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Resumen

Catharanthus roseus o Vinca de Madagascar ha sido utilizada en la medicina popular
desde hace siglos para el tratamiento de diabetes y cancer entre otros padecimientos, se
caracteriza por la presencia de 70 diferentes alcaloides de tipo indol, siendo los méas

importantes la vincristina y la vinblastina, por sus propiedades terapéuticas.

El objetivo principal del presente trabajo fue la de obtener el extracto de Vinca de
Madagascar, utilizando diferentes solventes y métodos de extraccion, asi mismo llevar a
cabo la evaluacion fitoquimica, analitica y biolégica del extracto, con el propdsito de
conocer la composicion de la droga vegetal, caracterizar y confirmar la efectividad

antineoplasica en células tumorales.

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico de los extractos acuoso, metandlico y etandlico de
Catharanthus roseus, se determiné la presencia de taninos, flavonoides, glucésido
cardiotdnico, alcaloides y se identificaron los principios activos vinblastina y vincristina,
esta Ultima en cantidades pequefias en la planta.

Las pruebas organolépticas que se realizaron a los tres extractos fueron color y olor, que
son caracteristicas de la planta. Asi mismo se realizaron las pruebas fisicoquimicas en el
extracto acuoso, obteniendo los resultados siguientes, pH de 4.90-4.91, densidad de
0.9959 g/cm® y porcentaje de humedad de 85.82 %.

Se caracteriz6 el extracto etandlico mediante el uso de las técnicas de Espectroscopia de
Infrarrojo (IR) y Espectroscopia de UV-VIS. En el espectro de IR se observaron banda de
absorcion para grupos hidroxilos, metilos, metilenos en otros, en el segundo espectro que
corresponde a UV-VIS, se observaron picos de maxima absorcion para taninos

hidrosolubles y taninos condensables.

La evaluacion de la actividad biol6gica del extracto metandlico de la especie Catharanthus
roseus en células, se realiz6 mediante método in vitro MTT (metil tiazol tetrazolio) un
ensayo colorimétrico, rapido, cuantitativo que se utiliza para medir la viabilidad celular. Se
calculo la ICs, del extracto en células gliales del Sistema Nervioso Central la cual fue de
1.43+0.2 pM. Para a evaluar la actividad antineoplasica se probo el extracto de C. roseus
en células gliales, Leucemia, colon y Mama, teniendo resultados factible en células gliales

con un 100% de inhibicién del crecimiento.
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Introducciéon

Desde la antigiedad se han utilizado las plantas como remedios para aliviar diversas
enfermedades, los conocimientos acerca de su uso provenian de la observacion y de la
experiencia empirica, dada la riqueza quimica de las plantas, estas fueron consideradas
como fuente natural de numerosos medicamentos en la medicina tradicional o popular
(Lock,1994).

Se estima que el numero de plantas superiores angiospermas y gimnospermas a nivel
mundial es de 250,000 y solamente alrededor de 6% se han investigado alguna actividad
biolégica y solo el 15% ha sido evaluado fitoquimicamente. Esta estimacién es de gran
importancia cuando se considera el amplio potencial de principios activos contenidos en
la naturaleza que aun no han sido identificados y muchos menos evaluados dentro de un

contexto médico (Mendoza, 2008).

En la actualidad esta informacion constituye un criterio de gran relevancia para el estudio
fitoquimico y farmacolégico de plantas medicinales, para el descubrimiento de nuevas
alternativas terapéuticas, busqueda de nuevos farmacos, asi como una orientacion
metodoldgica para la purificacién de los extractos de las plantas en la que se buscan

detectar o aislar los compuestos activos.

La fitoquimica estudia las moléculas implicadas en la actividad de las plantas, el
conocimiento de sus estructuras y de su comportamiento. Con ello se ha desarrollado una
serie de métodos para la deteccion preliminar que se conoce como pruebas fitoquimicas
preliminares, que consisten en reacciones quimicas que producen alteraciones rapidas en
la estructura molecular del compuestos como la modificacion de un grupo funcional, la
apertura de un sistema anular o formaciébn de un complejo, lo cual resulta una
manifestacion sensible como el cambio de color, formacion de un precipitado o

desprendimiento de gas (Coy y Cuca, 2014).

México es un pais de gran riqueza biolégica debido a su topografia y variacion climatica,
se han identificado alrededor de 4 000 especies de plantas con flores y atributos

medicinales que corresponden al 15% de la flora mundial (Schelaepfer y Mendoza, 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a las plantas medicinales como

cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para



propdsitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir de precursores para la

sintesis de nuevos farmacos (Schlaepfer et al. 2010)

Las plantas sintetizan y almacenan grandes cantidades de productos metabdlicos
primarios y secundarios. Los primeros abundan en la naturaleza, desempefian un papel
esencial en los procesos de fotosintesis y respiracion, por otro lado el segundo grupo son
compuestos organicos que no estan implicados directamente en el crecimiento y
desarrollo de la planta, sin embargo son responsables del olor, color, sabor y de las

propiedades medicinales [Castillo y Martinez,2007).

La concentracion y la calidad de los metabolitos secundarios, depende de diversos
factores como la edad, clima, época del afio, el tipo de suelo y la humedad (Ocegueda y
Koleff, 2005). También se debe considerar el proceso de recoleccién, desecacion,

almacenamiento y el método de extraccion.

Las plantas que contienen alcaloides han sido utilizadas como medicamentos, alimentos,
estimulantes y venenos desde la antigiedad. Debido a la diversidad y a la complejidad de
sus estructuras quimicas, la homenclatura de los alcaloides no ha sido esquematizada y
su clasificacion ha sido realizada por semejanza con estructuras mas simples (Sharapin et
al., 2000]

En los ultimos afios las técnicas analiticas como la cromatografia, la espectroscopia, entre
otros, han permitido el aislamiento, caracterizacion e identificacion de pequefas

cantidades de metabolitos secundarios presentes en las plantas (Chaparro, 2010).

Los estudios farmacoldgicos estan dirigidos a demostrar la actividad biol6gica y la eficacia
terapéutica del extracto, mediante modelos in vivo o in vitro. Los ensayos in vivo se
emplean modelos animales y suelen disefiarse para definir la relacién dosis-respuesta del
efecto adverso observado (Hernandez, 2011), mientras en los ensayos in vitro se realizan
en ambientes controlados fuera de un organismo vivo, se utilizan medios de cultivos con
distintos tipos de células y se administra distintas dosis del extracto, suele establecer la
relacion concentracién-efecto, degeneracion, evaluar la lisis celular y el dafio concreto en

receptores, membrana celular, nucleé celular etc. (Gil,2011)

Los ensayos celulares han demostrado su utilidad en investigacion y resultan
fundamentales para poner en evidencia actividades biolégicas de interés y efectos

secundarios no deseables (Fernandez, 2007), un ejemplo de estos ensayos es el MTT.



En el ensayo MTT o MTA, se utiliza la sal de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazo-2-il)
2,5-difenil tetrazolio), es un ensayo colorimétrico para la evaluacion de la sensibilidad de
los cultivos celulares neoplasicos, basado en la reduccion del MTT soluble y amarillo por
la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, convirtiéndolo en MMT formazan un

producto azul intenso e insoluble (Rodriguez, Vicente y Canteras, 1997).

De acuerdo con estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud, las plantas son
utilizadas por el 80% de la poblacibn mundial para satisfacer o complementar sus
necesidades médicas (OMS, 2004).

El cancer es una de las principales enfermedades que se le atribuye una importante tasa
de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Escudero, 2013).Se entiende por morbilidad a
los datos estadisticos que estima el riesgo, la evolucion, surgimiento y posibles soluciones
de alguna enfermedad en un determinado tiempo. Se prevé que el nimero de nuevos
casos de cancer aumente en aproximadamente un 70% en los préximos 20 afios (OMS,
2015).

Esto conlleva a un problema de salud publica, ya que causa una enorme pérdida de vidas
humanas y recursos econémicos. Los estudios epidemiolégicos han identificado un gran
namero de factores de riesgos o sucesos relacionados con la aparicion de cancer, que
desencadenan diversos mecanismos genéticos y bioquimicos para la aparicion del tumor,

proceso al que se le conoce como carcinogénesis (Granados y Herrera, 2010).

Actualmente se han desarrollado innumerables farmacos por sintesis quimica y/o
derivados de plantas con potencial para combatir la proliferacién de células cancerosas,
sin embargo no tienen los efectos deseados en la clinica, debido a la complejidad de la
enfermedad. Los tratamientos actuales se basan en la cirugia, radiacién y quimioterapia,

siendo las plantas medicinales una alternativa (Sherapin et al., 2000)

En el presente trabajo de investigacion se realizé un estudio fitoquimico a tres extractos
(etandlico, metandlico y acuoso) de Catharanthus roseus para la identificacion de los
metabolitos secundarios presentes en la planta, asi mismo se llevo a cabo una evaluacién

analitica y biologica con el fin de evaluar la actividad anticancerigena.



1. Antecedentes

1.1 El cancer

El cancer engloba un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo (OMS, 2015). Desde el punto de vista bioldgico, se caracteriza por la
alteracion de equilibrio entre la proliferacién y los mecanismos normales de muerte
celular; su consecuencia es el desarrollo de una clona que puede invadir y destruir los
tejidos adyacentes y diseminarse hacia sitios distantes en los que se forman nueva

colonias u ocurre propagacion metastasica (Granados et al. 2010).

1.1.1 Morbilidad y mortalidad

Basado en las Ultimas estadisticas sobre la incidencia de cancer y sus tasas de
mortalidad en todo el mundo, se calcula que el 2012 el cancer alcanzo los 14 millones de
nuevos casos, una cifra que se prevé que aumente hasta los 22 millones anuales en los
proximos dos decenios, en el caso de la mortalidad se calculan 8,2 millones de muertes
relacionadas con el cancer y se prevé que el nimero aumente aproximadamente un 70%

en los préximos 20 afios (OMS, 2015).
En el 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia a nivel mundial fueron:

e Cancer de pulmon: 1.8 millones de casos que es un total 13%
e Cancer de mama: 1,7 millones que corresponde a 11,9%

e Cancer colorectal: 1,4 millones que es un 9,7%
Los canceres que provocan mayor niumero de muertes fueron:

e Cancer de pulmén: 1,6 millones (19,4% total)
e Cancer de higado: 0.8 millones (9,1%)

e Cancer de estbmago 0.7 millones (8,8%)

Como consecuencia del incremento de incidencia del cancer, mas del 60% de todos los
casos del mundo se producen en Africa, Asia, América central y América del sur y estas
regiones registran un aproximado del 70% de las defunciones a nivel mundial (OMS,
2015).



1.1.2 Causas del cancer

El cancer es un amplio grupo de enfermedades y por consiguiente una amplia gama de

causas, cada cancer es diferente segun su biologia y patologia (New medical, 2016).

El cancer es el resultado de dos procesos sucesivos: el aumento de la proliferacion de un
grupo de células denominado tumor o neoplasia, y la posterior adquisicion por esta
células de la capacidad invasiva que les permite escapar de un sitio natural en el
organismo y colonizar, proliferar en otros tejidos u 6érganos, proceso conocido como
metastasis. Si tiene lugar un aumento de crecimiento de un grupo de células en el lugar
donde normalmente se hallan, se habla de un tumor benigno, ver figura 1 (Mufioz, 1997).
Estas alteraciones son el resultado de la interaccion entre los factores genéticos del

paciente y agentes externos (OMS, 2015).
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Figura 1: Fase de la aparicion de un cancer. ) Formacion de un tumor primario benigno debido a un aumento de la
proliferacion, 1) Posterior, se forma los tumores secundarios en sitios distantes como consecuencia de la invasion y la
capacidad metastdsica.



Segun la OMS los factores de riesgos mas comunes son:

e Consumo de tabaco y alcohol
e Exceso de peso y obesidad

e Factores dietéticos

e Infecciones cronicas

e Riesgos ambientales

Agentes cancerigenos

e Agentes cancerigenos quimicos

Los carcin6genos quimicos actian sobre las
células epiteliales y en particular en epitelios
de revestimiento cuyas células tienen una
estratificada o

organizaciéon estructural

pseudoestratificada (Arias, 2001).

La mayoria de los agentes quimicos
requieren de activacion metabdlica antes de
reaccionar con componentes celulares,
también depende de factores como raza,
sexo, edad, dieta, el estado hormona,
presencia o ausencia de enzimas que la

metabolicen (Medina y Martinez, 2009).

Los cancerigenos quimicos actian en la
fase de iniciacion y después en la
promocién. La promocién y la progresion
corresponden a la fase de hiperplasia,
displasia y carcinoma in situ. La iniciacion
es una alteracion bioquimica que no
manifiesta morfologia reconocible (Medina et

al. 2009). Ver figura 2.
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Son numerosos los agentes quimicos carcindgenos en el ser humano (Arias, 2001),
ademds de la accion directa y la activacion metabdlica algunos acttan en 6érganos
especificos y oros no son especificos e inducen tumores segun la via de exposicion
maxima (Medina et al. 2009). Ver tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de carcinégenos quimicos y los 6rganos involucrados.

Organo Carcinégeno quimico |

Pulmén Arsénico, asbesto, éter, tabaco y gas mostaza
Vejiga Bencidina, ciclofosfamida, tabaco

Estomago Cromato de zinc

Piel Arsénico, benzopireno

Higado Aflatoxina, cloruro de vinilo y bebidas alcohdlicas
Boca

Far!nge Bebidas alcohdlicas, tabaco y gas mostaza
Laringe

Eséfago

e Agentes cancerigenos fisicos

Son principalmente las radiaciones ionizantes y la luz ultravioleta. Las radiaciones son
responsables de alrededor de un 5% de los canceres en el hombre, tiene un gran
potencial mutagénico sobre el DNA, pueden ser directas o indirectas, mediante la
interaccion con otras moléculas y la formacion de radicales libres que dafaran al DNA
(Mufioz, 1997).

La radiacién ultravioleta esta asociada a la aparicibn de canceres de piel de tipo
melanoma. El mecanismo de accion mutagénica es la formacion de dimeros de
pirimidinas en el DNA y tiene efectos nocivos sobre el sistema inmune. Las radiaciones
electromagnéticas que provienen de fuentes de emisiones industriales o caseras, como
los aparatos de microondas tienen un posible efecto mutagénico a exposiciones

prolongadas, aunque no han sido demostrados en su totalidad (Mufioz, 1997).
e Agentes cancerigenos biologicos

Los virus estan implicados en el 15-20% de los canceres humanos. El carcinoma
hepatocelular y el carcinoma de cérvix uterino constituyen el 80% de los canceres

relacionados con virus (Arias, 2001).



Los virus oncogénicos incluyen al virus de Hepatitis B y C en el carcinoma hepatocelular,

el virus Epstein-Barr en el carcinoma nasofaringeo y el linfoma de Burkitt. Estos virus

tienen la capacidad de retrotranscribir su ARN a DNA cuando penetran en una célula

huésped (Arias, 2001).

1.1.3 Tipos de cancer

El cancer toma su nombre segun el 6rgano en que comienza, aungque la metastasis

emigre a otra parte del cuerpo, conserva el nombre original (Coleman, 2008). Ver tabla 2,

continuacion pag. 9.

Tabla 2: Tipos de cancer. Organos y tejidos involucrados.

Tipos de cancer

Carcinoma Adenocarcinoma

Carcinoma

Carcinoma in situ

Endometrial
Hepatoma
Células no
pequenas,
células pequefias
Carcinoma

escamoso

Células transitoria
Tumores de

células

Células que cubren los conductos de las glandulas
0 células de tejido glandular. Cancer de mama,
pulmén, prostata, tracto gastrointestinal vy
estructura glandulares (salivales, péancreas vy
glandulas endocrinas)

Tipo de céancer que empieza en tejido epitelial
como piel, tracto gastrointestinal, bronquios, bocas
Céancer temprano que ocurre en una estructura
glandular o envolvente. Cancer de cérvix uterino,
cabeza, cuello, pecho y piel, todavia no invaden
tejido circundante

Utero

Higado

Pulmén

Cuello uterino o cérvix uterino

Células en la superficie del cuerpo o célula que
envuelve las estructuras internas como boca,
garganta bronquios y canal del recto

Vejiga

Surgen en los testiculos u ovarios que son

seminomas y noseminomas.



Gliomas

Leucemia

Linfoma

Melanoma
Mesotelioma
Mieloma
mdaltiple
Sarcoma

Seminomas

germinales

Glioblastomas Cerebro

Astrocitoma

Medula ésea, tejido suave en el centro de los huesos, donde las células
de la sangre son producidas.

Enfermedad de Células en el sistema linfatico que producen
Hodgkin células inmune

Linfoma no

Hodgkin

Células pigmentadas, usualmente piel

Tejido que cubre los pulmones o cavidad abdominal

Células inmunes que produce anticuerpos

Tejido 6seo o conectivo, como musculos

Células germinales en los testiculos u ovarios

En la practica se emplea el término tumor para hacer referencia a una patologia que

produce un aumento de tamafio de la zona donde se asienta, originado por una

proliferaciéon celular exagerada y anémala. Cuando el tumor tiene un contenido liquido se

denomina quiste. (Gutiérrez et al.1999) Ver tabla 3, continuacion pag. 10.

Tabla 3: Clasificacion de los tumores

Tipo de tumor

Benigno

Maligno

e Crecimiento limitado y lento

e Remisiones espontaneas sin causas aparente

e Se caracteriza por respetar las estructuras vecinas

e Encapsulados

e Produce compresion de tejidos circundantes

e Crecimiento por expansion

e No suele presentas diseminacion

e Crecimiento ilimitado

e Desde fases precoces, tiende a invadir las estructuras
colindantes

e Crecimiento por infiltracién por no estar encapsulado



e Destructivo
e Invade vaso sanguineos y linfaticos
e Dan origen a tumores secundarios

e Produce metastasis

1.2 Vinca de Madagascar (Catharanthus roseus)

1.2.1 Descripcién

Hierba anual o perenne (Diego, Fonseca y
UNAM, 2003) de tallo endurecido vy

ramificado.

Con hojas opuestas, cortos, peciolados,
oblongos, &pice agudos, base cuneada
(Restrepo et al. 2005) de 2a 7 cm de largo y
1 a 4 cm de ancho (CONABIO, 2009).

Posee flores axilares de cinco pétalos, de
color blanco, rosado o violaceo (Restrepo et
al. 2005), de 2 a 3 mm de largo; corola en
forma de trompeta, un tubo largo de 3 cmy
angosto que remata en 5 I6bulos
ampliamente obovados, de 1 a 2 cm de
largos; 5 estambres, insertos sobre el tubo
de la corola y alternado con sus l6bulos de
filamento corto y antenas largas, aflechadas
en la base (CONABIO, 2009).

El fruto es cilindrico en pares con semillas

pequeﬁas, negras y numerosas (Restrepo et Figura 3: Catharanthus roseus o Vinca de

Madagascar. 1) Rama con hojas y flores. 2) flor.
al. 2005), mide cada uno de 2 a 3 cm de 3)corte longitudinal de la base y parte superior del
Iargo y 2 a3 mm de ancho. se abren por la conducto de la corola. 4) frutos. 5) semilla.

sutura ventral (CONABIO, 2009). Ver figura 3.
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1.2.2 Sinonimia

Vinca rosea L., Annocallis rosea (L.) Small, Cataranthus roseus var. albus G. Don, C.
roseus var. angustus Bakh. F., C. roseus var. nanus Markgr, Hottonia littoralis Lour
(Guillot, 2009).

1.2.3 Taxonomia

Tabla 4: Categoria taxonémica de Catharanthus roseus.

Reino Plantae
:Subreino Traqueobionta

Superdivision = Spermatophyta

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Gentianales

Familia Apocynaceae
Subfamilia Rauvolfioideae

Tribu Vinceae

Género Catharanthus
Especie Catharanthus roseus

1.2.4 Nombre comun

En la mayor parte de México Catharanthus roseus es conocida como Teresita, Juan
Dieguito, alegria y ninfa (Diego, et al. 2004), en Puebla se conoce como vinca o pervinca
(Alvarado, 2003). En otras partes del mundo el nombre comun es: Madagascar periwinkle,
Rosy periwinkle, Perveche de Madagascar, Rose amére, Semprenoiva, flor de anjinho,
pervinca de Madagascar, Boas noite, viuditas, mosqueta, maravilla de Espafia, mulata o
Mtunda (Schmelzer, 2008).
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1.2.5 Informacién botanica

Catharanthus roseus pertenece a la familia Apocynaceae, es una planta endémica de
Madagascar, es de amplia distribucion geografica, en México se puede encontrar en
Aguascalientes, Campeche, Chiapas, Distrito Federal, Guerrero, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas,

Yucatan y Veracruz (Diego, Fonseca et al. 2004) . Ver figura 4.

El género Catharanthus tiene ocho especies, 7 especies son originarias de Madagascar,
excepto C. pusillus que se encuentra en la india y Sri Lanka, la diferencia entre las
especies es la composicién de los alcaloides y la diferentes coloraciones en su corola
(Schmelzer, Gurib, et al. 2008). Es una planta anual, su floraciéon es todo el afio (Diego et
al. 2004) y es usualmente cultivada como planta de ornato o planta de jardin por su facil
mantenimiento (Schmelzer, et al. 2008).
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Figura 4: Distribucion geografica de la especie Catharanthus
roseus en México.

1.2.6 Etnobotanica

En Africay Asia, la coccion total de la planta es usada como un agente hipoglucemiante
oral, también se usa para el tratamiento de malaria, dengue, diarrea, diabetes, cancer y
dermatosis. El extracto preparado de las hojas es aplicado como agente antiséptico en
heridas, erupciones de la piel y para tratar dolores de muela. Las partes aéreas son

consideradas diaforéticas y diuréticas, se usan en la indigestion, disenteria, teniendo
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efectos purgativos y depurativos, en Uganda se utiliza en ulceras estomacales y en Togo
la coccion de las raices se emplea para el tratamiento de la dismenorrea. El uso principal
de las partes aéreas de Catharanthus roseus es para la extraccion de alcaloides
(vincristina y vinblastina), prescrito para terapia anticancerigena y complemento para

protocolos de quimioterapias (Schmmelzer, 2008).

En Quintana Roo se emplea las hojas para curar la viruela, salpullido, irregularidades de
la menstruacion, desparasitar, en el caso de almorranas y heridas, carnosidades de los
ojos, fortalecimiento de la vista e incluso cuando hay dolor de cabeza como
antiinflamatorio. En Yucatdn, se usan las hojas machacadas para duchas vaginales
cuando hay presencia de secrecion vaginal amarillenta o café, acompafiada de comezén
y ardor (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2009).

1.3 Alcaloides de lavinca

1.3.1 Historia

El extracto de Catharanthus roseus G. Don ha sido utilizado por la medicina popular
desde hace siglos. En 1949, Ralph Noble un endocrinélogo de la universidad de Ontario
(Canada) habiendo tenido conocimiento del uso de los extractos en tratamiento de
diabetes, lo aplicé administrando a ratas por via oral en la cual no tuvo ningun efecto,
pero por via intravenosa las rata murieron a causa de una infeccién, en la cual se

encontrd que el extracto reducia drasticamente los leucocitos (Ravifia, 2008)

En 1958 durante el congreso de la Academia de Ciencias de New York, Noble en
colaboraciéon con Charles Beer separan una fraccion alcaloidica y aislan un alcaloide
denominada vincaleucoblastina (vinblastina), en ese mismo congreso Godon Svoboda y
colaboradores estudian la planta y llegan a los mismos resultados. En 1961, Svoboda se
dio cuenta del aislamiento de otro alcaloide que nombro leurocristina (vincristina) y
menciond el parecido con estructura quimica de la vinblastina, teniendo un perfil

farmacologico y toxicoldgico diferente (Rivafia, 2008).

La sintesis biomimética de los alcaloides del grupo de la vinblastina fue llevada a cabo por
primera vez por P. Potier, N. Langlois y colaboradores en el instituto de Chimie des

Substances Naturelles de Gif-sur-Yvette, Francia, en 1976 (Rivaia, 2008).
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1.3.2 Propiedades fisicas y quimicas

Los principales alcaloides de Catharanthus roseus son vincristina (VCR) y vinblastina
(VBL), estos son compuestos quimicamente relacionados y que estan formados por dos
sistemas de varios anillos enlazados por puentes carbono-carbono con la Unica diferencia
entre ambos de un simple radical, pero ambos compuestos presentan diferencias

importantes en cuanto a su espectro clinico y toxicolégico (Ceorio, 1986).

La férmula molecular de la vinblastina es C4HssN4,Og y se aisld por primera vez de la
pervinca en 1958 y su estructura completa se establecié en 1965 (Weinenger y Stermitz,
1988).

1) Peso molecular: 810.97412 g/mol

2) Punto de fusién: 267 °C

3) Solubilidad: es insoluble en agua, éter de petréleo, solubles en alcoholes, acetona,
acetato de etilo, cloroformo.

4) Presion de vapor: 1.03 x 10 * mmHg a 25°C

5) Estabilidad se puede almacenar en el refrigerador por periodos de 30 dias sin una
pérdida significativa de la potencia (Goodman y Gilman, 1975).

6) Descomposicion: cuando se calienta emite humo toxico de éxido nitrico

7) Rotacion optica especifica: -28° a 26° ¢/D (c=1.01 en metanol)

8) Rotacion optica especifica: -32° a 23° ¢/D (c=0.88 en metanol)

9) Absorciébn maxima (etanol): 214, 259 nm (LOG E= 4.73, 4.21)

10) UV méax. (Metanol): 212, 262,282, 292 nm (e log= 475, 4, 28, 4, 22, 4, 18)

11) Constante de disociacion: pK,1=5,4 y pK.,=7,4

La vincristina es un alcaloide doble, resultante de la unién de dos unidades: una
dihidroinddlica (indolina) llamada vindolina y otra también inddlica relacionada con la
catarantina derivada de la carbometoxi-cleavamia (Ravifia, 2008). Observar figura 5 pag.
15.
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Figura 5: Estructura de los principales alcaloides de la Vinca (Catharanthus roseus).

La estructura de la vincristina es la misma que la vinblastina, excepto por el Radical (R)

gue es un aldehido (CHO), (Gennaro, Remington y Belluci, 2003), también se diferencia

por la oxidacién de N-metilo a N-formilo (Ravifia, 2008).

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)
9)

Formula molecular: CgHsgN4O1o

Peso molecular: 824,95764 g/mol

Punto de fusién: 218-220 °C

Solubilidad: en agua 2.27 mg/L a 25°C

Estabilidad en solucién salina fisioldgica guardado en refrigeracion hasta por 2
semana sin pérdida significativa de la potencia

Descomposicion: cuando se calienta hasta su descomposicion emite humos
toxicos de Oxido nitrico

Constante de disociacién: pKa: 5,0, 7,4 en el 33% dimetilformamida

Rotacion éptica especifica: 8.5 grados en 26 grados C/ D (c = 0,8)

UV max. (metanol): 218,252, 285, 293 nm (épsilon registro de 4,72, 4,24, 4,18,
4,23) sulfato

10) Propiedades espectrales: Rotacion 6ptica especifica: 17 grados a 25 grados C / D;

26,2 grados a 25 grados C / D (cloruro de etileno); absorcién max. (etanol): 220,
255, 296 nm (log absortividad molar = 4,65, 4,21, 4,18).
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1.3.3 Propiedades farmacoldgicas

Los alcaloides de la Catharanthus roseus tienen actividad citotdxica proteica que se halla
en la fraccion soluble del citoplasma de todas las células. Esté en equilibrio con una forma
polimerizada en el aparato microtubular que forma el huso, a lo largo del cual emigran los
cromosomas durante la mitosis. Los alcaloides a través de su enlace con la tubulina
inhiben el proceso de ensamble de los microtibulos y provoca la disolucion del huso
mitético. La primera manifestacion de la accion de estos farmacos es la detencion de las
células en la metafase de la mitosis como se observa en la figura 6. Estos alcaloides

atraviesan la membrana celular por un proceso de transporte activo (Celorio, 1986).

Figura 6: Mecanismo de accién de Vincristina y Vinblastina durante el ciclo celular.
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1.3.4 Mecanismo de accidn de vinblastina

La vincristina se une a la fraccion B de la tubulina evitando la dimerizacion de las
subunidades a y B y con ello inhiben la polimerizacidon a microtdbulos lo que impide la
formacion de los husos mitéticos en las células, este efecto inhibidor produce la detencién
de la mitosis en la metafase, con lo que se interrumpe la division celular, y que mas tarde
desencadena citdlisis, ejerciendo un fuerte efecto leucopénico (Rivafia, 2008) por
interferencia con el metabolito de glutamato y el aspartato. En el plasma, alrededor del
75% de la vinblastina se encuentra unida a la proteina, su cinética es tricompartimental,
con una segunda fase asociada con una vida media de 1 a 1,5 horas y una vida media de
eliminacion de 18 a 40 horas. Se metaboliza sobre todo en higado (Gennaro et al. 2003),
y la excrecion fecal de la vinblastina es solo del 10% (Celorio, 1086), su dosis debe

reducirse a la mitad en pacientes con disfuncion hepética (Gennaro et al. 2003).

1.3.5 Mecanismo de accién de vincristina

La vincristina interfiere en el montaje de los microtibulos mediante la combinacion con la
tubulina; este efecto altera diversos procesos celulares como la formacion de husos y la
mitosis. También suprime la sintesis de RNA y proteina. Se elimina con rapidez de la
sangre y posee una cinética tricompartimental con vida media de 0.08, 2.3 y 85 horas
(Gennaro et al. 2003). Un 70% de la dosis de VCR es excretada por las heces
principalmente como metabolito resultantes de su metabolismo hepético y excrecion biliar
(Celorio, 1986). La vincristina difiere en la mayoria de otros agentes antineoplasicos por la
baja incidencia de depresion de la medula ésea (Gennaro et al. 2003), aun cuando

produce parestesias y debilidad muscular (Ravifia, 2008).

1.3.6 Usos de la vincristinay vinblastina

La vinblastina es un componente del régimen multidroga de primera linea para el
tratamiento de carcinoma testicular, linfoma de Hodgkin, cancer de vejiga y un agente

alternativo para el tratamiento de cariocarcinoma, los carcinomas espinocelulares de

17



cabeza y cuello, carcinoma de la célula renal, el neuroblasto, cancer de mama, carcinoma
cervical, el sarcoma de Kaposi, el melanoma, y la micosis fungoide. También se utiliza en
los tratamientos de linfosarcoma, leucemia linfocitica, el sarcoma de células reticulares y

enfermedad de Letterer-Siwe (Gennaro et al. 2003).

La vincristina es la segunda droga antineoplasica utilizada con mayor frecuencia y es en
particular Gtil para el tratamiento de procesos malignos heméticos. La vincristina es un
componente del 27 régimen combinado de primera linea para el tratamiento de pacientes
con leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica cronica en fase aguda, Linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de Burkin, linfoma histiocitico difuso, linfoma
folicular, carcinoma cervical, carcinoma broncogénico, tumor de Wilms, meduloblastoma,
sarcoma de tejidos blandos, sarcoma de Ewing o rabdomiosarcoma embrionario y un
agente alternativo para el tratamiento de cancer de mama, carcinoma cervical, carcinoma
testicular, glioblastoma y leucemia linfocitica cronica. Hay que tener en cuenta que la
vincristina se prefiere utilizar solo en la induccion de remisiones y no como tratamiento de
mantenimiento debido a que la administracién cronica se asocia con mayor riesgo de

neurotoxicidad (Gennaro et al. 2003).

1.3.7 Toxicidad

Los principios activos vincristina y vinblastina son alcaloides binarios, y ejercen actividad
antimitética, inhibiendo la formaciéon de microtubulos en el ciclo celular. Como los
microtdbulos también intervienen en la neurotransmision, estas sustancias son
neurotéxicas y provoca convulsiones, dolores, perdida de reflejo y otros trastornos

secundarios como deficiencia respiratoria (Castillo et al. 2007).

2. Plantamiento del Problema

Actualmente de acuerdo con la OMS, el cancer es la primera causa de muerte en el
mundo (SSA, 2014) en México se reportan mas de 128 000 casos al afio por lo que es la
tercera causa de muerte segun lo reportado por la Unién Internacional contra el cancer
(UICC) en 2013 (Cruz et al. 2015).
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Existen 100 tipos de cancer, la mayoria son curables si son detectados en etapas
tempranas (OMS, 2015). De ahi el interés del presente trabajo de centrar el analisis en
los metabolitos secundarios, especificamente los alcaloides Vinblastina y Vincristina,
contenidos en Catharanthus roseus los que segun reportes de Maryam Moudi y
colaboradores en 2013, presentan actividad antineoplésica, aunado a esto Catharanthus
roseus presenta una actividad hipoglucemiante por lo que es utilizada para tratar la
diabetes; otros usos dados a esta planta, estan relacionados con padecimientos como
malaria, dengue, diarrea, dermatosis, como agente antiséptico en heridas, erupciones de
la piel y asi como para tratar dolores de muela, como diaforético y diurético, por

mencionar algunos.

3. Justificacion

México es un pais con una gran diversidad en fauna y flora, dentro de la gran variedad de
la flora existen plantas que tienen utilidad en la industria farmacéutica pues a partir de ella
se sintetizan principios activos que tienen efectos positivos en la clinica, a partir de ello la
intension del trabajo es obtener un extracto de la planta denominada Catharanthus roseus
misma que sin ser endémica del pais, ha tenido una buena adaptacién al clima, lo que le
ha permitido extenderse su cultivo como planta de ornato. Esta planta, tiene en su
composicion sulfato de vincristina y vinblastina mismos que son activos que tienen gran
uso como antineoplasicos por lo que se llevaron a cabo pruebas fitoquimicas, para
identificar la presencia de dichas sustancias, asi mismo se realiza la caracterizaciéon

mediante la Espectroscopia de Infrarrojo (IR) y Espectroscopia de UV-VIS.

4. Hipobtesis

Hipotesis nula

Vincristina y Vinblastina son alcaloides obtenidos a partir de las hojas de la planta Vinca

de Madagascar que tienen propiedades antineoplasicas.
Hipdtesis alternativa

Vincristina y Vinblastina son alcaloides obtenidos a partir de las hojas de la planta Vinca

de Madagascar que no presentan propiedades antineoplasicas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Obtener el extracto de Catharanthus roseus utilizando diferentes solventes y métodos de
extraccion asi mismo llevar a cabo la de la identificacion, caracterizacion, evaluacion

analitica y biol6gica del extracto

5.2 Objetivos especificos

1) Evaluacién fitoquimica de los extractos acuoso, etandlico y metandlico de
Catharanthus roseus.

2) Realizar pruebas fisicoquimicas al extracto acuoso.

3) Caracterizacion del extracto mediante las técnicas de: Espectroscopia de
Infrarrojo (IR) en la region lejano, medio y cercano, Espectroscopia de
Ultravioleta-visible (UV-Vis).

4) Evaluar las propiedades antineoplasicas del extracto en células in vitro

6. Metodologia

El material utilizado para esta tesis:

6.1 Material de laboratorio.

. Mortero

. Tubos de ensayo

. Pinzas para tubo de ensayo
. Pipeta

. Anillo metélico

. Embudo

. Matraz de aforacion 50 mL
. Vaso de precipitado 500 mL
. Parrilla eléctrica

. Manta de calentamiento
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6.2 Equipo de laboratorio

e Equipo soxhlet
e Estufa
o Espectrofotbmetro UV-Vis

e Espectrofotometro IR

6.3 Reactivos:

Los disolventes empleados son:

e Etanol (reactivo ASC 299.5% de Sigma- Aldrich)
¢ Agua destilada
o Metanol (reactivo ASC 299.9 % de Sigma- Aldrich)

Reactivos para la caracterizacion

e Bromuro de potasio ( Reactivo ASC 299.0 % Sigma- Aldrich)
e Acetona ( Reactivo ASC 299.5 % Sigma- Aldrich)

Reactivos para pruebas fitoquimicas

¢ Acido clorhidrico (34-37% de Sigma-Aldrich)

e Cloruro de sodio (grado reactivo ACS de Sigma-Aldrich)

e Cloruro férrico (grado reactivo, 99.13% de Sigma-Aldrich)

¢ Hidréxido de amonio (grado reactivo ACS, 28.0-30.0% de Sigma-Aldrich)
e Magnesio (grado reactivo ACS, 98% de Sigma-Aldrich)

e Piridina (grado reactivo ACS, = 99.0% de Sigma-Aldrich)

¢ Nitroprusiato de sodio (grado reactivo ACS,299.0% de Sigma-Aldrich)

e Hidréxido de sodio (pellets, 99.9% de Sigma-Aldrich)

e Cloroformo (anhidrido. 2 99% de Sigma-Aldrich)

e Anhidrido acético (grado reactivo ACS, = 98.0% de Sigma-Aldrich)

e Acido acético (grado reactivo ACS, 299.7% de Sigma-Aldrich)

e Sulfato ferroso amonico (grado reactivo ACS,98.5 -104.5% de Sigma-Aldrich)
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e Cloruro de bario (grado reactivo ACS, 99.0-100% de Sigma-Aldrich)
e Acido fosforico (85% en H,O de Sigma-Aldrich)

e Acido acético glacial (grado reactivo ACS, = 99.7% de Sigma-Aldrich)
e Zinc en polvo (grado reactivo ACS, = 99.8% de Sigma-Aldrich)

e Acetona (grado reactivo ACS, 299.5% de Sigma-Aldrich)

¢ Reactivo de Meyer

e Reactivo de Wagner

e Reactivo de Dragendorff

e Reactivo de Erlich

Diagrama de trabajo
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s i
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6.2 Muestreo

Las plantas de Catharanthus roseus var. albus y var. roseus, se obtuvieron en la
localidad de Cabrera, Municipio de Atlixco, Puebla, en el Mega viveros Manuel Gémez

Morin.

La parte utilizada de la especie Catharanthus roseus var. albus y var. roseus fueron las
hojas. La toma de muestra de las hojas se realizé en las primeras horas de la mafiana, las
hojas recogidas eran jovenes pero completamente desarrolladas, se realiz6 la selecciéon
de las hojas sanas en forma manual, se inicié el desojado por la parte inferior de la planta
hacia la superior, evitando el desojado de solo una zona. Posteriormente se lavé con agua
corriente para eliminar tierra adherida, se desinfecto con Hipoclorito de Sodio, el material
vegetal se dejé secar a temperatura ambiente a la sombra durante 5 a 10 dias y luego se

molieron hasta obtener un polvo seco.

6.5 Obtencion del extracto

Para la obtencién de los componentes quimicos de las hojas de C. roseus, se sometieron
a procesos de extracciones diferentes, para las dos primeras muestras se utilizé el
método de Soxhlet y la tercera muestra por el método de infusion. Una vez que se
obtuvieron las muestras, los extractos se conservaron en refrigeracién a 4°C en frascos

ambar hasta su uso.
6.5.1 Extracto acuoso

Para obtener el extracto acuoso, se colocaron 2.5 g de la muestra en un vaso de
precipitados con 100 mL de agua destilada previamente calentado a punto de ebullicion,

se dejé reposar durante 30 minutos y luego se realizé un filtrado.

6.5.2 Extracto etandlico

Se preparo el extracto etandlico colocando 2.5 g de muestra en un cartucho de papel filtro
de 5 cm x 10.5 cm y se colocé dentro del equipo Soxhlet. Se usaron 100 mL de etanol
grado reactivo como solvente, se llevo a cabo el proceso por 3 horas a una temperatura

de 78 °C con agitacion constante.

23



6.5.3 Extracto metandlico

Para la obtencién del extracto metandlico se pesaron 84.5 g de muestra y se colocé en
cartuchos de 5 cm x 10.5 cm. En un matraz colector se adiciono 300 mL de metanol grado
reactivo como solvente, el proceso se llevd a cabo durante 10 horas a temperatura y
agitacion constante.

6.6 Pruebas fitoquimicas

Se realiz6 un andlisis fitoquimico cualitativo para determinar los metabolitos secundarios
presentes en cada uno de los extractos. El analisis incluyo las pruebas de identificacion
para los grupos quimicos como alcaloides, vincristina, vinblastina, saponinas, flavonoides,
taninos, glucésidos cardiotonicos, lactonas, cumarinas, entre otros, que se detallaran mas
adelante. Cada una de las pruebas se hizo por triplicado en los tres extractos, con el fin
de corroborar los primeros resultados obtenidos.

6.6.1 Prueba para Alcaloides

Se adiciona en 3 tubos de ensayo 1 mL de extracto, se acidulé con 1 mL de acido
clorhidrico al 5%. Al primer tubo se agrega dos gotas de reactivo de Dragendorff, al
segundo dos gotas del reactivo de Wagner y al tercero de uno a dos gotas del reactivo de
Meyer (Marcano et al. 2002). La presencia de alcaloides se detecta al producirse una
precipitacion.

Reactivo de Dragendorff: Precipitado naranja o rojiza.
Reactivo de Wagner: precipitado marron.

Reactivo de Meyer: Precipitado blanco.
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6.6.2 Prueba para Vincristina

Disolver 10 mg de sulfato férrico aménico en 1 ml de acido fosférico, se transfiere 3 gotas
de esta solucién a un tubo de ensayo con0, 5 mL del extracto y calentar en bafio de Maria
durante 10 minutos; una coloracién rosa indica la presencia de vincristina (OMS, 2015)

6.6.3 Prueba para Vinblastina

Se disuelve 1 mL de extracto en 2 mL de agua, se agrega 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado y 1 mL de cloruro de bario. Una prueba positiva da formacion a un
precipitado blanco (OMS, 2015)

6.6.4 Taninos (Prueba de Cloruro férrico)

En un tubo de ensayo adicionar 2.5 mL del extracto y 1 mL de agua destilada, luego
afadir de 5 a 10 gotas de FeCl; al 5% (Sharapin et al.2000). La aparicién de una

coloracion verde, azul, rojo- vino indica prueba positiva para taninos.

. Una coloracién azul son taninos galicos.
. Una coloracién verde son taninos catéquicos.
. Una coloracién rojo-vino son compuesto fendlicos en general.

6.6.5 Flavonoides (Prueba de Shinoda)

En un tubo de ensayo con 2 ml del extracto, se agregan de 2 a 3 virutas de magnesioy 1
mL de HCI concentrado (Castillo y Ramirez, 2006). Después del desprendimiento de
hidrogeno hay un desarrollo inmediato de la coloracion que es indicativo de la presencia
de flavonoides (Lock, 1997).

o flavonas y flavonoles: Amarillo a rojo,
¢ flavononoles: Rojo a magenta,

¢ flavonas: rojo, magenta, violeta y azul
e isoflavonas: amarrillo

¢ isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloracién
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6.6.6 Lactonas (Prueba de Legal)

Se adicion6 en un tubo de ensayo 1 mL del extracto con 2 a 3 gotas de piridina, seguido
de una gota de nitroprusiato de sodio al 5% y después se afiaden 4 gotas de NaOH al
2N. Si se observa una coloracion roja intensa indica presencia de lactonas (Marcano et
al. 2002).

6.6.7 Glucésidos cardiotonicos (ensayo de Keller-Kiliani)

Se adiciona en un tubo de ensayo 2 mL del extracto, se disuelve en 1 mL de acido acético
glacial, posteriormente se agregan 1 a 6 gotas de FeCl; y 6 gotas de acido sulfurico
concentrado. La presencia de un color verde-azul (Osaman y Eltohami, 2013), violeta o

purpura indica glucosidos cardiacos (Martinez et al. 2008)

6.6.8 Cumarina (Reactivo de Erlich)

A 1mL del extracto se le agregan gotas de reactivo de Erlich (1mL), La prueba es

positiva si da una coloracién naranja (Plazas, 2012).

6.6.9 Esteroides (Prueba de Liebermann-Burchard)

En un tubo de ensayo con 1 ml del extracto, se afiade 5 mL de cloroformo y 5mL de
anhidrido acético. La prueba es positiva si existe a formacion de un anillo de color azul-
verde (Plazas, 2012).

6.6.10 Saponinas (Prueba de espuma)

En un tubo de ensayo se adicionaron 1mL del extracto y 4 mL de agua destilada, tapar la
solucion, luego agitar vigorosamente por 2 minutos, la formacion de espuma estable por

20 minutos indica prueba positiva. (Mujeeb et al. 2014).
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6.6.11 Terpenos (Prueba de Salkowki)

Se coloca 1 mL del extracto en un tubo de ensayo, luego cuidadosamente se afiadié 2 mL
de cloroformo y 3 mL de &cido sulfdrico concentrado. La presencia de una coloracién

marron rojizo significa la presencia de terpeno (Plazas, 2012).
6.6.12 Quinonas (Comportamiento acido base)

En dos tubo de ensayo se agrega zinc en polvo, se disuelven ambos tubos con 0.2 mL
del extracto. En el primer tubo se le trata con 2 gotas de HCI concentrado, al siguiente
tubo se afiade NaOH al 40%. La prueba es positiva si la fase alcalina adquiere una
coloracién amarilla indica presencia de quinonas (Plazas, 2012).

6.7 Andlisis analitico

6.7.1 Pruebas organolépticas (Sensoriales)

Color y olor

6.7.2 Determinacion de humedad por desecacion de estufa.

1. La capsula se calenté en la estufa a 120°C por una hora. Se dej6 enfriar en un
desecador y se peso.

En la capsula se deposité la cantidad de muestra preparada (59)

Se puso en la estufa y se calent6 a 105°C.

Terminado el tiempo de calentamiento, la capsula se paso al desecador y se peso.

o &~ 0N

Se repitié la operacion de calentamiento y pesado por 30 minutos, hasta obtener

un peso constante.

Expresion de resultados:
El porcentaje de humedad se calcul6 segun la siguiente formula:

(P, — P,)x 100
Peso de la muestra

% humedad (perdida de desecacion) =
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Donde:
P1- peso de la capsula mas la muestra antes de desecacion.

P,- peso de la capsula mas la muestra antes desecada.

6.7.3 Determinaciéon de pH

1. La determinacion se hizo por duplicado usando el extracto acuoso.

2. Se coloc6 en un vaso de precipitado 10 g de muestra con 10 mL de agua destilada
previamente calentada y se dej6 enfriar.
Se homogeniz6 la muestra.
Se introdujo el electrodo del potenciémetro en el vaso de precipitados con la

muestra, evitando que no tocara las paredes.

6.7.4 Determinacion de densidad relativa a 25°C por método de picndémetro
segln la norma NMX-F-075-1987.

1. Preparacion del picnémetro.
1.1 El picnbmetro se lavé y se enjuagd con agua destilada, se secd en la estufa a
100 °C por una hora, y se dej6 enfriar durante media hora, en el desecador y pes6

tres veces hasta tener masa constante (M).

2. Peso del picnébmetro con agua.

2.1 Se llen6 totalmente el picnémetro con agua destilada a 20°C, y se tapd
cuidadosamente evitando que se formaran burbujas de aire.

2.2 Se sumergio en un bafio Maria de 25°+ 2°C durante 30 minutos controlando la
temperatura del bafio, se extrajo del bafio, se secoy se pes6é (M1).

3. El picnémetro se vacio y luego se lavé con etanol, se dejé secar y se pes6 (m).

4. Peso del picnbmetro con muestra.

4.1 Se llen6 el picnbmetro con la solucién acuosa de Catharanthus roseus, se tapo

evitando la formacién de burbuja de aires, se sumergié en bafio de agua a 25°C+
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2°C durante 30mintos controlando la temperatura con el termdmetro del
picnémetro.

4.2 Se sacé el picnémetro y se secO a temperatura ambiente por 30 minutos y se
pesoé (M2).

Expresion de resultados:

La densidad relativa se calcula de la siguiente manera:

Glel'M

G
GzzMg'M o=

G
En donde:

M1= Masa del picnbmetro con muestra

M2= Masa del picnémetro con agua

M = Masa del picnébmetro vacio

G1 =Masa neta del extracto acuosos de Catharanthus roseus
G2 = Masa neta del agua

e = Densidad relativa de Catharanthus roseus

T (°C) con respecto al agua de la misma Temperatura

6.8 Caracterizacion del extracto

6.8.1 Espectroscopiade Infrarrojo (IR)

1. Preparacion de la muestra: Se realiz6 la extraccion etandlica, luego se realiz6 un
concentrado del extracto con el rota vapor, para la eliminacion del solvente.

2. Preparacion de la pastilla de KBr: Se mezclé6 un mg o menos de la muestra con
aproximadamente 100-300 mg de KBr en mortero.

3. Se presiond la mezcla en el troquel especial entre 700 y 1000 Kg/cm? hasta
obtener un disco.

4. Eldisco se coloco en la trayectoria del haz del instrumento para su estudio.
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6.8.2 Espectroscopia de Ultravioleta-visible (UV-Vis)
1. Se realiz6 el extracto alcohdlico.
2. Lacelda que se utilizd se enjuagd cinco veces con etanol.

3. Se realizé la medida de un blanco, luego se comenzé a medir la muestra.

6.9 Evaluacién biolégica del extracto metandlico

Para evaluar la viabilidad y la citotoxicidad del extracto metandlico de C roseus se uso el
ensayo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) de

acuerdo con el protocolo sugerido por la Dra. Calvillo y colaboradores.

6.9.1 Protocolo 1: Concentracién inhibitoria en células gliales del SNC

La linea celular (U251) prolifera en el medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino (10%), y una mezcla de antibiéticos-antimicético. En cada placa se
depositd por triplicado en un volumen de 100 pl/pozo una densidad de inoculo de 5x10*
cel/ml, y se incubaron por 24 hrs a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO, para
favorecer la estabilidad de las células antes de adicionar las sustancias a probar. El
compuesto se solubilizo en agua. Para la curva concentracion respuesta se agregaron
100ul de la solucién con el compuesto a probar, la concentracion final en el pozo
correspondi6 a: 31, 10, 3.1 y 1 uM. Nuevamente la microplaca es incubada por 48 hrs
bajo las condiciones antes mencionadas. Al finalizar el periodo de incubacién las células,
se fijan in situ afladiendo 50ul de una solucién de &cido tricloroacetico frio al 50%
incubadas a 4°C por 60 minutos. Se desechd el sobrenadante y las placas fueron lavadas
5 veces con agua y secadas al ambiente. El tefiido de las células fijadas al sustrato del
pozo, se efectué afiadiendo 100ul de una solucién al 0.4% de sulforrodamina B (SRB) e
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. La SRB no unida es removida fue
removido con lavados de &cido acético al 1% y se dejaron secar al ambiente. Las placas
tefiidas y secas se les agrego 100pl de un buffer de tris y se agitan por 10 minutos para
favorecer la disolucion del complejo. Se midi6 la densidad oOptica (DO) en un lector de
microplacas a una longitud de onda de 515nm.Los datos se procesaron empleando el
promedio de la DO de los 3 pozos/linea celular tratada con el compuesto (DOt), los 3

pozos tratados con agua y pozos de testigos, es decir aquellos que no tiene células pero
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si compuesto (DOb). EI % de inhibicion del crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente
expresion:
%IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb)*100

6.9.2 Protocolo 2: Porcentaje de inhibicién del crecimiento en lineas celulares

Las lineas celulares fueron adaptadas al medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino (10%), y una mezcla de antibiéticos-antimicético. En cada placa se
depositaron dos lineas celulares por triplicado en un volumen de 100 pl/pozo en una
densidad de inoculo de 5000 a 10,000 cel/ml, y se incubaron por 24 hrs a 37°C con una
atmosfera de 5% de CO2 para favorecer la estabilidad de éstos antes de adiciona la
sustancia a probar. Para un screening primario el compuesto problema, se tomé una
alicuota de la solucion stock y se diluyo en medio de cultivo suplementado. Se agregaron
100ul de la solucién con el compuesto a probar quedando la concentracion final a 25
pg/ml. Nuevamente la microplaca es incubada por 48 hrs bajo las condiciones antes
mencionadas. Al finalizar el periodo de incubacién las células, se fijan in situ afiadiendo
50ul de una solucion de é&cido tricloroacético frio al 50% incubada a 4°C por 60 minutos.
Se desecho el sobrenadante y las placas fueron lavadas 5 veces con agua y secadas al
ambiente. El tefiido de las células fijadas al sustrato del pozo, se efectué afiadiendo 100l
de una solucién al 0.4% de sulforrodamina B (SRB) e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. La SRB no unida es removida fue removido con lavados de acido
acético al 1% y se dejaron secar al ambiente. Las placas tefiidas y secas se les agrego
100ul de un buffer de tris y se agitan por 10 minutos para favorecer la disolucién del
complejo. Se midi6 la densidad 6ptica (DO) en un lector de microplacas a una longitud de
onda de 515nm.Los datos se procesaron empleando el promedio de la DO de los 3
pozos/linea celular tratada con el compuesto (DOt), los 2pozos tratados con el extracto y
2 pozos de testigos, es decir aquellos que no tiene células pero si compuesto (DODb). El

% de inhibicion del crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente expresion:

%IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb)*100

31



7. Resultados

7.1 Pruebas fisicas

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas fisicoquimicas y

organolépticas efectuado al extracto.

El pH, densidad y porcentaje de humedad se realizd solo al extracto acuoso, las pruebas

sensoriales u organolépticas se analizé en los tres extractos.

Tabla 5: Resultados de las pruebas fisicoquimicas y organolépticas.

Pruebas fisicoguimicas Resultados

Color Verde obscuro en extracto etanolico
Verde obscuro en extracto metanélico

Amatrillo claro en extracto acuoso

Olor Caracteristico
pH 4.90 - 4.91
Densidad 0.9959 g/ cm?®
% de humedad 85.82 %

7.2 Pruebas fitoquimicas

En la taba 6 de la pag. 33, se muestra los resultados de las pruebas fitoquimicas
preliminares. Los tres extractos analizados evidenciaron la presencia de alcaloides,
vinblastina, flavonoides, taninos, glucésidos cardiotonicos, no se detectd presencia de
saponinas en el extracto acuoso y etandlico, sin embargo hay presencia de saponina en el
extracto metandlico. Otro de los resultados que varian es la presencia de pequefas
cantidades de vincristina en el extracto acuoso. Segun reportes de Bernal, Cruz y Saenz,
en su trabajo de tesis reportan la presencia de alcaloides, glucésidos cardioténicos,

taninos y sesquiterpenlactonas en Catharanthus roseus.
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Tamizaje fitoquimico

Tabla 6: Resultados de las pruebas fitoquimicas realizadas a Catharanthus roseus para
determinar los metabolitos secundarios presentes en los extractos.

Prueba fitoquimica Metabolitos Extracto Extracto Extracto

acuoso etandlico metandlico

Reactivo Dragendorff Alcaloides ++ +++ +
Reactivo Wagner Alcaloides ++ ++ +
Reactivo Meyer Alcaloides + ++++ ++
Prueba de Vincristina Alcaloides + - -
Prueba de Vinblastina Alcaloides ++++ ++++ +++
Prueba de cloruro Taninos ++ ++ ++
férrico

Prueba de Shinoda Flavonoides ++++ + ++
Prueba de Legal Lactonas - - -
Ensayo de Keller- Glucosidos + ++++ ++
Kiliani cardiotonicos

Reactivo de Erlich Cumarinas - - =
Prueba de Esteroides - - -

Liebermann-Burchard

Prueba de espuma Saponinas - - ++
Prueba de Salkowki Terpenos - - -
Comportamiento acido Quinonas - - -
base

+ Prueba positiva en baja concentracion.
++ Prueba positiva en mediana concentracion.
+++ 0 mas Prueba positiva en alta concentracién.

- Prueba negativa
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7.3 Caracterizacion del extracto de Catharanthus roseus

7.3.1 Espectroscopiade Infrarrojo (IR)
Técnica de FTIR

En la figura namero 7, muestra el espectro de IR con transformadas de Fourier del

extracto etandlico al 80% de Catharanthus roseus.
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Figura 7: Espectro de IR del extracto de Catharanthus roseus

El espectro de FTIR del extracto de Catharanthus roseus, muestra una banda de
absorcion ubicada en 3 399.3 cm™ se observa una banda de absorcién ancha, que
identifica al modo de vibracion tipo alargamiento de los grupos hidroxilos (nO-H)
asignados a los grupos hidroxilos (OH-) del agua (H-OH) y al modo de vibracién (nN-H)
del extracto de Catharanthus roseus. Hacia 2 919.7 cm™, se localizan los modos de
vibracion tipo alargamiento (nCsp2-H) de los grupos C-H metilos y metilenos, ademas del
modo de vibracién del CH3 fuera de fase degenerada dCH3. En 2857.0 cm™ se presenta
el modo de vibracién de estiramiento nCsp®H. La banda de absorcién en 1 688.0 cm™,
representa a los modos de vibracion (nC=N), del tipo flexién (nOH), y a la deformacién
dHOH del agua coordinada, asi como el modo de vibraciéon (nC-C). A 1 440.6 cm™se

localizan las vibraciones de tipo alargamiento simétricas nCOO" y el modo de vibracion de
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doblaje de deformacién fuera de fase degenerado dasCHs. En 1 372.0 cm™ se ubican los
modos de vibracion de formacién en fase dCH; tipo torsién y el modo de vibracién de
doblaje de deformacion dCHs;, asi como el modo de vibracion de (nC-CO-C). La banda
localizada en 1 264.8 cm™ de absorcion es asignada al modo de vibracion tipo
alargamiento de los grupos C-C (nC-C), y C-O (nC-O) asignada al monémero. La banda
ubicada en 1057.0 cm™ corresponde al modo de vibracién (nCH2) tipo balanceo, asi como
también se le asocia al modo de vibraciéon (nO-C-C). Hacia regiones de baja energia del
espectro infrarrojo en 712.0 cm™, 594.0 cm™ y 540.0 cm™ se ubican los modos de

vibracién de doblaje fuera del plano (gC-H) de las olefinas.

Esto corresponde a las sustancias activas encontradas en el extracto de Catharanthus

roseus, de acuerdo a las pruebas fitoquimicas correspondientes.

7.3.2 Espectroscopia de Ultravioleta-visible (UV-Vis)
Técnica de Ultravioleta-Visible (UV-VIS)

La figura 8, muestra los espectros de UV-VIS del extracto etandlico de Catharanthus

roseus.
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El espectro de UV-VIS del extracto de Catharanthus roseus presenta tres picos de
méaxima absorcion. Uno en la region del espectro visible cuyo valor de longitud de onda se
encuentra en 664.4 nm el cual corresponde a los taninos condensables. Entre 412.5 nm,
435.2 nm y 475.2 nm; se ubica el segundo pico de maxima absorcion (en los limites del
espectro ultravioleta y visible) correspondiente a los taninos hidrosolubles y alcaloides, el
tercer pico de maxima absorcion localizado en la regién del espectro ultravioleta de
longitud de onda igual a 327.1 nm auxécromos o cromoforos de los heterociclos
arométicos de cinco miembros, al dieno homoanular, a los bencenos monosustituidos por

grupos auxécromos y a los derivados bencénicos.

7.4 Evaluacion biolégica

7.4.1 Determinacion de citotoxicidad del extracto metandlico en lineas
celulares
Para este ensayo se realiz6 una curva dosis-respuesta con el fin de identificar la
concentracion inhibitoria al 50 %, evaluada en células Gliales del Sistema Nervioso
Central, teniendo como resultado un ICs, de 1.43+0.2 pM, asi mismo se repiti6é el mismo
procedimiento con el estandar (Cisplatino), obteniendo un ICs, de 5.31+0.7 uM. Ver tabla
7.

Estas concentraciones se evaluaron en diferentes lineas celulares (glias, leucemia, colon

y mama), cuyos resultados se observan en la tabla 8.

Tabla 7: Actividad citotoxica del extracto metandlico de Catharanthus roseus sobre la
linea celular del Sistema nervioso central (Glias)

IC %
50 - . .
Muestra | Codigo | Células (UM) C'tOtgélgldad
U251 (50 uM)
EXtracto | gi35 | Gias 1.43£0.2 _ No
de planta citotoxica
Cisplatino | Estandar | Glias 5.31+0.7 : N,O.
citotéxica
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7.4.2 Determinacion del % de inhibicién del crecimiento

Tabla 8: Resultados de % de inhibicién del crecimiento celular.

% de Inhibicion del crecimiento
Muestra Cédigo U251 K562 HCT-15 MCF-7 PBS
Extracto STE4905 100 94.77+5.2 | 96.06£3.9 | 64.3£26.6 . N,O.
citotéxica
Cisplatino | Estandar 100 100 100 100 _No.
citotoxica

U251= glia de sistema nervioso central, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama

8. Discusioén

El cancer representa una importante causa de muerte a nivel mundial, hasta el momento,
no hay un tratamiento adecuado para este padecimiento, sin embargo la bibliografia
menciona que los alcaloides de la Vinca obtenidos de Catharanthus roseus han ayudado
a combatirlo interfiriendo en el montaje de los microtubulos mediante la combinacién con
la tubulina este efecto determina la interrupcion de la mitosis en la metafase (Gennaro et
al.2003).

En el presente de trabajo de tesis, se llevaron a cabo estudios, al extracto de
Catharanthus roseus, con el fin de caracterizar y probar las propiedades anticancerigenas
de los alcaloides presentes; parte de estos andlisis fue la determinacién de la densidad
(0.9959 g/cm3), % humedad (85.82 %) y pH (4.90- 4.91). Estos parametros son de
importancia, dado que de estos depende el crecimiento de bacterias, hongos y de la
hidrolisis de los componentes de la planta, que provocan el deterioro de las drogas a

estudiar, causando que los resultados no sean viables.

Los métodos de extracciones que se realizaron, al igual que los solventes utilizados se
seleccionaron para lograr obtener el extracto en la condiciones necesarias para obtener
resultados confiables en las pruebas fitoquimicas y asi ser utilizados en los estudios

biologicos.
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Posteriormente se realiz6 las pruebas fitoquimicas preliminares, en las que se
encontraron, flavonoides, taninos, glucésidos cardiotonicos y alcaloides, es impdrtate
mencionar que la prueba de mas importancia es la de los alcaloides porque indican la
posible presencia de los metabolitos que se desean evaluar. En las pruebas de alcaloides
se realizaron cinco métodos rapidos para su verificacion, dos de estas pruebas son
especificas para vincristina y vinblastina que es de interés para el estudio, dado que son

empleados como antineoplasicos.

En los resultados de las pruebas para alcaloides con los reactivos de Meyer, Wagner y
Dragendorff, mostraron la presencia de alcaloides en los diferentes extractos, aunado a
esto no indica la presencia de vincristina y vinblastina, por lo cual se realizé pruebas
especificas para estos dos alcaloides. Las Ultimas dos pruebas mostraron presencia de
vincristina y vinblastina, esta ultima en mayor proporcién, mientras que no se observo con
claridad vincristina, lo cual sugiere que hay una menor cantidad o no esta presente en la

planta.

La caracterizacion del extracto de Catharanthus roseus, se realiz6 mediante la
espectroscopia de ultravioleta visible y espectroscopia de infrarrojo por FTIR, los datos
obtenidos en los diferentes espectros no muestra con certeza la presencia de los
metabolitos de interés para el presente trabajo, que son los alcaloides. Esto se puede
deber a que existen alcaloides que carecen de croméforos y no absorben en esta region
de UV-vis, es el caso de alcaloides derivados de aminoacidos alifaticos o terpénicos. La
bibliografia menciona que los alcaloides que tienen atomos con electrones solitarios,
dobles o triples en enlaces aislados absorben a una longitud de onda de entre 150 a 200

nm del ultravioleta lejano.

En relacion a los resultados obtenidos en el espectro del IR, proporciona informacién
sobre la presencia o ausencia de los sustituyentes de las moléculas presentes en el
extracto. En el libro Remington farmacia menciona que el espectro infrarrojo de cada
alcaloide es exclusivo, si se dispone de un espectro de referencia es posible que se

puedan identificar correctamente los alcaloides de interés.
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Los resultados obtenidos, deben ser considerados como preeliminares, dado que no
realizamos una segunda lectura del extracto obtenido, que nos permitiera verificar la

presencia de los alcaloides VCR y VBL.

La evaluacion del ICsq permitié conocer la concentracion uM a la cual se ve el efecto
inhibitorio del extracto en el 50%de la poblacion celular, debido a su accién farmacolégica

ya que esta actla en la metafase de la mitosis.

El efecto antineoplésico del extracto destaco en las células gliales con un 100% de
inhibicion al igual que el estandar, cabe destacar que el cisplatino presento el mismo
efecto inhibitorio en todas las lineas celulares utilizadas. Sin embargo el efecto de la
muestra disminuye en las otras lineas celulares, esto se puede atribuir a la presencia de
otros metabolitos secundarios presentes, a que los alcaloides de interés farmacolégico
son por lo general utilizados como terapia alternativa para diferentes tipos de cancer como

son el de mama y colon por lo que su accion farmacoldgica se ve alterada.

9. Conclusioén

Las plantas medicinales tienen una amplia fuente de metabolitos secundarios, con
diversas actividades biol6gicas, en el andlisis fitoquimico preliminar efectuado sobre la
muestra de hojas de Catharanthus roseus en el extracto acuoso, etandlico y metandlico,

evidencian la presencia de alcaloides, taninos, flavonoides y glucésido cardioténicos.

La presencia de vincristina en Catharanthus roseus se hizo evidente en el extracto
acuoso, los resultados no son concluyentes, debido a que en la prueba fitoquimica para
vincristina se observé una coloracion muy tenue, lo cual puede deberse a la escasa

presencia del alcaloide en la planta y a que los alcaloides son termolabiles.

Con la prueba preliminar para Vinblastina se confirmé que hay mayor proporcion este

alcaloide en Catharanthus roseus.
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De los extractos etandlico y acuso se obtuvo un resultado negativo para saponinas,
mientras que para el extracto metandlico se observd una prueba positiva, por lo que se
considera negativa la prueba ya que dos extractos no presenta saponinas, otra razén

puede deberse a la cantidad de materia vegetal empleada para la pruebas.

En la caracterizacion del extracto etanélico de Catharanthus roseus por espectroscopia
infrarrojo y espectroscopia ultravioleta-visible, no son representativos para confirmar que

la planta efectivamente contiene los alcaloides de interés farmacoldgico.

Al llevar a cabo las pruebas de densidad, % de humedad y pH, nos permiten proponer
condiciones de secado y almacenaje de la planta en estudio, dado que no hay referencias
bibliograficas que nos indique los valores para la conservacion de la Catharanthus roseus.

El extracto metandlico de Catharanthus roseus si contiene los alcaloides VCR y VBL.

El extracto antes mencionado tiene la capacidad de inhibir células gliales, de leucemia,

colon y mama, por lo que viable utilizar el método de extraccion de Soxhlet.

10. Recomendaciones

Catharanthus roseus posee componentes termolabiles, es conveniente utilizar métodos
de extracciones en los cuales la temperatura sean baja como es el método de maceracion

0 percolacion.

Utilizar mayor cantidad de materia vegetal para verificar que estan presentes lo alcaloides

de interés.

Proponer el estudio de otras plantas con propiedades medicinales, para identificar la
presencia de alcaloides y saber si contiene mayor cantidad de vincristina y vincristina,
para no utilizar una gran cantidad de muestra y tener un rendimiento menor a lo deseado.

Ya que estos alcaloides son de gran uso en la medicina para el tratamiento del cancer.

Evaluar otros usos que tenga Catharanthus roseus puesto que diversas sustancias que se
identificaron en el estudio tienen utilidad en otros padecimientos por ejemplo la malaria,

dengue, diabetes, dolores de muela etc.
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Caracterizar los extractos mediante Cromatografia de liquidos de alta resolucion con el fin

de corroborar la presencia de los alcaloides de interés médico.

Aislar por cromatografia cada uno de los alcaloides y analizarlos por separado para tener
una mejor caracterizacion.

Evaluar biol6gicamente el extracto acuoso Yy etandlico en diferentes lineas celulares.

Evaluar biolégicamente el extracto metandlico en lineas celular en glias del sistema

nervioso central, que confirmen su efecto terapéutico.
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Glosario

Agentes cancerigenos: Son sustancias capaces de producir una alteracion celular que
incide el proceso de la carcinogénesis. Cualquier agente fisico, quimico o biolégico que es

capaz de originar un cancer en el organismo.

Almorranas: Se conoce como hemorroides, se designa a la inflamacion y dilatacién de

las venas que terminan en el recto y en el ano.

Angiosperma: Del griego angion, vaso o contenedor. Esta constituido por todas las
plantas con flores, las semillas de las angiospermas se desarrollan dentro de camaras

denominadas ovarios, que se originan dentro de las flores y maduran para formar frutos.
Apice: extremo de un érgano situado en el punto opuesto de donde se origina.

Aster: Es una estructura proteica de la célula formado por filamentos que parten de la

centrosfera y forman la envoltura mas exterior del centrosoma.

Carcinogénesis: Proceso que se define como la capacidad que adquiere la célula de

multiplicarse incontroladamente y de invadir otros érganos.

Células epiteliales: Son asociaciones de células unidas estrechamente unidas entre si

formando laminas, limitan las cavidades internas como las superficies libres del cuerpo.

Centriolo: Estructura de la célula animal compuesta por cilindros de tripletes de
microtUbulos distribuidos en un patrén 9+0. Una célula animal tiene habitualmente un par

de centriolos que participan en la division celular.
Centrémero: Region centralizada que une a la dos cromatidas hijas.

Centrosoma: Material presente en el citoplasma de todas las células eucariontes,

importante durante la division celular; centro de organizador de los microtibulos

Clona: Grupos de organismo o células que tienen origen en un unico individuo, tras la

reproduccion asexual, y que por tanto, son genéticamente idénticos en su totalidad.

Concentracion 50 Inhibidora: Concentracion de un compuesto necesaria para reducir in
vitro, el crecimiento poblacional de organismo, incluidas las células eucariotas, en un 50 5.

Se utiliza también como patrén de citotoxicidad en las células eucariotas en cultivo.
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Corola: Cubierta o verticilo interior de las flores completas, que protege los 6érganos de la
reproduccion. Esta formada por hojas modificadas, llamadas pétalos, que pueden estas

soldados o separados.
Cotileddn: son las hojas primordiales que se encuentran en el germen de la semilla.

Cromatina: Complejo de DNA y proteina que constituye el cromosoma eucariético.
Cuando la célula no se esta dividiendo la cromatina existe en forma de una masa de fibras

muy delgada y muy larga, que no es visible con el microscopio optico.

Cromosoma: Estructura en forma de filamento que se encuentra en el nlcleo y contiene
los genes. Cada cromosoma consiste en una molécula muy larga DNA con sus proteinas

asociadas.

Cultivo celular: Conjuntos de técnicas que permiten el mantenimiento de células, in vitro,
preservando al maximo sus propiedades fisiolégicas, bioquimicas y genéticas, con los

nutrientes y condiciones apropiadas.

Diaforético: que induce una abundante sudoracion.

Dicotiledéneas: Son plantas cuyos embriones de las semillas presentan dos cotiledones.
Dismenorrea: Es la aparicién de dolor uterino asociado con la menstruacion.

Displasia: Anomalia en el desarrollo de un tejido, de un érgano o de una parte anatomica

del organismo.

Enfermedad de Letterer-Siwe: Es la proliferacién de histiocitos en todos los tejidos,
especialmente en el bazo, ganglios linfaticos y medula 6sea. Puede haber también
infiltracién difusa o nodular de células mononucleares grandes y alguna célula gigante

multinuclear.

Epitelio estratificado: son epitelios que estan constituido por mas de una capa de

células, las que no estan totalmente en contacto con la membrana basal

Epitelio pseudoestratificado: Esta constituido por una hilera de células de morfologia
variable en la que no todas las células alcanzan la superficie libre. Los nucleos se
observan a diferentes alturas, dando el aspecto de un epitelio estratificado, suele

presentar cilios.
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Gimnosperma: Del griego gymnos, desnuda y sperm, semilla. Se agrupan en conjunto
como plantas con “semillas desnudas”, porque sus semillas no estan encerradas en

camaras.

Hiperplasia: Aumento en el tamafio de un tejido o de un 6rgano logrado por el incremento

en el numero de sus componentes celulares.
Histocitosis: El término es referido a un grupo de patologias del sistema inmune.

Huso mitdtico: Ensamblaje de microtibulos y proteinas asociadas que interviene en los

movimientos de los cromosomas durante la mitosis.

Incidencia: Se define como el niumero de casos nuevos de una enfermedad que se
producen durante un periodo especifico en una poblacion con riesgo de sufrir la
enfermedad.

Linea celular: células que se usan a menudo en estudios de cultivo celular que se

sometieron a modificaciones genéticas que les permiten crecer en forma indefinida.
Magnoliophyta: Plantas con flores
Magnoliopsida: Dicotiledoneas

Medio RPMI 1640: Es una mezcla de sales enriquecida con aminoacidos y otros

componentes esenciales para el crecimiento celular.

Morbilidad: Son indicadores que estiman el riesgo de enfermedad, cuantifica su magnitud

e impacto, consta de la incidencia y de la prevalencia.

Mortalidad: Se refiere a los sujetos que mueren en un determinado lugar a consecuencia
de cualquier patologia o por una causa especifica, durante un periodo dado. Expresa la
magnitud con la que se presenta la muerte en una poblacién en un lapso de tiempo

determinado.
Mutédgeno: Agente quimico o fisico que interactia con el DNA y produce una mutacion.

Neurotoxicidad: Conjunto de los efectos secundarios de un tratamiento sobre el sistema
nervioso, que puede afectar al cerebro o a la médula espinal (neurotoxicidad central) o a

las raices nerviosas, plexos o nervios (neurotoxicidad periférica).

Obito: Fallecimiento de una persona.
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Oblongo: Hojas mas alargadas que anchas
Obovado: Contorno en forma de huevo, pero con la parte mas ancha en la zona apical.
Peciolo: Parte de la hoja que une la lamina con el tallo.

Perenee: Planta cuyo ciclo vegetativo se extiende mas de dos afios. Poseen tallos

fértiles, portadores de flores y tallos estériles.
Perestasia: Perdida transitoria parcial o total de la sensibilidad.

Planta vascular: Planta con tejido vascular. Las plantas vasculares incluyen todas las

especies actuales, excepto musgos, hepaticas y antoceros.

Prevalencia Tiene que ver con la existencia de casos (nuevos y viejos) de enfermedad en
un determinado momento o en un determinado periodo. Es una proporcion de la poblacion

gue padece la enfermedad en estudio en un momento dado.

Proliferacién celular: Aumento del numero de células como resultado del crecimiento y

la multiplicacién celular.

Radiaciones ionizantes: se denomina cuando tiene la energia suficiente para provocar la
separacion de uno o mas electrones de un atomo o de una molécula. Como
consecuencia, producen liberacion de grandes cantidades de energia capaz de romper

los enlaces quimicos de la molécula de DNA y de las proteinas.

Sistema anular de esteroides: Los sustituyentes tienen cuatro anillos fusionados, tres
anillos de seis miembros y un anillo de cinco miembros que contribuyen a funciones de

regulacién hormonal.
Spermatophyta: Plantas con semillas.

Tumor de Willms: Tipo de cancer de rifio que aparece en la infancia, en la que uno o los

dos rifilones resultan afectados, se asocia con supresiones cromosomicas.
Tragueobionta: Son plantas vasculares.

Tubulina: Proteina de un grupo que se encuentra en concentraciones altas en el
citoplasma de las células, elementos fundamentales de los microtdbulos, que participan
en la multiplicacion y el movimiento de las células.

Viabilidad: Alude a la capacidad de una célula para realizar sus procesos fisiolégicos y

bioquimicos en lo que respecta a su metabolismo y su capacidad de division.
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Anexo 1: Metabolitos secundarios

Son compuestos organicos que no estan implicados directamente en el crecimiento y
desarrollo de la planta, su distribucion con frecuencia es en una sola especie vegetal o
grupo de especies relacionadas. En la actualidad se conoce que sus funciones esta
relacionada con sistemas defensivos o de excrecion, en general son responsables del
color, olor y sabor de las plantas, incluyendo también sus propiedades medicinales
(Castillo y Martinez, 2007).

Segun su estructura quimica, se reconoce tres grupos de metabolitos secundarios:

1) Compuestos terpénicos, formados principalmente por la via del mevalonato.

2) Los compuestos nitrogenados, que son los alcaloides y glucésidos cian6genos.
Formados por la via de los aminoacidos

3) Los compuestos fendlicos, como los taninos y los flavonoides. La mayoria
formados por la via del sikimato o via de los acetatos.

Compuestos terpénico y esteroides

Los terpenos son compuestos que resultan de la polimerizacion de unidades isoprénicas.

Los esteroides y los triterpenos proceden de la via de esculeno del mevaonato
e Sesquiterpenos

Estructuras formadas por la condensacion isoprénica, se

encuentre formado por los aceites esenciales y lactonas

sesquiterpénicas.

LACTONAS

Son compuestos minoritarios pero muy activos, Sus

. . . CHO
propiedades medicinales son anticuagulantes,

antiespasmoédico, mucoliticos y muy hipotérmicos. Esta es Figura 9: Estructura molecular de

la lactona de la familia Asterdceas
casi exclusiva en la familia de Asteraceas. Ver figura 9.
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e Triterpenos
Compuestos biosintetizados por condensacion isoprénica.
GLUCOSIDOS CARDIOTONICOS o)

Son compuestos con una estructura compuesta por un
nucleo esteroidal glicosilado (2 desoxiazlcares) y una
lactona insaturada de 5 o 6 miembros (Carbajal, Hata,
Sierra y Rueda, 2009). Son capaces de modular el

funcionamiento cardiaco y sobre la circulacién auricula RO

Figura 10: Estructura general de los
glucésidos cardiotdnicos. R=H es una
aglicona; R=Gli es un Glicésido

— ventricular. Ver figura 10.

SAPONINAS

Son heterésidos formadas por una parte glucidica (azlcar) y una parte no glucidica
(aglicon) denominada sapogenina, ver figura 11. Se caracterizan por su capacidad para
producir espuma cuando se agita una solucién acuosa que las contiene. Se forma

espuma debido a que las saponinas disminuyen la tensién superficial del agua.

[ AGLICON ]vu\nw[.ﬂ.zﬂmrn aziicares |

Saponinas monodesmosidicas

[Azdcar o aakm&s!“wmw [Azdcar o azteares |

Szponinas desmaosidicas

Figura 11: Estructura general de las saponinas.

Compuestos fendlicos

Se caracterizan por presentar un grupo funcional hidroxilo en un anillo aromético. Se

pueden clasificar segin su complejidad estructural y su origen biosintético.
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1) Acidos fendlicos y cetonas polifendlicas

2) Los fenilpropanoides constituido por diferentes compuestos como las cumarinas,
cromonas, benzofuranos y lignanos.

3) Xantonas

4) Estilbenos

5) Quinonas

6) Flavonoides que se clasifica en 5 grupos diferentes: antiocianinas (pigmentos),
flavonoides menores (flavonas, dihidroflavonoles y dihidrochalconas), flavonas y

flavonoles, isoflavonoides y taninos condensados.

CUMARINAS

Son los metabolitos Cs C; mas caracteristicos, son lactonas aromaticas, ver figura 12, se

clasifica en 3 grupos:

a) Hidroxicumarinas: se encuentra en plantas superiores. La mas utiliza es el
esculetol con actividad venotoénica y protector vascular.

b) Piranocumarinas: aparecen en forma libre en frutos y raices de dos familias
Umbliferae y Rutaceae.

¢) Furanocumarinas 0 cumarinas condensadas con anillo de furano son

biolégicamente mas activas, presentas fototoxicidad y algunas son alergénicas.

Cumarinas

HO, Oy 20  HO- o~ -0 »0
C ] 1 J
%,-"’FRN;’:}J HD-—'WL.-" '\-\..\_\_\_F_,.-"'-

Umbeliferona Esculetol

Figura 12: Estructura de las cumarina

QUINONAS

Se han descrito al menos 1200 quinonas diferentes, son compuestos coloreados desde el

amarillo al casi negro, aunque la mayoria son amarillas, naranjas o rojas. Se clasifica:
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a) Benzoquinonas (estructura bencénica)
b) Naftoquinona (esturctura naftaleno)
c) Antraquinona (estructura antracénica): Es el grupo mayoritario y con amplia

distribucion en plantas.

Algunas son lipofilicas, ya que tienen Quinonas
. e Benzoquinonas Antraquinonas
sustituyentes alquilicos o] grupos
O OH O OH

isoprenoides, mientras que otras estan cu,o\/\/{z\‘; " AN

- - . ! |
hidroxiladas y presentan propiedades S A BESN '__x,k_,_,\”_,.\/___.\(H
fenolicas. Pueden aparecer en forma libre o o o ’
combinada con azucares. Ver figura 13. Primina Franguiésido A

Figura 13: Estructura de las quinonas.

FLAVONOIDES

Son un grupo muy abundante de productos naturales presente en las plantas superiores,
se basa en el sistema heterociclico denominado flavano en diferentes grados de
oxidacion.Casi siempre hidrosolubles y responsables de la coloracién de las flores, frutos

y hojas. Ver figura 14.

Flavonoides
Antociano Isoflavonoide
N OH
e |
HO /\_\/o,\/,\ P OH HO _\v,:,,;-.‘__,\_,_,o i
‘ | A 1 13
\,'// R OM \\i;«/' ~N, ‘\_,_,;-,'\-\_‘
i J | L
OH O (o) N OH
Cianidina Gensteina

Figura 14: Estructura de los principales flavonoides.

TANINOS

Estan constituidos por un amplio grupo de compuestos hidrosolubles con estructura
polifendlica, capaces de precipitar ciertas macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa,

gelatina). Sus principales caracteristicas son su capacidad antioxidante, debido a su gran
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namero de grupos hidroxilos y la capacidad de unirse a proteinas. Ver figura 15. Se

dividen en dos grupos:

a) Taninos hidrolizables: son ésteres formados por una molécula de azucar unida a
un numero variable de moléculas de acidos fendlicos.
b) Taninos condensados: son dimeros o polimeros flavanicos con uniones carbono-

carbono entre las diferentes unidades de flavan-3-ol. Son resistentes a la hidrolisis.

Flavonoides
Antociano Isoflavonoide
A~ OH
e .
HO ._1'&&..-\_\'/0“'/ A, ‘/-"OHHO N O 2
';‘ﬁ;,/’l“~..,o*“‘- OM N < "3\ P
OH OH 0 SN A on
Cianidina GCensteina

Figura 15: Principales estructuras de los taninos

Compuestos nitrogenados

Dentro de los metabolitos secundarios nitrogenados los mas importantes son los

alcaloides.
ALCALOIDES

Los alcaloides se encuentran en un 20% en las especies de plantas vasculares ! de
intensa actividad celular, hojas, raices, semillas, pero hay variaciones en cuanto a su
concentracion y naturaleza, de acuerdo a factores como madurez, suelo, método de
cultivo, variaciones estacionales, etc., estos alcaloides se encuentran distribuidos
fundamentalmente en las angiospermas, sobre todo las dicotiledéneas, su estructura
guimica tiene un atomo de nitrégeno formando parte de un anillo heterociclico. Muchos
de los alcaloides son alcalinos, los valores de pH normales de citosol son 7,2 y de la
vacuola es de un pH de 5-6, el atomo de nitrégeno es protonado; por lo tanto los

alcaloides estan cargados positivamente (Taiz, Zeiger et al, 2006).

Los alcaloides en su forma base, son compuestos poco solubles en agua y solubles en
disolventes orgénicos, mientras que en forma de sal son hidrosolubles, solubles en

alcoholes e insoluble en disolventes muy polares. En la naturaleza se encuentran
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combinados con acidos minerales o preferentemente acidos organicos, dando lugar a los
correspondientes citratos, maleatos, benzoatos o tartratos y a compuestos mas
especificos, como meconatos 0 aconitatos en ocasiones se combinan también con

taninos (Castillo y Martinez, 2007).

Los aminoacidos mas representativos para la formacion de alcaloides son: Ornitina, lisina
(alcaloides alifaticos), triptéfano, fenilalanina y tirosina (alcaloides aromaticos). Otros
fragmentos que interviene en la biosintesis de los alcaloides (Marcano y Hasegawa, 2002)

agrupados de acuerdo a su precursor primario son:

a) Acido acético - policétidos

b) Acido meval6nico - unidades de prenilo
c) Bases purinicas y pirimidinicas

d) Azucares

Los alcaloides se dividen en 3 grupos caracteristicos: alcaloides verdaderos, con
nitrégeno heterociclico y siempre procedente de aminoacidos; protoalcaloides que son
aminas simples con caracter basico, nitrdgenos no heterociclicos y formados también a
partir de aminoacidos, y seudoalcaloides con propiedades idénticas a los alcaloides

verdaderos pero gue no proceden de aminoacidos (Castillo et al, 2007).
Otra clasificacion de los alcaloides son los siguientes:

a) Alcaloides derivados de la ornitina y la lisina

b) Alcaloides derivados de la tirosina y la fenilalanina
c) Alcaloides derivados del triptéfano

d) Alcaloides derivados del 4cido nicotinico

e) Alcaloides derivados de la histidina

En la figura 16 pag. 60, se puede observar las diferentes estructuras quimicas de los
alcaloides derivados del triptofano y del acido nicotinico y las estructuras de los alcaloides

de interés (vincristina y vinblastina).
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Figura 16: Estructura quimica de alcaloides derivados del triptéfano.

El grupo de alcaloides derivados del triptéfano y de su producto de descarboxilacion, la
triptamina, se caracteriza por presentar un nucleo de tipo indol. Es el grupo mas amplio y
tiene gran interés farmacoldgico, terapéutico y quimico. En este grupo se distingue los
siguientes subgrupos: alcaloides indolicos simples y B-carbolina, alcaloides de eseré,

derivados de la egolina, alcaloides indolmonoterpénicos y alcaloides quinoleinicos.
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Anexo 2: Biosintesis de los metabolitos secundarios.

Figura 17: Biosintesis de los metabolitos secundarios.
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Anexo 3: Pruebas fitoquimicas

Evidencia fotografica

Prueba de alcaloides

a) EXTRACTO ACUOSO

IW

Imagen 2: Muestra con
reactivo de Dragendorff.
Presencia de precipitado
rojo.

Imagen 1: Extracto acuoso
de Catharanthus roseus

b) EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 6: Muestra con reactivo
de Dragendorff. Presencia de
presencia de precipitado rojo.

Imagen Extracto
etanollco

Catharanthus roseus.

c) EXTRACTO METANOLICO

Imagen 3: Muestra con Imagen 4: Muestra con reactivo

reactivo de Wagner. de Meyer. Presencia de
Presencia de precipitado precipitados blanco.
marrén.
Imagen 7: Muestra con
Imagen 8: Muestra con

reactivo de Wagner.
Presencia de precipitado
marrén.

reactivo de Meyer. Presencia
de precipitado blanco.
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Imagen 9: Extracto
metandlico de
Catharanthus roseus

Imagen 10: a) Muestra
con el reactivo
Dragendorff. b)
acercamiento de la
imagen (a), se observa
puntos de color rojo.
Indica poca presencia de
alcaloides.

Prueba de vincristina

EXTRACTO ACUOSO

Imagen 13: Extracto acuoso de

Catharanthus roseus

Imagen 11: Muestra con
el reactivo de Wagner. En
la imagen no se observa
claramente por el color
obscuro de la muestra,
tiene una ligera
precipitaciéon de color
marron.

Imagen 12: muestra con
reactivo de Meyer. Se
observa una ligera
presencia de precipitado
blanco

EXTRACTO ETANOLICO

coloracién rosa.

Imagen 14: Extracto acuoso. Se
observa un ligero cambio de
Hay escasa

Imagen 15:
etandlico
Catharanthus roseus.

presencia de Vincristina en la

planta.

Extracto Imagen 16: Extracto

de etandlico. No se
observo ningun
cambio de coloracién.
Prueba negativa.
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EXTRACTO METANOLICO

Imagen 18: Extracto
metandlico. No hay ningun
Imagen 17: Extracto .
. cambio de color. Prueba
metandlico de Catharanthus . -
negativa para vincristina.
roseus

Prueba de Vinblastina

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO

r

Imagen 9: Extracto Imagen o: Extracto

Imagen 21: Extracto
acuoso de Catharanthus 4c0s0. Presencna de

etandlico de Catharanthus

roseus. precipitado blanco. Indica roseus

presencia de Vinblastina.

Imagen 22: Extracto
etandlico. Presencia de

precipitados blanco.
Prueba positiva a
vinblastina
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EXTRACTO METANOLICO

Imagen 23: Extracto
metandlico de
Catharanthus roseus

Prueba de tanino

Imagen 24:

EXTRACTO ACUOSO

Imagen 25: Extracto acuoso
de Catharanthus roseus

Imagen Extracto
acuoso. Se observa un
cambio de coloracién de un
amarillo tenue a un verde
oscuro. Indica presencia de
taninos

Extracto metandlico. Se observa poco
precipitado blanco, a comparacién del extracto acuoso y
etandlico. Prueba positiva a vinblastina

EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 27: Extracto
etandlico de Catharanthus
roseus

Imagen 28: Extracto
etandlico. Se observa una
coloracién mds obscura
que la imagen, que indica
que hay taninos en la
muestra.
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EXTRACTO METANOLICO

Imagen 29: Extracto metandlico de Catharanthus roseus.  Imagen 30: Extracto metandlico. Se observa una coloracion
Se realiz6 una dilucion 1:2 (ImL de extracto y 2 mL agua  mas obscura que la imagen 29. Indica que si hay presencia
de taninos.

destilada), por la intensa coloracién obscura que
presentaba la muestra y no se veria el cambio de color.

Prueba de flavonoides

EXTRACTO ACUOSO

EXTRACTO ETANOLICO

Imagen  31: extracto |magen 32: Extracto acuoso. Se

acuoso de Catharanthus  gpserva un cambio de coloracién

roseus de un amarillo tenue a un
amarillo fuerte. Indica presencia
de flavonoides.

Imagen 33: extracto
etandlico de
Catharanthus roseus

Imagen 34: Extracto etandlico.
En la imagen se observa en la
parte inferior del tubo una
coloracién amarilla. Lo que
indica poca presencia de
flavonoides.
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EXTRACTO METANOLICO

Imagen 36: Extracto metandlico. Se observa una
coloracién amarillo dmbar. Lo que indica la presencia de
flavonoides en la muestra

Imagen 35: Extracto metandlico de Catharanthus roseus.
Se realizé una dilucidn 1:2 de la muestra. Para observar el
cambio de color.

Prueba de lactonas

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO
Imagen Extracto Imagen 8: extracto Imagen 39:Extracto  Imagen 0: Extracto
acuoso de Catharanthus acuoso. Prueba negativa de etandlico de Catharanthus etandlico. Prueba negativa
roseus lactona. roseus de lactona.

EXTRACTO METANOLICO

Imagen 42: Extracto etandlicos. Resultados negativos en
la prueba de lactona.
Imagen 41: Extracto metandlico de Catharanthus roseus.
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Prueba de glucésidos cardiotonicos

EXTRACTO ACUOSO

Imagen 43: extracto acuoso
de Catharanthus roseus

EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 44: Extracto
acuoso. Se observa una
ligera  coloracién  azul.
Indica presencia de

glucdsidos cardiotdnicos en
poca cantidad.

Imagen 45: extracto
etandlico de Catharanthus
roseus

EXTRACTO METANOLICO

Imagen 47:Extracto metandlico de Catharanthus roseus

Imagen 46: Extracto
etandlico, se observa una
coloracién azul intensa,
indica prueba positiva a
glucésidos cardiotonicos.

Imagen 48: Extracto metandlico. Se observa una
coloracidn azul obscura, que no se puede apreciar en a
imagen.
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Prueba de cumarinas

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 2: Extracto
magen 0: Extracto 1:
Imagen 49: extracto acuoso acu§so Prueba negativa Imagen 1: Extracto etanoI!co. Pr.ueba €
de Catharanthus roseus o g etandlico de Catharanthus  cumarinas negativa.
para cumarinas. roseus
Prueba de esteroides
EXTRACTO ACUQOSO EXTRACTO ETANOLICO

. Imagen 6: Extracto
Imagen 53: Extracto acuoso Imagen 54: Extracto Imagen 55: extracto

de Catharanthus roseus . etandlico. Prueba negativa
acuoso. prueba negativa de etandlico (rigsgj;haranthus de esteroides.

esteroides
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EXTRACTO METANOLICO

Imagen 58: Extracto metandlico. Prueba negativa de

Imagen 57:Extracto metandlico de Catharanthus roseus esteroides

Prueba saponinas

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 59: extracto acuoso Imagen 60: Extracto Imagen 61: Extracto lmagleTl 62: Extrac.:to
de Catharanthus roseus acuoso. Prueba negativade  etandlico de Catharanthus ~ etandlico. Prueba negativa
saponinas. roseus de saponina

EXTRACTO METANOLICO

Imagen 64: Extracto metandlico. Se observa formacion de

Imagen 63:Extracto metandlico de Catharanthus roseus . .
espuma. Prueba positiva a saponinas.
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Prueba de terpenos

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO

Imagen 65: extracto acuoso Imagen 66: Extracto Imagen 67: Extracto Imagen 68: Extracto
de Catharanthus roseus acuoso. Prueba negativa de  etandlico de Catharanthus  etandlico. Prueba negativa
terpenos. roseus para terpenos

Imagen 70: Extracto metandlico. Prueba negativa para
terpenos.

Imagen 69:extracto metandlico de Catharanthus roseus
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Prueba quinonas

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO
Imagen 71: Extracto Imagen 72: Extracto acuoso. Imagen 73: Extracto Imagen 74: Extracto etandlico.
acuoso de Prueba negativa de quinonas. etandlico de Prueba negativa de quinonas.
Catharanthus roseus De izquierda a derecha. Tubo 1  Catharanthus roseus  De izquierda a derecha. Tubo
extracto tratado con zinc, tubo 1 extracto tratado con zinc,
2 extracto tratado con NaOH al tubo 2 extracto tratado con
40 %. NaOH al 40 %.

EXTRACTO METANOLICO

Imagen 76: Extracto metandlico.

- Prueba negativa para quinonas. De izquierda a derecha.
Imagen 75:Extracto metandlico de Catharanthus roseus
Tubo 1 extracto tratado con zinc, tubo 2 extracto tratado

con NaOH al 40 %.
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Anexo 4: El ciclo celular

La capacidad de los organismos para perpetuar su propia especie es la caracteristica que
mejor distingue a los seres vivos de la materia no viva. Rudolf Virchow lo expreso de la
siguiente manera “Donde existe una célula, debe haber existido una célula preexistente”
(Watson, 2005)

El ciclo celular mitético de los eucariontes inicia con un periodo de crecimiento llamado
interfase el cual es el tiempo entre las divisiones celulares. Una célula esté en la interfase
el 90% del tiempo. La mitosis viene después. Esto es cuando la célula se divide. Después,

las nuevas células regresan a la interfase.

Las células no pueden solo dividirse por la mitad. Ellas crean copias completas de si
mismas. Las copias incluyen su DNA. Hay que recordar que el DNA da un cianotipo para
la construccién de nuevas células. La célula debe ser copiada exactamente. Es la Unica
forma en que cada célula puede sobrevivir y funcionar correctamente. Todo esto es parte

de la internase.

La interfase ocurre en tres fases. La primera fase es la G;. En la cual la célula recién
formada procesa todos los materiales que necesita para crecer mas fuerte (Cregan,
2007), es decir la célula sintetiza proteinas, crece y realiza sus tareas predefinidas para el
cuerpo, también acumula los materiales necesarios para replicar su DNA. Luego viene la
fase S, esta es la fase de sintesis, en que una célula hace duplicados de sus centriolos y
todo su DNA nuclear. La interfase termina con la fase G,, la cual es la segunda fase de
crecimiento, es un intervalo mas o menos corto entre la replicacion del DNA y la division
celular. En G,, la célula termina la replicacién de sus centriolos y sintetiza enzimas que
regulan la division celular. También revisa la fidelidad de la replicacion del DNA y por lo
general repara cualquier error que haya detectado. Ahora la célula esta lista para
dividirse (Saladin, 2013).

La divisién celular, o también denominada como mitosis es la ultima fase del ciclo celular
a la que también se le conoce como fase M o fase mitética’, aqui una célula replica su
nucleo y luego se divide en dos para formar dos nuevas células hijas. Esta a su vez
ocurre en cinco fases, las cuales son las siguientes: profase, metafase, anafase, telofase

y citocinesis, esta ultima varia segun el autor (Saladin, 2013).
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En resumen en el ciclo celular eucarionte hay cuatro fases. La duplicacion cromosémica
se produce durante la fase Sy la segregacion de los cromosomas, en la fase M. las fases
G: Yy G, permiten que la célula se prepare para los acontecimientos que siguen en el ciclo

celular como se puede ver en la figura 18.

Figura 18: Ciclo celular.
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Anexo 5: Mitosis

Como se menciond anteriormente la mitosis consta a su vez de otras fases.

La profase es la primera fase de la mitosis. Los cromosomas se acortan, engrosan y, en
algun momento, se enrollan para formar bastones compactos, cuya distribucién a las
células hijas resulta mas facil que la larga y delicada cromatina de la interfase. La
membrana nuclear de la célula desaparece primero. Hay 46 cromosomas, dos cromatides

por cromosoma y una molécula de DNA por crométide. (Saladin, 2013).

La membrana nuclear se desintegra durante la profase y libera los cromosomas en el
citosol. Los centriolos empiezan a producir microtibulos elongados, a los que se
denomina husos, que al crecer separan a los centriolos; al final, un par de centriolos se
ubica en partes opuestas de la célula, uno en cada polo. Algunas fibras del huso crecen
hacia el cromosoma y se unen al cinetocoro que se halla en cada lado del centrémero.
Entonces las fibras del huso mueven los cromosomas de un lado a otro hasta que se
alinean alrededor de la parte media de la célula (Saladin, 2013), como se observa en la
figura 19 péag. 76.

En la metafase los cromosomas estan alineados en el ecuador de la célula, donde oscilan
un poco y esperan una sefial que estimule a cada uno de ellos a partirse en dos por el
centromero. Los husos ahora forman grupo en forma de limén: él huso mitético. Los
microttbulos largo van de cada centriolo a los cromosomas, y los cortos forman una
estructura en forma de estrella, llamada aster, que ancla el ensamblado en el interior de la

membrana plasmética de cada extremo de la célula.

La anafase inicia con la activacion de las enzimas que separan a las dos cromatides
hermanas en el centrbmero. Ahora se considera que cada cromatide es un cromosoma
hijo separado, de un solo filamento. Un cromosoma hijo migra a cada polo de la célula,
con el centromero por delante y los brazos tras éste. La migracion se logra mediante
proteinas motoras en el cinetocoro que recorren el huso a medida que la propia fibra es
“‘engullida” y desensamblada en el extremo cromosémico. Las crométides hijas suelen ser
idénticas, y cada célula hija recibe una cromatide de cada cromosoma; por tanto, las

células hijas producto de la mitosis suelen ser idénticas.

En la telofase el grupo de cromatides se agrupa en cada lado de la célula. El reticulo

endoplasmatico rugoso produce una nueva membrana nuclear al redor de cada grupo y
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las cromatides empiezan a desenrollarse para recuperar su forma de cromatina delgada y

dispersa. El huso mitético se rompe y desaparece, cada nuevo nucleo forma un nucléolo,

lo que indica que ha empezado a elaborar RNA y a preparar la sintesis de proteinas.

La citocinesis es considerada por algunos autores como la Ultima fase de la mitosis. La

telofase es el final de la divisién nuclear, pero se superpone con la citocinesis, division del

citoplasma en dos células. Los primeros rasgos de la citocinesis son visibles aun en la

anafase. Es realizada mediante la atraccion de microfilamentos de actina a la red terminal

del citoesqueleto por parte de la proteina motora miosina. Esto crea una cresta llamada

surco de division alrededor del ecuador de la célula, que con el tiempo se divide en dos.

La interfase ha empezado ahora para estas nuevas células.

Interphase Prophase Prometaphase

A Chromosomes A In the nucleus,

duplicate, and the chromosomes breaks apart, and the chromosomes
copies remain condense and spindle starts to interact align in the middle
attached to each become visible. with the chromosomes. of the spindle.
other. In the cytoplasm,
the spindle forms.
Centrioles [~Condensed  Early mitotic Palr of Fragments of ~Polar
(two N"’)‘}IV | chromatin spindio = centrioles  nuclear | microtubules
lﬂ‘ /‘ " Centromere envelope
i“\ | -Nucleolus [ \ \ | \
f / J
l' |/ \: \ A
-i) / Aslop—{ \ \%E ‘.‘,‘
/ /." K'i‘nolo/aﬁ b
chore /
il 4 /
[ eI /
Nuciear—/ Plasma— Chromosome, consisting Kinetochore Spindie
envelope membrane of two sister chromatids microtubule pole

Figura 19: Esquema general de la Mitosis.
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and move to opposite  chromosomes A The cell spiits into
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out, and the spindle each with the same
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Anexo 6: Celulas gliales

Las células mas abundantes en el SNC son las neuroglias también conocidas como glias
o células gliales, las cuales su numero excede unas 10-50 veces el de las neuronas. En
general, las células gliales carecen de la propiedad de generar activamente sefiales
eléctricas (Cardinali, 2007).

Las células gliales tienen:

X3

%

Una funcién de soporte para las neuronas

X3

%

La funcion de eliminacion de productos de desecho del metabolismo neuronal, o

de restos celulares luego de la lesién o muerte celular.

X3

%

Las provision de vaina de mielina

X3

%

Una funcion de buffer espacial de K.

X3

%

Una funcién de guia para la migracién neuronal durante el desarrollo.
% Una funcion de nutricion neuronal

% Funcién de captacion de neurotransmisores.

% Una funcidn activa de generacién de sefales de tipo paracrino.

% La capacidad de regeneracién neuronal.

Estas células se dividen en los siguientes grupos:

a) Macroglia: comprende a los astrocitos, los oligodendrocitos, las células de
Schwann y de los ependimocitos. Es de origen ectodérmico (Cardinali, 2007).
b) Microglia: que comprende fagocitos, que son parte del sistema inmune. Es de

origen mesodérmico (Cardinali, 2007).
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Anexo 7: Glioma

“Glioma” es un término general utilizado para describir cualquier tumor cerebral que se

origine a partir de las células gliales (American Brain Tumor Association, 2014).
Clasificacién de los gliomas

Las neoplasias que afectan el sistema nervioso central se dividen en primarias, cuando su
origen celular proviene del tejido cerebral, o secundarias cuando provienen de otros
organos (metastasis). Estas Ultimas en términos de frecuencia ocupan el primer lugar

entre las causas de rumores cerebrales (Reyes, 2009)

Las neoplasias primarias se dividen en varios grupos dependiendo del fenotipo celular y
su precursor celular probable. Los tumores de origen glial (gliomas) son los tumores
cerebrales primitivos mas frecuentes. Su clasificacion estd basada en criterios
morfolégicos que determinan el linaje celular, el grado de agresividad y el pronéstico a
largo plazo (Reyes, 2009).

El aspecto fenotipico de las células tumorales segun su posible origen astrocitario
(astroglioma), oligondendroglial (oligodendroglioma), mixto (oligoastrocitoma). El grado de
malignidad va desde | a IV y depende de caracteristicas funcionales como la proliferacion
celular, la presencia de mitosis 0 signos de apoptosis, la presencia de neoproliferacion

vascular y areas de necrosis (American Brain Tumor Association, 2012).

Estos criterios de malignidad se asocian directamente con el pronéstico y la supervivencia
a largo plazo. Las lesiones de grado IV tienen una media de supervivencia a 1 afo, las de
grado Il a 3 afios y de grado Il entre 5 y 10 afios. Los gliomas de grado | son
considerados benignos siempre y cuando la escisidon quirdrgica completa se considera
curativa (Reyes, 2009).

El glioblastoma es el grado més alto de tumor del tipo glioma (grado 1V), es la forma mas
maligna de astrocitoma, y es sinénimo de glioma de grado IV. En general se considera
que los tumores de origen oligodendroglial y mixtos tienen mejor prondstico que aquellos

de origen astrocitario (American Brain Tumor Association, 2012).

Los tumores también se pueden agrupar en por su ritmo de crecimiento: grado bajo

(crecimiento lento), grado medio (moderado) y grado alto (rapido).
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Anexo 8: Cultivo celular

Los cultivos celulares han permitido un gran avance en el estudio de la célula y
sus caracteristicas, ademas de ser una herramienta fundamental en el estudio de
virus, la produccién de vacunas, la exploraciéon de la relacién patégeno-hospedero
nivel celular, es estudio de respuestas inmunitarias, la busqueda de posibles
principios terapéuticos, al igual que el estudio de la bioquimica y la biologia

molecular (Morgan y Darling, 1995).

El cultivo de tejidos se refiere al mantenimiento o crecimiento, in vitro, de células,
de tejidos u Organos de origen animal o vegetal. ElI procedimiento consiste
basicamente en liberar las células del tejido original y llevarlas a un ambiente
artificial que permita su crecimiento, multiplicacion y mantenimiento del

metabolismo, de una manera controlada (Morgan y Darling, 1995).

El cultivo de células tiene su origen en el siglo XIX, cuando se comenzaron a
estudiar con cierto detalle los tejidos y O6rganos en vasos de vidrio. Tras la
incorporacion de modificaciones que dieron lugar a medios mas sofisticados, se
hizo posible el cultivo de células tumorales procedentes de muestras de tejidos

malignos tanto del hombre como animales (Castafio y Zapata, 2000).

El cultivo de células es la mejor manera de establecer nuevas lineas celulares en
cultivo para estudiar la morfologia celular y para comparar el efecto de diferentes
agentes, o diferentes concentraciones de un agente sobre el crecimiento y

metabolismo (Castafo y Zapata, 2000).
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Anexo 9: Ensayo MTT

En los ensayos de viabilidad hay dos pardmetros fundamentales: por un lado, la
especificidad y la detectabilidad de los reactivos y por otro lado, la capacidad de estos

para penetrar en las células.
Fundamento:

El MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) se reduce a
formazan a nivel mitocondrial solo cuando las reductasas mitocondriales estan activas;
dependera, por lo tanto, directamente del nimero de células vivas y viables.
Posteriormente, el formazan se solubiliza, habitualmente con DMSO (dimethyl sulfoxide) y
se obtiene una solucién de color azul-violeta que puede leerse por colorimetria con un
espectrofotdbmetro. Los cultivos no tratados serviran de controles frente a los cultivos
tratados en los que se podran determinar la reduccién de la viabilidad celular respecto al

control, los resultados se expresan habitualmente como porcentaje (Montaner, 2007).
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Figura 20: Reaccion enzimatica del succinato deshidrogenasa mitocondrial en el ensayo
MTT.

MEDIO RPMI 1640

Fue desarrollado por Moore y colaboradores en el Roswel Park Memoarial Institute en 1996
para el crecimiento de células de leucemia humana en cultivo en monocapa o en
suspension. Es una mezcla de sales enriquecidas con aminoacidos y otros componentes

esenciales para el crecimiento celular.

Accién: actlla como una solucidn nutritiva en cultivos celular, este medio esta es
distribuido deshidratado, en polvo o como liquido. En su composicion no tiene timidina, lo

gue permite obtener la sincronizacion de la division celular.
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Anexo 10: Espectrometria de masas

Es un técnica analitica que proporciona informacién tanto cualitativa (estructura) como
cuantitativa (masa molecular o concentraciéon) de las moléculas analizadas previamente
convertidas en iones. Las moléculas de interés, forman parte generalmente de una mezcla
heterogénea que no requiere necesariamente de una separacion previa, y se someten en primer
lugar a una fuente de ionizacién donde se ionizan adquiriendo caga negativa o positiva. Los iones
atraviesan el analizador de masad hasta que alcanzan diferentes partes del detector de acuerdo
con su relacion masa/carga (m/z). Una vez en contacto con el detector, se generan sefales que
son registradas en el sistema informdtico y representado en un espectro de masas que muestra la

abundancia relativa de las sefiales en funcion de su relacién m/z.

A continuacion se muestras dos espectros de masas realizados por M. en C. Vladimir Carranza en
el laboratorio de espectrometria de masas del centro de quimica ICUAP, no se incluyeron los
resultados de los espectros de masas porque no son evidencia de la presencia de los compuestos
de interés, las sefales que reflejan corresponden al compuesto que se utiliza como matriz y que es

nitrobencilalcohol (NBA).

En la figura 21 de la pag. 82 se muestra el espectro de masas del extracto acuoso

En la figura 22 de la pag. 83 se muestra el espectro de masas del extracto etandlico

81



+9Vv4 opolsw | Jod osonoe 010vIIX3 [9p SeSsew ap oJ10ads] Tz einbi-

5 5= Mt 55 % 5 S 5[]

SaT a1

LAE - 8z

CEZ

HES - B

g ¢ — s
Bl

SE[ - oE

— AR
¥51 [89++E2

F EEATA i [=Ad7] 0D clZAEAS O AFER AL = =Bug. =AU u.—.._lu.—..__u
EB'BEE * "I BEARE ' FET =AW * dE

(E"1) * fuUBIg Ul g 6 = 1d

[JBaU|T-4W] UoT |RWMoy & oecld] wniioeds

+3H4 @ epay wa] ORI ¢ 1T

EBF F—0S0nod SMo50d SNHLWBEHLED #9390

YIWIOHA 30 ua 3y 3| ceg

B1*ET STEE-120-T2 * S0 ERFIT0W0D WO ¢ =360

[ whJiaeds ss'Yy ]

82



+9Vv-d 9p opolaw Jod 021jouRIS 010BIIX3 [9p Sesew ap o0410ads3] gz einbi4

=al (550 apz T
[N IR NI RRR R

el

HEF

165 126 BE

-~

/ot ed éf - A

mE

L]

- AL

e .

— AE

—HAA1

1
¥ P3| i [Fha] 1D

+34d4 ¢ epol Uo7

LECR TS 93 EEARTATL
ET "Bl
EE'[2

“RuT
D LR as
[4ESULT—44] O] [EWJOH

E2B.98T
FbBuga z w 3nding

O™ "5 =4 - dH

Ui gt ¢ o1y
¢t oedd] whagoeds
30844 1 3E[UT

FAT1-00I710NELT SN2E0E STHIMAHEHLED | =30y
HIWIOHTA ¥ U@ 3 3| chws
S OO0 | = B3R

[ wnJdjoads 22l J

EZ*@l STRZ-3=0-12 * &30

83



