos factores ayudan a su clasificacion s s, s.
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3.3.1 ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA DE LOS GLICOSIDOS
CARDIOTONICOS.

El uso de agentes quimicos citotoxicos que destruyan las células cancerosas ha
constituido la gran esperanza en el tratamiento del cancer desde hace varias
décadas. Los agentes quimioterapicos aceptables deben actuar con una cierta
especificidad que permita una ventana terapéutica, es decir una, situacion en
qgue la dosis empleada suponga mas beneficio que los efectos secundarios
toxicos. Asi, el ensayo inicial mas comun de la actividad anticancerigena de un
compuesto 0 extracto es su capacidad para inhibir el crecimiento de células
tumorales en Cultivos us 2, 50,51 39-
Los glicésidos cardioténicos ademas de su accion cardiovascular, se le ha
demostrado su accion citotéxica, a concentraciones mas bajas que las
utilizadas en el tratamiento cardiovascular s, z zo 1 39
De las raices de Thevetia neriifolia se aislaron tres cardendlidos citotoxicos,
digitoxigenina, neriifolina y evomonosido. Los cuales mostraron actividad
citotoxica frente a seis lineas celulares de cancer. Aparentemente este el primer
reporte de aislamiento de cardendlido de raices de esta planta, ademas del
ensayo citotoxico de la neriifolina g,
Watanabe y otros en 2003, ensayaron tres glicosidos bufadiendlidos tipo
rhamnosido (1-3), obtenidos de los rizomas de Helleborus orientiali, frente a
cuatro lineas celulares: carcinoma de células escamosas (HSC-2), melanoma

de células humanas (A375), hepatoma humano (HepG2) y células normales
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humanas. Los glicésidos bufadiendlidos exhibieron potente citotoxicidad frente a

HSC-2 y A375 (mostrando particular sensibilidad), pero resistente a HPG2 ,.

( )

HO
O
HO
%/O OH
HO™ Ho
3
. J

Figura N° 7. Glicosidos bufadiendlidos tipo rhamnosido (1-3), obtenidos de los

rizomas de Helleborus orientiali.

De las raices y partes aéreas de Asclepias curassavica, se aislaron 18
glicésidos cardenolidos, la mayoria de estos mostraron pronunciada
citotoxicidad frente a cuatro lineas celulares (ICso de 0.1 a 2.0 pg/mL). Las
lineas celulares ensayadas fueron carcinoma de pulmén A549, dos carcinoma

humanos de mama MCF-7 y MDA-MB-231 y hepatoma humano HepG2. Entre
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los cardenolidos, la calactina mostro la mas potente actividad con un I1Cso de 2.9

HO/ML .

Calactina

Figura N° 8. Estructura de la Calactina.

Del analisis realizado al extracto etandlico de la corteza de raiz de Calotropis
procera, se aislé un nuevo cardenolido denominado 2"-oxovuscharina; ademas
se obtuvieron por hemisintesis, veintisiete compuestos cardendlidos; los
productos naturales y de hemisintesis fueron ensayados frente a 57 lineas
celulares. El producto 23 mostré una actividad antitumoral in vitro similar al taxol
y mayor que el SN-38 (metabolito mas activo del irinotecan), dos de los

farmacos mas potentes utilizados en el combate del cancer .,
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O

W @)

2'""-Oxovoruscharina Compuesto 23

Figura N° 9. Glicésidos cardioténicos aislados de la corteza de las raices de

Calotropis procera.

Recientemente, se aislaron del tallo y brotes de Nerium oleander, cuatro
nuevos cardenolidos (N-1 a N-4), ademas de ocho conocidos cardendlidos.
Estos compuestos fueron evaluados frente a tres lineas celulares humanas,
células normales de fibroblastos humanos (WI - 38), células de tumor maligno
inducidos por WI-38 (VA-13) y células de hepatoma humano (HepG2). Los
compuestos 12 y 13 exhibieron una actividad citotéxica de 0.16 y 0.17 uM frente
a las células VA-13, respectivamente; el compuesto 1 (n-1) presento un efecto

inhibitorio de 0.14 uM frente a las células HepG2 .



Figura N° 10. Compuestos aislados de los tallos y brotes de Nerium oleander.

38
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3.4 GENERALIDADES DE METODOS DE EXTRACCION,

FRACCIONAMIENTO Y SEPARACION DE PRODUCTOS NATURALES.

Existen varias posibilidades para la obtencidén de principios activos a partir de la
droga o de precursores de origen natural, entre los cuales tenemos:

1. Métodos extractivos a partir de la droga.

2. Métodos hemisintéticos o semisintéticos.

3. Métodos biotécnologicos s s,

El estudio de los productos naturales inician con la seleccion del material
vegetal a estudiar, para ello se toman diversos tipos de criterios, entre ellos:

- Composicién quimica.

- La busqueda de una actividad biol6gica concreta.

- Basada en la combinacién de criterios.

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: género, especie, origen, etc.

b) Seleccion de la parte vegetal a extraer: hojas, raices, flores, semillas, etc.

c) Inactivacion de los sistemas enzimaticos del vegetal cuando se trabaja

con materiales frescos (hojas vy flores), es decir recién recolectados. Asi
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se asegura su integridad evitando procesos de degradacion que conlleve
a la alteracion de los principios activos.

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

rapido, con temperatura moderada y preferiblemente con aire caliente s

36)

3.4.1 METODOS EXTRACTIVOS A PARTIR DE LA DROGA.
Se parte la droga y se realiza un proceso extractivo para aislar los principios
activos. Existen varios métodos extractivos, los cuales son:

- 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 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 gue se obtengan un extracto liquido, que posteriormente se pueden
concentrar eliminando la mayor o menor cantidad de disolvente ;s s.

Para que la extraccion con disolventes se lleve a cabo correctamente hay que
tener en cuenta diversos factores:

1. Caracteristica de la droga:
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- Drogas desecadas y molidas para facilitar el maximo contacto

entre los metalismos secundarios y el disolvente s s.
2. Naturaleza del disolvente:

- Principalmente se utilizan extracciones en mezclas
hidroalcohdlicos (agua y etanol, considerados como solventes
universales).

- Se puede utilizar otros solventes organicos como: n-hexano,
éter etilico, éter de petrdleo, metanol, propilenglicol, etc.

- Muchos metabolitos secundarios se hidrolizan en agua, y los
extractos acidos tienen una estabilidad poco duradera una vez
preparados s s

3. Temperatura:

- El aumento de la temperatura favorece la extraccion de los
metabolitos secundarios (se debe tener 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.).
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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 difusién de los metabolitos secundarios de la droga hacia
el disolvente (difusion pasiva) s s.
Extraccion discontinua:

Extraccion simple o maceracion:

Se deja el material vegetal en contacto con el disolvente a

temperatura ambiente.

Se puede reemplazar el disolvente por volimenes frescos.

Ventajas: la muestra no entra en contacto con el calor, el
extracto puede permanecer sin contaminacion microbiana

(excepto cuando se utiliza agua).

Desventajas: proceso lento, no se consigue agotamiento
total de la muestra y se emplean grandes volumenes de

disolvente us z.
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Figura N° 11. Proceso de maceracion de raices de Ambrosia cumanensis.

Digestion:
- Es un método extractivo similar a la maceracién pero que
se trabaja a temperaturas mas elevadas (no llegando a

temperatura de ebullicion) s .

Figura N° 12. Aparato de digestion. Macro Kjeldahl.
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3.4.2 GENERALIDADES DE CROMATOGRAFIA.

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los componentes

de una mezcla, debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:

a) Retencion: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase
estacionaria, que puede ser un sdlido o un liquido anclado a un soporte
solido.

b) Desplazamiento: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por
una fase mévil, que puede ser un liquido o un gas.

La mezcla a separar se deposita sobre la fase estacionaria y la movil atraviesa

el sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidades,

dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. La
repeticion sucesiva de las operaciones elementales de retencion vy
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la separacion

de la mezcla original .

La cromatografia se emplea para conocer y separar los componentes por

diferencia de polaridad de una mezcla y su identificacion. «

TIPOS DE CROMATOGRAFIA.

a) Dependiendo de la naturaleza de la fase movil y la estacionaria se clasifican:

1. Cromatografia sélido-liquido.



b)

Cromatografia liquido-liquido.
Cromatografia liquido-gas.

Cromatografia solido-gas .

Clasificacion segun el mecanismo de separacion:

Cromatografia de adsorcion.
Cromatografia de reparto.
Cromatografia de intercambio ionico.
Cromatografia de exclusion.
Cromatografia de afinidad.
Cromatografia de capa fina.

Cromatografia en columna g

3.4.2.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF).

45

La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra depositada, formando una capa

fina de espesor uniforme (0.1 - 0.2 mm), sobre una placa de vidrio, plastico, o

una lamina metalica. La mezcla a analizar se deposita a una pequefa distancia

del borde inferior de la placa y se introduce en una cubeta que contiene la fase

movil (eluyente), la cual asciende a lo largo de la placa por capilaridad,

desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes velocidades, lo que

provoca su separacion (figura 6). Cuando el frente del disolvente se encuentra

proximo al extremo superior de la placa, esta se saca de la cubeta, se deja
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secar y se procede a la visualizacion de las manchas. Si el compuesto es activo
a la luz ultravioleta, visualizar la placa en una lampara Ultravioleta. Marcar con
un lapiz el contorno de las manchas observadas, en caso contrario, utilizar un

agente revelador .

@) ’ (b) | ©)

Figura N° 14. (a) Camara UV, (b) Camara de revelado y (c) cromatografia de

capa fina revelada
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3.5 ELUCIDACION ESTRUCTURAL.

Cuando se pretenda conocer la composicion quimica de los sub-extractos
procedentes de una especie vegetal, se recurre a técnicas espectroscopicas y

espectrométricas, que se describen a continuacion:

3.5.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (I.R).
Las bandas que se observan en los espectros de infrarrojo (4000 - 200 cm™), se
relacionan con el cambio de los estados vibracionales de los enlaces presentes

en la molécula .

La posicién e intensidad de las bandas correspondientes a un grupo funcional,
gue generalmente aparecen distribuidas en varias zonas mas o menos
constantes del espectro, son muy poco afectadas por el resto de la molécula,
por lo tanto el analisis del espectro ofrece informacién sobre los grupos
funcionales presentes en la molécula, tales como: -OH, -NH, -CO-, etc., asi

como del caréacter alifatico o/ly aromatico del compuesto .

La regién 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. Por esta
razén esta zona debe considerarse cuidadosamente al establecer la identidad

de dos muestras por comparacion de sus espectros de IR .
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Las regiones en infrarrojo donde mas frecuentemente se encuentran los
glicésidos cardioténicos van de 3600 a 3400 cm ™ para el grupo OH de C-14y
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
sefial a 3060 cm™ de protén vinilico. Los cardendlidos exhiben una absorcién a
1725- 1715 a 1780 cm™ y un estiramiento de C=C de 1740 a 1780 cm * para la

y lactona a, B insaturada, segun reportes cientifiCos s, 2, 2 59
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Figura N° 15. Espectro IR de la 20-a-hidroxitingenona.
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3.4.2 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV-VIS)

La espectroscopia UV-VIS permite determinar la absorcion de luz en una
muestra. Cuando la radiacion incide sobre una sustancia, no toda ella se ve
afectada por la misma, al &tomo o conjunto de atomos que absorben radiacion
se le denominaba cromoéforo. En las moléculas existen también atomos o
grupos de atomos que no absorben radiacién, pero hacen que se modifique
alguna de las caracteristicas de la absorcién del cromoéforo, se denominaban a

tales grupos auxocromos .

La absorcidon 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 cardioténicos absorben entre los 200 a 300 nm (€ 5000-10000) s, 26, =,

32, 39)-

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

rotacionales que 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 conjugacion con otros
grupos, muestran absorcion electrénica en la region del visible y ultravioleta), de

esta manera la técnica permite detectar la presencia de un determinado



50

cromoforo el cual origina practicamente el mismo patrén espectral,

independientemente de la estructura total de la molécula .,

W 2049 File "More5049" [Abs] 520 200w B- 1-86 1B:00:18 .

B.ﬂﬁil :

o 00
Have length l.'-n;

Figura N° 16. Espectro ultravioleta-visible de la 20-a-hidroxitingenona.

3.5.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

La RMN se basa en la absorcion de energia por cambio del espin nuclear de
atomos sometidos a un campo magnético externo. Es el método mas
importante y de mayor utilidad para la elucidacion estructural de los productos

naturales .
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El analisis del espectro de RMN ofrece evidencias bastante explicitas sobre las

caracteristicas de los ndcleos que conforman una molécula dada, y los mas
: 1 13 15 19 31 ; :

frecuentemente analizados son “H, ~°C, =N, ~F, °*P, siendo los dos primeros

utilizados en andlisis de rutina .

Los desplazamientos quimicos de las sefiales en RMN de *H (0-20 ppm) y de
13C (0-230 ppm) dan informacién acerca de la naturaleza de hidrégenos
(alifaticos, aromaéticos, olefinicos, geminales y heterodtomos, etc.) y de

carbonos (en dobles enlaces, aromaticos, carbonilicos, unidos a oxigeno, etc.).

Por la integraciéon de las sefales y el acoplamiento espin-espin (multiplicidad de
la sefial y magnitud de la constante de acoplamiento) que se observa en el
espectro de protén, se deduce el numero de hidrogenos y el modo de
distribucion en la molécula; por otro lado, el nUmero de sefiales presenten en el
espectro de carbono (registrado por la técnica de desacoplamiento de protones)

indica el nUmero de atomos de carbono presentes en la molécula ..

Las técnicas bidimensionales, entre las cuales podemos destacar los
experimentos homonucleares (H, H-COSY, NOESY, ROESY, INADEQUATE,
etc.) y heteronucleares (HSQC, HMBC, TOCSY, etc.) ofrecen informacion
estructural mucho mas directa y presentan ventajas enormes cuando se trata
de esqueletos nuevos, poco relacionados a los ya conocidos .,. Una de las
ventajas de la técnica es su caracter no destructivo, por lo que la muestra

puede recuperarse si se desea (.
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El RMN se puede utilizar en un amplio intervalo de aplicaciones, siendo las mas
importantes: el estudio e investigacion de productos naturales, en la sintesis
organica, el andlisis de fluidos corporales (sangre, orina, bilis, etc.),
establecimiento de interacciones (Proteina-Ligando, Droga-ADN, etc.), control
de calidad de materias primas en la industria farmacéutica, analisis de
derivados del petréleo y quiza una de las aplicaciones de mayor empleo en la

actualidad es en el area de imagenes diagnosticas en medicina us, 1.2, 23

3.5.3.1 Resonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN *H).

El experimento mas comun de Resonancia Magnética Nuclear, es el de proton,
RMN-'H. El espectro que se obtiene proporciona informacién del tipo y el
namero de hidrégenos (por integracién) que contiene una molécula (alifaticos,
aromaticos, olefinicos, geminales y/o unidos a heteroatomos, etc.), permitiendo
elucidar su estructura. El rango de desplazamiento quimico tipico es de 0-20
ppm y las sefiales por lo general son finas. Los célculos de la constante de
acoplamiento entre nucleos vecinos ayudan a identificar a los hidrégenos

conectados a través del esqueleto molecular .
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Figura N° 17. Espectro de RMN-'H de la 20B-hidroxitingenona.
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CUADRO N° 1. Desplazamiento quimico mas representativo en RMN-'H para
glicosidos cardiotOniCos o, i, 2,2, 29

Desplazamiento Quimico & (ppm)

Proton CD30D C5D5N CDCI3 CDCI3-C5D5N
~ ~ _ = 3.14 (1H, ddd,
H-3 [=4.12(1H,sa) | =4.13(1H,sa) | =4.03 (1H, s a) 1=13.0,12.0, 5.0 H2)
H-17 | =2.834 (1H, m) | =2.82 (1H,m) _— =2.62 (1H, dd, J=9.6, 4.8
Me-18 | =0.92(3H,s) | =1.08(3H,s) | =0.87 (3H, s) = 0.69 (3H, s)
Me-19 | =0.82(3H,s) | =0.90(3H,s) | =0.93(3H,s) e
H-21a ~5.02 (1H,dd, | =5.31 (1H, dd, | =4.97 (1H,d a, [=4.90 (1H, dd, J=18.0, 2.0
J=18.8,1.7Hz)[J=185,15Hz)| J=18.1H2z) Hz)

H-21b ~4.91(1H,dd, | ®5.09 (1H, dd, | =4.81 (1H,d a, |=4.67 (1H, dd, J=18.0, 2.0
J=18.8,1.7Hz)|J=185,15Hz)| J=18.1Hz) Hz)

H-22 | =589 (1H,sa) | =6.14 (1H,sa) | =5.87 (1H, s a) =5.73 (1H, s)

3.6 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

fisiol6gicas, bioquimicas y genéticas us z so-

Los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran numero de

disciplinas y aproximaciones al estudio del fenébmeno celular como son, la

actividad intracelular, flujo intracelular, ecologia celular, interacciones celulares,

etc (18, 28, 30)
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Como ejemplo de éareas de investigacion fuertemente dependientes de las
técnicas de cultivo celular estan: virologia, investigacion del cancer,
inmunologia, ingenieria de proteinas, estudios de interaccion y sefalizacion
celular, aplicaciones diagnésticas, aplicaciones médicas, aplicaciones

industriales, agrondmicas y otras muchas s »s .

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 consideracion. Como ventajas

podemos citar:

a) Permiten un control preciso y fino del medio ambiente. En un cultivo se
pueden controlar todos los factores del medio: Fisico-quimicos (pH,
temperatura, presion osmatica, niveles de O,, CO,, tension superficial...), y
fisiol6égicos (hormonas, factores de crecimiento, densidad celular).

b) 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 numero
elevado de réplicas idénticas.

c) Economia. Suponen una economia en el uso de reactivos o drogas a
estudiar pues al realizarse en volimenes 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 VIiVO s, s
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En cuanto a las desventajas del cultivo celular:

a) Técnica sensible. El crecimiento de las células animales es mucho mas
lento que el de los contaminantes méas habituales (hongos, levaduras,
bacterias, micoplasmas, etc) y ademés 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.

b) 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.

c) Inestabilidad us s, s0.

Entre algunas de las células mas comunmente utilizadas son:

a) Lineas celulares humanas

1. Hep-G2(cancer de higado)

2. DU145 (cancer de prostata)

3. Lncap (cancer de prostata)

4. MCF-7 (cancer de mama)

5. MDA-MB-438 (cancer de mama)
6. PC3 (cancer de proéstata)

7. T47D (cancer de mama)

8. THP-1 (leucemia mieloide aguda)


http://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
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
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9. U87 (glioma)
10. SHSY5Y células de neuroblastomas humano, clonadas a partir de
mieloma multiple

11. Saos-2 cells (cancer GS€O0) us, 2 ).

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) s s, o


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, prospectivo y
experimental, debido a que dicha investigacion se basa en estudios realizados
anteriormente y a la vez que propone una nueva alternativa mediante datos
obtenidos experimentalmente, ademas es hipotético-deductivo ya que a partir
de la informacion retomada de las referencias bibliogréficas, permite formular la

siguiente hipétesis:

- Las fracciones procedentes de los extractos hidroalcohdlicos del epicarpo
y las semillas de los frutos de Thevetia ahouia y Thevetia peruviana,
poseen actividad anticancerigena frente al carcinoma de cuello uterino,

cancer de pulmén y adenocarcinoma humano de mama.

La metodologia del presente estudio se divide en tres etapas:

4.1.1 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

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

Salvador.
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- Revistas cientificas, Ej.: Journal of Natural Products, Journal of Organic

Chemistry, Phytochemistry, entre otras.
- SciFinder Scholar (base de datos del American Chemical Society).
- Internet.
4.1.2 INVESTIGACION DE CAMPO.

El universo de la investigacion es la Familia Apocynaceae, en donde las
muestras utilizadas son Thevetia ahouia y Thevetia peruviana; las cuales

fueron recolectadas en:

- Calle Washington, residencial Simon Bolivar, San Salvador, El Salvador,
para Thevetia ahouia, durante los meses de diciembre de 2007, enero,

febrero y marzo de 2008.

- Avenida Morazéan y calle las violetas, residencial Santa Fe, San Salvador,
El Salvador, para Thevetia peruviana, en los meses de enero y febrero

de 2008.
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4.1.3 INVESTIGACION DE LABORATORIO

4.1.3.1 PARTE EXPERIMENTAL.

RECOLECCION DE LOS FRUTOS DE
Thevetia ahouia y Thevetia peruviana.

SEMILLAS

SECADO

[ MACERACION DE EPICARPOS Y SEMILLAS POR ]

[SEPARACION DE LOS EPICARPOS Y]

SEPARADO POR 72 HORAS CON ETANOL 60%
I

[ REFLUJO POR 24 HORAS NO CONSECUTIVAS ]

FILTRADO

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
EPICARPOS O SEMILLAS

[ PARTICION LIQUIDA CON n-HEXANO, ]

DICLOROMETANO Y ACETATO DE ETILO.

/\

FRACCION DE FRACCION DE ] FRACCION DE
n-HEXANO DICLOROMETANO || ACETATO DE ETILO

EPICARPOS DE| || EPICARPOS DE| | |EPICARPOS DE
| T. ahouia T. ahouia T. ahouia
SEMILLAS DE _[ SEMILLAS DE ]
| T. ahouia T. ahouia [
EPICARPOS DE EPICARPOS DE EPICARPOS DE
T. peruviana T. peruviana T. peruviana
[ [ SEMILLASDE | .| SEMILLASDE | |_| SEMILLAS DE
T. peruviana T. peruviana T. peruviana

Figura N° 18. Esquema de trabajo

)

)

SEMILLAS DE]
T. ahouia
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Continuacién del esquema de trabajo.

[ FRACCIONES ]

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA
(identificacion de glicésidos cardioténicos)

PRUEBA POSITIVA
(reveladores de Kedde y Baljet)

ANALISIS ACTIVIDAD
ESPECTROSCOPICO BIOLOGICA

- ACTIVIDAD
[ RMN_:LH] CUANTIFICACION DE [ ; ]
@ [GLICOSIDOS CARDIOTONICOS ANTICANCERIGENA

-HelLa (carcinoma humano de cuello uterino).
-A-549 (cancer humano de pulmén).
-MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama)

Figura N° 18 Esquema de trabajo.

4.1.3.1.1 Preparacioén de las muestras a investigar.

A continuacion de la recoleccion de los frutos maduros, estos fueron lavados
para eliminar cualquier contaminante externo. Posteriormente fueron separados
en epicarpos y semillas; en los caso de los epicarpos estos fueron fraccionados
para asi obtener un mejor secado del material vegetal. A las semillas de

Thevetia ahouia se les eliminé el endocarpo del fruto, éstas se secaron a
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temperatura ambiente, posteriormente fueron fraccionadas antes de su

utilizacion para lograr una mejor extraccion de los componentes.

4.1.3.1.2 Obtenciéon de los extractos hidroalcohdlicos tanto de los
epicarpos y semillas por separado de Thevetia ahouia como epicarpo y

semillas de Thevetia peruviana.

Las muestras previamente secadas y pesadas; fueron extraidas por separados,
macerandolas durante 72 horas y luego colocandolas a reflujo por 24 horas,
utilizando como disolvente etanol al 60%, obteniéndose asi el extracto

hidroalcohélico.

4.1.3.1.3 Obtencién de las fracciones

A cada uno de los extractos hidroalcohdlicos, se le realizaron tres extracciones
liquido-liquido con n-hexano (eliminacién de grasas), con posterior recuperacion
del solvente, obteniendo asi la fraccion n-hexanica. Se colocaron de nuevo el
extracto hidroalcohdlico en la ampolla de separacién y se le realizaron tres
extracciones con diclorometano y luego de igual manera que la anterior con
acetato de etilo, con posterior recuperacion de cada uno de los disolventes;

obteniéndose al final un total de doce fracciones.
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4.1.3.1.4 Andlisis por cromatografia de capa fina.

El andlisis por cromatografia en capa fina de las fracciones de n-hexano,
diclorometano y de acetato de etilo, procedentes de los extractos
hidroalcohdlicos de epicarpos, y de semillas de T. ahouia y T. peruviana; se
realizaron con el objetivo de identificar los glicésidos cardiotonicos presentes en
cada fraccién; para lo cual se utilizaron reveladores especificos para estos
metabolitos, esta se realiz6 sobre una placa de gel de silice tipo G, de 0.25 mm

de espesor, donde se utilizaron las siguientes condiciones:

Fase estacionaria: placa cromatografica de silica gel de 10 x 20 cm (Polygram

Sil G/Uv Macherey-Nagel).

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

Muestras: fracciones n- hexanica, diclorometanica y de acetato de etilo, de los
extractos hidroalcohdlicos de los epicarpos, y semillas de Thevetia ahouia y

Thevetia peruviana (12 fracciones en total).

Testigo: digitoxigenina (calidad reactivo).
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HO

DIGITOXIGENINA

Figura N° 19. Estructura de la digitoxigenina.

Reveladores:

- Reactivo de Kedde:

a: 2.0 g de &cido 3,5-dinitrobenzoico en 100 mL de metanol.

b: 5.7 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua.

Mezclar a'y b en proporciones iguales, y rociar s,

- Reactivo de Baljet:

a: 1.0 g de acido picrico en 100 mL de etanol al 95%.

b: 10.0 g de hidréxido de sodio en 100 mL de agua.

Mezclar a'y b en proporciones iguales, y rociar .



66

4.1.3.1.5 Analisis espectroscopico.

Dentro de los andlisis espectroscopicos realizados estan:

- Espectroscopia Infrarroja: Avatar 330 FT-IR, marca Thermo Nicolet.

- Espectroscopia Ultravioleta: PharmaSpec UV-1700, marca Shimadzu

- Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 500 MHz, marca

Bruker.

4.1.3.1.6 Cuantificacion de glicosidos cardioténicos.

La determinacion de los glicésidos cardioténicos fue expresado como digoxina

(C41Hs4014); la técnica utilizada es detallada a continuacion:

Digoxina

Figura N° 20. Estructura de la digoxina.
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- Disolver 40 mg de muestra en alcohol R y diluir con el mismo solvente a
50 mL. Diluir 5.0 mL de la solucién a 100 mL con alcohol R. Preparar una
solucién referencia de igual manera, usando 40 mg de digoxina CRS. A
5.0 mL de cada solucion agregar 3.0 mL de solucién alcalina de picrato de
sodio, protegerlo de la luz por 30 minutos 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 solucion alcalina de picrato de sodio

preparada al mismo tiempo ,.

Calcular el contenido de C41Hg4014 de la determinacion de la absorbancia

y la concentracion de la solucion.

4.1.3.1.7 Determinacion de la actividad anticancerigena.

La determinacion de la actividad anticancerigena de las diferentes fracciones
con presencia de glicosidos cardioténicos fueron realizadas en el Departamento
de Microbiologia y Biologia Celular de la Universidad de La Laguna, Tenerife,
Espafia, por la Dra. Laila Mouijir; utilizando una técnica validada por el
laboratorio, por tal razén la técnica no es detallada en esta investigacion.
Las lineas celulares ensayadas fueron:

- Hela (carcinoma humano de cuello uterino).

- A-549 (cancer humano de pulmén).

- MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama)
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Las lineas celulares se cultivaron en monocapas, en medios Dulbecco Eagle
modificado, DMEM (Sigma), suplementado con 5% de suero fetal de bovino
(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
anticancerigena se evalu6 a través del colorimétrico de 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) se incubaron
en una placa con 96 pocillos; las fracciones positivas a las pruebas para
glicésidos cardiotonicos, se disolvieron a diferentes concentraciones en
dimetilsulféxido (DMSO). Después de 48 6 72 h se midio la densidad éptica
utilizando un lector micro ELISA (Multiskan Plus II) a 550 nm después de la
disolucién de la MTT formazan con DMSO. EIl porcentaje de viabilidad (ICsp) se
calculo por medio de una curva. Todos los experimentos se repitieron tres

veces.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

Tras la recoleccion de los frutos, estos fueron separados en epicarpos y
semillas, de donde posteriormente se obtuvo cada uno de los extractos
hidroalcohdlicos.

A continuacion se presenta el peso del material vegetal seco del que se partio
para obtener los respectivos extractos hidroalcohodlicos y las subsiguientes
fracciones, estos pesos fueron utilizados para determinar el contenido total de

glicésidos cardiotonicos en cada parte del fruto.

Parte de Peso del
Especie la planta material
vegetal

Thevetia | Epicarpo 57.89
ahouia | genjja 200.3 g
Thevetia Epicarpo 389.0¢g
Peruviana | gemijlla 302.4 g

CUADRO NF° 2 Peso del material vegetal seco.

5.1 RESULTADOS DEL ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Este analisis fue utilizado para determinar la presencia de glicésidos
cardiotonicos en cada una de las fracciones, mediante la utilizacion de reactivos
reveladores (reactivo de Kedde y de Baljet) propios para estos metabolitos; para
la cual fue utilizada una fase moévil compuesta por acetato de etilo : metanol :

agua (8:1:1) y como testigo la digitoxigenina.
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Extracto hidroalcohdlico de epicarpo y semilla de T. ahouiay
extracto hidroalcohdlico de epicarpo y semilla de T. peruviana

Y
( Presencia de glicésidos cardioténicos}

(revelador de Kedde y Baljet)

Fraccion *

_ Fracciér] *
n-hexanica diclorometanica de AcOEt
Y /

' Positivo ' ' Positivo '

* Tanto para epicarpo y semillas de Thevetia ahouia como para epicarpo y

Fraccién *]

semillas de Thevetia peruviana.

Figura N° 21. Fracciones con presencia de glicésidos cardioténicos.

A través de la realizacion de la cromatografia de capa fina se identifico la
presencia de glicosidos cardioténicos en las fracciones diclorometanica y de
acetato de etilo, obtenidas a partir del extracto hidroalcohdlico de epicarpos y
del extracto hidroalcohdlico de semillas de cada una de las especies en estudio;
debido a esto la fraccion n-hexanica no sera tomada en cuenta para los analisis
espectroscopicos ni para la realizacion de la prueba anticancerigena in vitro.

De los reveladores utilizados, el que presentd6 mejor resultado en la
investigacién de glicosidos cardiotonicos es el reactivo revelador de Baljet; ya
gue con éste solo se presentan las manchas caracteristicas de estos
metabolitos (manchas color naranja); mientras que el reactivo revelador de

Kedde muestra otras manchas ademas de las caracteristicas para glicésidos
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cardiotonicos (manchas color violetas), por lo que se puede confirmar que el
reactivo mas selectivo para estos metabolitos es el reactivo revelador de Baljet

(Ver anexo 2).

CUADRO N° 3. Resultado de la evaluaciéon cromatografica, de los diferentes
fracciones procedentes de los epicarpos y semillas de Thevetia ahouia y T.
peruviana.

Fraccion 5 Ridelamancha | o ion g R; de la mancha
NO Fraccion (revelada con NO Fraccion (revelada con
Baljet) Baljet)
0.33
0.36
Epicarpo de Epicarpo de T. 0.46
. 0.15 ' 0.50
1 T. ahouiaen 0.38 5 peruviana en 0.60
CH,CI, CH,Cl, 0.69
0.73
0.79
Epicarpo de 0.26 Epicarpo de T. 0.23
2 T. ahouia en 0'50 6 peruviana en 0.36
AcOEt ’ AcOEt 0.48
0.14 0.10
0.14
0.20 019
Semillas de 0.26 Semillade T. '
: ) 0.25
3 T. ahouia en 0.30 7 peruviana en 0.30
CH,CI, 0.68 CH,Cl, '
0.60
0.74
0.85 0.70
' 0.81
Semillas de 0.10 Semillas de T. 0.13
4 T. ahouia en 0.15 8 peruviana en 0.20
AcOEt 0.21 AcOEt 0.25

Digitoxigenina como testigo con un R; de 0.80
Fase movil: Acetato de etilo: Metanol: Agua (8:1:1).
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Es evidente la similitud en el perfil cromatografico entre las especies de
Thevetia ahouia y T. peruviana, con la Unica excepcion de las fracciones de
epicarpo extraidas con diclorometano, donde se presentd una mayor cantidad
de manchas en la fraccion de epicarpo de T. peruviana en CH,Cl, que las
obtenidas en la fraccion de epicarpo de T. ahouia en el mismo solvente.

Debido a la afinidad polar entre los solventes utilizados y los diferentes
cardiotonicos, se observdé un mayor numero de manchas en las fracciones
extraidas con diclorometano que en las extraidas con acetato de etilo.
Comparando el R; del testigo (Digitoxigenina) con los diferentes R; de las
fracciones, se observa la presencia tanto de cardiotonicos en forma de
glicosidos (Rf < 0.5) y en forma de genina (Rs > 0.6). (Ver anexo N°2).

La presencia de la genina cardioténica, puede deberse al proceso de secado o

a que éstas se encuentran de forma natural en el vegetal.



5.2 ANALISIS ESPECTROSCOPICO

5.2.1 Espectroscopia Infrarroja.

Y%Transmittance

....................................

W avenumbers (cm-1)

Figura N° 22. Espectro IR de digitoxigenina (testigo).
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Figura N° 23. Espectro IR de fraccion 1, Epicarpo de T. ahouia en CH,Cls.
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Las ocho fracciones examinadas por espectroscopia infrarroja mostraron

glicésidos cardiotonicos 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™, ademas

de bandas caracteristicas de la lactona o-p-insaturada propia de estos

metabolitos, a 1450-1635 (C =C)y 1735 (C = O). (Ver anexo N° 3).

CUADRO N°4. Bandas de absorciéon en Infrarrojo, mas caracteristica en

glicésidos cardiotdnicos presentes en cada una de las fracciones y testigos.

N Bandas de absorcién (cm™)

Fraﬁlﬁ'on OH CH3 c=c coCc | c=0
3600-3700 | 2870-2960 | 1450- 1635 | 1020-1270 | 1735

1 + + + + +

2 + + + + -

3 + + + + +

4 + + + + +

5 + + + + -

6 + + + + -

7 + + + + +

8 + + + + -

Digitoxigenina + + + + +

Digoxina + - + - -

+ = Presencia positiva de la banda de absorcién.
- = No se presenta la banda de absorcion.



5.2.2 Espectroscopia ultravioleta.

0100 T T T T

2132 nm 0.0

=

]
< 0.050

-0.00z . L L .
20000 22000 24000 2E0.00 22000  =200.00
Nm.

Figura N° 24. Espectro UV de la digitoxigenina (testigo).

0.137 : : : :

0,100

Ab=s.

0,050

0.023 | . | |

200,00 220.00 240.00 260.00 28000 =00.00
nim.

Figura N° 25. Espectro UV fraccion 1, Epicarpo de T. ahouia en CH,Cl..
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Todas las fracciones presentaron un maximo de absorbancia entre 200 a 300
nm, que comparados con los testigos nos indica la presencia de lactonas a-B-

insaturada tipica de glicésidos cardiotonicos. (Ver anexo N° 4)
CUADRO N° 5. Absorbancia y longitud de onda maxima en ultravioleta de cada
una de las fracciones y testigo.

iError! No se pueden crear objetos modificando c6digos de campo.
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5.2.3 Resonancia Magnética Nuclear de Proton.

CUADRO N° 6. Desplazamiento quimico de los protones mas caracteristico
para glicosidos cardiotonicos de las fracciones y testigos en
los espectros de RMN-H.

Desplazamiento Quimico & (ppm)

Proton Fracciones *
Digitoxigenina? Digoxina ®
(1-8)
H-3 3.15- 3.82 (m) 2.80 (1H, d, J = 5.0 Hz) 3.25 (1H, d, J = 5.0 Hz)
H-17 2.29 (1H, s) 2.15 (1H, m J= 4.8 Hz) 2.03 (1H, m)




Me-18 0.86 (3H, s) 0.9 (3H, s) 0.98 (3H,s)
Me-19 0.79 (3H, s) 0.98 (3H,5s) 0.83 (3H, s)
H-21a, 5.06
H-21 4.88 (2H, m) (1H’H(f"2‘1]b:, 14%12HZ) 4.95 (2H, m)
(1H, d, J = 18.1 Hz)
H-22 5.85 (1H, s) 5.87 (1H, s) 5.94 (1H, s)
OH-O0A, 3.15 - 3.82 (m)

! Espectro de RMN-'H (D,0, 500 MHz)
2 Espectro de RMN-'H (CDCl;, 500 MHz)
3 Espectro de RMN-'H (MeOD, 500 MHz)

En los espectros de RMN-'H (D,O, 500 MHz) de las fracciones se observaron
sefales a o4 0.79 (3H, s, Me-19), 0.86 (3H, s, Me-18), 2.29 (1H, s, H-17pB), 3.15
- 3.82 (m, H-3, OH-OA,), 4.88 (2H, m, H-21) y 5.85 (1H, s, H-22). Todos estos
datos y la comparacién con los espectros de RMN-'H de la digitoxigenina y la

digoxina (testigos), nos permiti6 establecer que las fracciones presentan

glicosidos cardiotdnicos. (Ver anexo N° 5).
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Figura N° 27. Espectro de RMN-'H de fraccién 3, Semillas de T. ahouia en CH,Cl, (D-O, 500 MHz)



81

5.3 RESULTADO DE LA PRUEBA DE CUANTIFICACION DE GLICOSIDOS

CARDIOTONICOS.

Ejemplo de calculos para la determinacion de glicosidos cardiotonicos

expresados como digoxina .

CUADRO N° 7 Datos del estandar.

Estandar Peso valoracion Factor de Concentracion Absorbancia
dilucién
Digoxina 0.010g 99.6 % 200 49.8 pg/mL 0.512
(para uso)

Formula usada:

_(CSHAMX)

A ST FD

C Mx

Donde:

C Mx = Cantidad de glicésidos cardiotonicos en la muestra.
C St = Concentracion del estandar usado en el analisis.

A Mx = Absorbancia de la muestra.

A St = Absorbancia del estandar.

FD = Factor de diluciéon de la muestra.
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Ejemplo: cantidad de glicésidos cardiotonicos obtenidos en la fraccion 1,

epicarpo de T. ahouia en CH,Cl, (prueba realizada por triplicado).

(498 pg /mL)(0.522) (498 pg /mL)(0.556)
C.fracc11= BE 100 Cfracc12= 3510 100
C fracc. 1.1 = 5.06 mg Cfracc. 1.2=541 mg

(49.8 pg /mL)(0.539)
0512

100

Cfracc13=

Cfracc1.3=524mg

Contenido promedio de fraccion 1 = 524 mg de glicdsidos cardioténicos.

e Intervalo de confianza de la medida para muestras pequefias al 95% de

confianza .

Formula a usar:

IC (u)=X % t__,SK"

Donde:

X = Media aritmética X =Tx

t.,= Valor de tabla
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o]

S = Desviacion estandar S = ||E“:_'f:"
n = Numero de muestras

Para muestra 1:

Media:

%= 5.08+541+524 % = 5.24 mg

3

Desviacion estandar:

||{5.DB —524) + (541 —524) + (5.24 — 5.24)2
|

S =
N 3-1

5=0.165

Para t .1 los grados de libertad son: 3 - 1 = 2; por tanto el valor de t ,.; en tabla

es de 4.30 para dos grados de libertad al 95% de confianza ).

IC (u)=524 + 430(0.165/V3)

LS

565 mg

LI 483 mg

Obteniendo un resultado para la muestra uno de 5.24 + 0.41 mg con un

intervalo de confianza del 95% .
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CUADRO N° 8. Contenido de glicésidos cardiotonicos de cada una de las

fracciones.
Contenido de Glicésidos Cardiotonicos,
Fraccion |  Tipo de P]?SO dela| Peso de las expresado como digoxina.
NO muestra raccion muestra
a
(9) (mg) Muestras Fraccién
(mg) (9)
Epicarpo de
1 T. ahouia en 14.050 32 5.24+041 2.3
CH,Cl,
Epicarpo de
2 T. ahouia en 0.142 35 7.36+1.25 0.03
AcOET
Semillas de
3 T. ahouia en 4,998 35 32.34 +4.59 4.62
CH,Cl,
Semillas de
4 T. ahouia en 2.083 63 33.66+1.34 1.11
AcOEt
Epicarpo de
5 T. peruviana 1.566 71 9.21+0.32 0.20
en CH,Cl,
Epicarpo de
6 T. peruviana 0.229 56 442 +0.33 0.02
en AcOET
Semillas de
7 T. peruviana 4.353 74 7.61 +0.46 0.45
en CH,CI,
Semillas de
8 T. peruviana 0.422 66 11.48 £ 0.97 0.07
en AcOEt

a.Datos promedios de andlisis realizado por triplicado.
b.Resultados con intervalo de confianza del 95%.
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Rendimiento de glicésidos cardiotonicos en cada uno de las fracciones.

Ejemplo de célculos utilizando datos de la fraccion 1 y fraccion 2.

- Fracciéon 1
0032g « 000524g _ (0.00524 g)(14.050 g) _
140509 — X, X = 00329 X,=2300
Porcentaje de glicésidos cardioténicos en la fraccion 1.
14050g < 100% _ (2.300 g)(100%) _ o
2300g = X X= 14.050 g X=16.4%
- Fraccioén 2
0350g « 0.00761g _ (0.00761 g)(0.142 g) _
01429 — X, Xz = 0035g X,= 0039
Porcentaje de glicésidos cardiotdnicos en la fraccién 2.
01429 < 100% _ (0.030 g)(100%]) _ o
0030g < X X= 0.142¢ X=211%

- Contenido de glicosido cardioténicos en el epicarpo de Thevetia ahouia

(fraccion 1y 2)
dX o+ X% = 2309 + 003g=233g

Porcentaje en el epicarpo de T. ahouia.

5780g < 100% x - (233)(100 %)

2339 o X 5789 X=4.05%




CUADRO NP° 9. Porcentaje de glicosidos cardiotonicos de cada fraccion.
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Fraccion N° Peso de la Porcentaje de Glicésidos
fraccion (g) Cardioténicos (%)
1 14.050 16.4
2 0.142 21.1
3 4.998 92.4
4 2.083 53.3
5 1.566 12.8
6 0.299 8.7
7 4.353 10.3
8 0.422 16.6
CUADRO N° 10. Contenido y porcentaje de glicésidos cardiotdnicos en

epicarpo y semilla de Thevetia ahouia y T. peruviana, en
base a material vegetal seco.

Parte de Peso del Contenido de glicésidos P .
: : L orcentaje
Especie la planta material cardiotonicos, expresados (%)
vegetal como digoxina

Thevetia | Epicarpo 57.89 2339 4.03

ahouia | gemilia 200.3 g 573 g 2.86

_ Epicarpo 389.0¢g 0.22 ¢ 0.06
Thevetia

peruviana |- semiiia 302.4 g 0.52 g 0.17
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Los resultados obtenidos durante la determinacién de glicosidos cardiotdnicos
expresados como digoxina ., indican una presencia considerable de glicosidos
cardiotonicos dentro de cada una de las fracciones obtenidas y por tanto un
porcentaje significativo en cada una de las partes del fruto.

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.

De las fracciones obtenidas, la que presentdé mayor porcentaje de glicésidos
cardiotonicos fueron las procedente de las fracciones de semillas de Thevetia
ahouia tanto en diclorometano (92.4%) como en acetato de etilo (53.3%); sin
embargo en el contenido total de glicésidos cardiotonicos, a partir del material
seco, se obtuvo en mayor porcentaje en el epicarpo de Thevetia ahouia que de
las semillas; mientras que en los frutos de Thevetia peruviana se obtuvo una
mayor presencia en las semillas que lo encontrado en los epicarpos de esta
misma especie. Presentandose un mayor porcentaje de glicdsidos cardiotonicos

en los frutos de Thevetia ahouia.
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5.4 RESULTADO DE LA ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA in vitro.

CUADRO N° 11. Resultado de la actividad anticancerigena en cada unas de las

fracciones.
- HelLa A-549 MCF-7 Vero*
[0}
" FRACCION e (ugimL) | ICs (ug/mL) | 1Cso(Hg/mL) | 1Cso (g/mL)
Epicarpo de T.

! ahouia (CH,Cl,) >100 >100 >100 >100
Epicarpo de T.

2 ahouia (ACOEY) >100 >100 >100 98.83
Semillas de T.

3 ahouia (CH,Cly) 1.54 0.15 1.02 0.6
Semillas de T.

4 ahouia (AcOEY) 2.54 1.62 4.02 3.64
Epicarpo de T.

> peruviana (CH,Cl,) 1.59 0.14 0.99 0.53
Epicarpo de T.

6 peruviana (AcOEt) >100 >100 >100 >100
Semillas de T.

! peruviana (CH,Cl,) 0.41 0.03 0.23 0.21
Semillas de T.

8 peruviana (AcOEY) 8.92 3.87 14.55 13.64
G.C.** Digoxina 0.5 0.53 0.27 0.18
G.C.** Digitoxigenina 0.13 0.055 0.12 0.19
Control . 5
Positivo Mercaptopurina 0.5 8 0.24 11.5

* Células Vero: Linea celular no tumoral de rifidn de mono verde africano.

** G.C.: Glicésido cardiotonico.
ICso : Porcentaje de viabilidad.

>100 : No presenta actividad frente a la linea celular.
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Entre las fracciones que mostraron actividad anticancerigena estan: fraccioén de
semillas de T. peruviana (CHCl,), frente a las lineas HelLa (carcinoma humano
de cuello uterino) y MCF-7 (adenocarcinoma Humano de mama) ; fracciones de
semillas de T. ahouia (CH,Cl,), semillas de T. ahouia (AcOEt), epicarpo de T.
peruviana (CH,Cl,), semillas de T. peruviana (CH.Cl;) y semillas de T.
peruviana (AcOEt) frente a la linea celular A-549 (cancer humano de pulmén);
cuyos valores de ICsy resultaron incluso menores que la mercaptopurina,
utilizada como control positivo, ya que se necesita una menor concentracion de
la fraccion para que ejerzan mejor accion anticancerigena. Sin embargo, solo
las fracciones de semillas de T. ahouia en AcOEt (ICso = 3.64) y semillas de T.
peruviana en AcOEt (ICsp = 13.64) presentaron toxicidad media y débil frente a
las células Vero (células normales) ., comparando este valor con el resultado
obtenido a partir de la mercaptopurina (ICsp = 11.50) utilizada como control
positivo, ya que con valores con mayor ICso Son menos citotoxicas, siendo las
demas fracciones altamente toxicas frente a las células normales ya que ICsy de

cada una de estas son menores a uno.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES.

1. En el andlisis por cromatografia de capa fina de los epicarpos y semillas
de los frutos de Thevetia ahouia y Thevetia peruviana, muestra la
presencia de glicésidos cardiotonicos en las fracciones de diclorometano
y de acetato de etilo, pero no en las fracciones de n-hexano, debido a
que esta no presento manchas caracteristicas para estos metabolitos
frente a los reactivos reveladores propios para glicésido cardiotonicos

(reactivo de Kedde y de Baljet).

2. De los reveladores utilizados en el andlisis por cromatografia de capa
fina (reactivo de Kedde y de Baljet), el que presenta mejor selectividad
para glicésidos cardioténicos fue el del reactivo de Baljet; debido a que
este solamente presenta las manchas correspondiente a estos

metabolitos.

3. Se comprobo la similitud en el perfil cromatogréafico entre los epicarpos y
semillas de T. ahouia y T. peruviana, excepto en la fracciones de
epicarpos extraidas con diclorometano, donde se presento un mayor
namero de manchas en la fraccion de epicarpo de T. peruviana, que de

la fraccién de epicarpo T. ahouia en el mismo solvente.
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4. Se demostrd la presencia de cardiotonicos tanto en forma de glicésido
(Rt < 0.5) como de genina (R; > 0.6), 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.

5. Se comprobé mediante los resultados obtenidos durante toda la
investigacién que es necesario la utilizacion de diclorometano y acetato
de etilo como solventes de extraccion, para asi obtener un buen
rendimiento y presencia de glicésidos cardiotdnicos en cada una de las

fracciones.

6. Se demostr6 mediante la prueba de cuantificacion de glicésidos
cardiotonicos expresados como digoxina, que la especie que presentd

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

7. En la determinacion de la actividad anticancerigena las fracciones de
semillas de T. ahouia en AcOEt y semillas de T. peruviana en AcOEt
presentaron actividad frente a la linea celular A-549 (cancer humano de
pulmén) y a la vez mostraron toxicidad media y débil respectivamente
frente a las células Vero (células normales); convirtiéndose éstas en las
mas prometedoras como agentes anticancerigenos, frente a la linea

celular A-549.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Realizar la recoleccion de los frutos en la etapa de maduracién; ya que en

este periodo hay mayor presencia de glicésidos cardioténicos en el fruto.

2. Utilizar diclorometano y acetato de etilo durante el fraccionamiento, para
obtener asi un mejor rendimiento de glicésidos cardiotdénicos en cada una de
las fracciones, tomando como base los resultados obtenidos durante la

cuantificacion de glicésidos cardiotonicos.

3. Cuantificar los glicésidos cardioténicos en cada fraccion, expresando estos
como digoxina, tomando como referencia la norma CPMP/QWP/2819/00 y
EMEA/CVMP/814/00 de la Agencia Europea de Inspeccion de Medicamentos
(EMEA); la cual establece que los productos naturales puede ser expresado
su contenido en base a un compuesto puro, en este caso la digoxina,

tomando para ello una técnica establecida por la Farmacopea Italiana.

4. Continuar el fraccionamiento de cada unas de las muestras con presencia de
estos metabolitos, con la finalidad de aislar los glicésidos cardiotonicos

responsables de la actividad anticancerigena.

5. Continuar la busqueda de especies vegetales ricas en glicosidos
cardiotonicos que sean mas potentes como anticancerigenos y menos

toxicos.
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6. Dar a conocer a la poblacion sobre los efectos toxicos de estas especies, ya

gue estas son usadas principalmente como plantas ornamentales.
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GLOSARIO 6 32 10

Baya:

Fruto totalmente carnoso y blando, con una o mas semillas.

Catartico:
Agente que provoca la evacuacion intestinal mediante mediante la
estimulacién de la peristasis, aumentando la fluidez o el volumen del
contenido intestinal, reblandeciendo las heces o lubricando la pared

intestinal.

Diurético:
Farmaco que incrementa el volumen de orina actuando
principalmente sobre los rifiones y produciendo una pérdida de sales

y agua del organismo.

Drupa:

Fruto con mesocarpo carnoso y endocarpo duro (lignificado); contiene

solamente una semilla.

Emeético:

Sustancia capaz de estimular el vomito.



Endocarpo:

Tejido que se forma en el interior de los frutos carnosos del grupo de
las drupas y cuya funcién es proteger a la semilla.

Espectroscopia:

Término general empleado para describir técnicas que se basan en la
medicion de absorcién, emision, o fluorescencia de la radiacién

electromagnética.

Febrifugo:

Sustancia o procedimiento capaz de disminuir la fiebre.

Insuficiencia cardiaca:
Trastorno en el que el corazén no es capaz de mantener un bombeo
de sangre adecuado en relacion al retorno venoso y a las
necesidades de los tejidos en cada momento.

Linea celular:

Estan formadas por células que se diferencian genética y
morfologicamente de las células de las que se originaron. Pueden

provenir de células que se derivan de tumores o de un proceso de



transformaciéon 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.



ANEXOS



ANEXO N°1

PLACAS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA REVELADAS CON

EL REACTIVO DE KEDDE Y BALJET
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Figura N° 28. Placa cromatografica revelada con reactivo de Kedde
(Manchas de color violeta presencia de glicésidos
cardiotonicos).
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Figura N° 29. Placa cromatografica revelada con reactivo Baljet

(Manchas de color naranja presencia de glicésidos
cardioténicos).



ANEXO N° 2

ESPECTRO INFRARROJO
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Figura N° 30. Espectro IR de la fraccidon 3, Semillas de T. ahouia en CH,Cl,.
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Figura N° 31. Espectro IR de fraccion 5, Epicarpo de T. Peruviana en CH,Cl..




ANEXO N° 3

ESPECTRO ULTRAVIOLETA
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Figura N° 32. Espectro UV de la fraccion 3, Semillas de T. ahouia en CH,Cl,.
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Figura N° 33. Espectro UV de la Fraccion 7, Semillas de T. peruviana en

CHxCly.



ANEXO N° 4

ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON
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Figura N° 34. Espectro de RMN-'H Digoxina (MeOD, 500 MHz).
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Figura N° 35. Espectro de RMN-H de fraccién 7, semilla de T. peruviana en CH,Cl, (D,O, 500 MHz).



ANEXO N°5

TECNICA MODIFICADA PARA LA DETERMINACION DE

GLICOSIDOS CARDIOTONICOS EXPRESADOS COMO DIGOXINA.



Técnica de analisis modificada.

Disolver una cantidad aproximada a 40 mg de muestra en alcohol R y diluir con
el mismo solvente a 10 mL. Diluir 1.0 mL de la solucién a 10 mL con alcohol R
(hacer ajuste en las diluciones si es necesario). Preparar una solucion
referencia de igual manera, usando 10 mg de digoxina CRS disolver en alcohol
R y diluir con el mismo solvente a 10 mL. Diluir 1.0 mL de la solucién a 10 mL
con alcohol R. Diluir 5.0 mL de la solucién a 10 mL con alcohol R. A 5.0 mL de
cada solucion agregar 3.0 mL de solucion alcalina de picrato de sodio,
protegerlo de la luz por 30 minutos y determinar la maxima absorbancia de cada
solucion a 495 nm, usando como blanco una mezcla de 5.0 mL de alcohol Ry

3.0 mL de solucién alcalina de picrato de sodio preparada al mismo tiempo.

Calcular el contenido de C41Hg4014 de la determinacion de la absorbancia y la

concentracion de la solucién.



ANEXO N° 6

RESULTADOS DEL CONTENIDO DE GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

EN LAS FRACCIONES, EXPRESADOS COMO DIGOXINA.



Cuadro N° 12.

Resultados de la prueba de contenido de glicésidos
cardioténicos expresados como digoxina.

Peso de | Peso de Eactor Contenido de Glicésidos
Fraccion | Tipo de la las Absorbancia de Cardioténicos, expresado
N° muestra | fraccion | muestras dilucion como digoxina.
(9) (mg) Muestras Fraccién
. (mg) (9)
E%‘gﬁpo 31 0.522 5.08
1 ahouia.en 14.050 33 0.556 100 541 2.3
CH,Cl, 32 0.539 5.24
E%‘g"ﬁpo 38 0.816 7.94
2 ahouia.en 0.142 34 0.735 100 7.15 0.03
ACOET 33 0.720 7.00
Sfjrenﬁas 33 0.627 30.49
3 ahouia.en 4,998 35 0.665 500 32.34 4.62
CH,Cl, 37 0.703 34.19
Szg“gas 61 0.345 33.56
4 ahouia.en 2.083 62 0.341 1000 33.17 1.11
ACOET 66 0.352 34.24
Epicarpo
de T. 71 0.947 9.21
5 peruvian 1.566 70 0.934 100 9.08 0.20
aen 72 0.960 9.34
CH,Cl,
Epicarpo
de T. 55 0.439 4.27
6 peruvian 0.229 57 0.461 100 4.48 0.02
aen 56 0.465 452
AcOET
Semillas
deT. 76 0.804 7.82
7 peruvian 4.353 73 0.774 100 7.53 0.45
aen 73 0.769 7.48
CH,Cl,
Semillas
de T. 64 0.114 11.09
8 peruvian 0.422 69 0.122 1000 11.87 0.07
aen 65 0.118 11.48

AcOEt




ANEXO N° 7

MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS Y SOLVENTES



1.1 Material Vegetal
- Frutos de Thevetia ahouia y Thevetia peruviana

1.2 Lineas cancerigenas ensayadas

1 Hela (carcinoma humano de cuello uterino).
2 A-549 (cancer humano de pulmon).

3 MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama).

1.3 Material de Laboratorio

- Erlenmeyers (50, 100, 1000 y 5000 mL)
- Embudo de vidrio

- Ampolla de separaciéon (5000 mL)

- Probetas (100, 1000 mL)

- Pipetas volumétricas (1,3 y 5 mL)

- Balén volumétrico (10 mL)

- Pipeteadores

- Aros metalicos

- Tripode

- Aparato de reflujo

- Mortero y pistilo



- Microespatula

- Malla de asbesto

- Bafio de Maria

- Pinzas (extension y soporte)
- Papel filtro

- Papel toalla

- Tirros

- Etiquetas

- Papel aluminio

1.4 Equipo

- Balanza analitica metteler: modelo PM400, serie SNR 124297.

- Balanza granataria: marca Cenco Central Schentific Company. Triple Beam
- Hot plane fisher: modelo 75h, serie 557101947.

- Rotavapor: Buchii.

- Hot plane: Corning mode RF 425

- Espectroscopio Infrarrojo: Avatar 330 FT-IR, marca Thermo Nicolet.

- Espectroscopio Ultravioleta-Visble: PharmaSpec UV-1700, marca Shimadzu



1.5 Reactivos y solventes

- n-hexano

- Diclorometano

- Acetato de etilo

- Etanol grado reactivo

- Etanol al 60%

- Acetona grado reactivo
- Acetona industria

- Agua destilada

- Hidréxido de sodio

- Acido Picrico

- Acido 3,5-dinitrobenzoico.



ANEXO N° 8

INVESTIGACION DE GENEROS Thevetia COMO UNA
FUENTE DE NUEVOS FARMACOS ANTICANCERIGENOS



Investigating Thevetia Genus as a source of

4

4

Mot new anticancer drugs

\“‘»'{_ﬁ,: 19 f

Morena L. Martinez?, Liliana Araujo®, Arnoldo Campos?, Ana Miriam Santamaria?, Laila Moujir®®,
Marvin J. Nufiez? and Isabel L. Bazzocchi®

aFacultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador, El Salvador; ®Departamento de Microbiologia y Biologia Celular,
Universidad de La Laguna, Tenerife, Spain; Instituto Universitario de Bio-Organica “Antonio Gonzalez” and Instituto Canario de

Investigacion del Céncer, La Laguna, Tenerife, Spain.

The species Thevetia ahouia and T. peruviana are ornamental trees of the family
Apocynaceae, commonly distributed in many tropical countries. The genus Thevetia is
well known as a source of cardenolide glycosides, whose basic chemical structures
consist of a steroidal (cyclopentanoperhydrophenanthren) ring, 3p- and 14p-hydroxyl
groups with the glycoside function at C-3, and an «,p-unsaturated five-membered
lactone ring attached to 17f3. Cardiac glycosides are a class of natural product that are
traditionally used to increase cardiac contractile force in patients with congestive heart
failure, but they are also reported as being active against a wide range of cancer

1.2
type:;.‘ = S S In the course of our phytochemical study to search for anticancer agents from
| Separation in epicarp and seed Salvadorian plants, eight organic sub-extracts of the epicarp and seed from

' Thevetia ahouia and T. peruviana, containing mainly cardenolide glycosides, were
Maceration with BOH/H,0 (60/40) o % A S g 2 3
72 h, reflux 24 h screened for in vitro anticancer activity against MCF-7 (carcinoma of breast), HelLa
ok nth (carcinoma of cervix) and A-549 (carcinoma of lung) human cell lines.
with n-hexane, CH,Cl; and AcOR
|

A
Sub-extracts of n-hexane, CH,Cl, and
AcOR of the epicarp and seed

Positive test for cardiotonic glycosides
with Kedde and Baljet reagents (TLC)

i mmpzmmal Thevetia peruviana: shurb, epicarp, seed and flowers Thevetia ahouia: flowers and fruit
of the epicarp and seed

Analysis by sp Copi 3 = = Five of the sub-extracts were active against the three cell lines assayed, showing
UV, IRand RMN-'H — ‘,—l'” ICs, between 0.03 and 15 pg/mL. The most active was the dichlorometane sub-

‘ “Cytotoxic activity extract from the seed of T. peruviana with values IC4, ranging from 0.03-0.41 ug/mL,
HES ACH NN higher than mercaptopurine used as a positive control.
It has been demonstrated that cardenolide glycosides 1Co0 (¥
3 ¥ e 8 SUBEXTRACTS Hela UA%AQ : MCF-7
produces apoptosis and this effect is mediated through Epicarp of T, ahouia (CHiCl) 100 1100 100
inhibition of Na*, K* ATPase with resulting increased Seeds of T. ahouia (CH:Cl) 1,54 0,15 1,02
intracellular calcium, release of mitochondrial cytochrome c, Eplcarp of 7. perurvians (CH:Ch) 15 014 0,99
activation of caspase cascade, and Poly (ADP-ribose) R iy g o
3 Epicarp of T. ahoula (AcOR) > 100 > 100 > 100
polymerase (PARP) cleavage. Seedsof T. ahouia (ACOR) 254 162 402
Further investigations should be performed in order to Epicarp of T. peruviana (ACOR) > 100 > 100 > 100
establish which cardenolide glycosides are responsible for Sedecl.: peravians (R00K0) 892 387 5
the anticancer effect. Metoaptoee viing it i
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