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. INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca congestiva es una enfermedad que aqueja a millones de
personas en todo el mundo, con un nivel de mortandad muy elevado (40% del total de las
muertes), para tratar este problema existen diversos tratamientos farmacol6gicos, siendo
la digoxina el farmaco mas empleado en la terapéutica, ta cual posee ciertos efectos
secundarios, asi como un margen de seguridad muy estrecho, debido a esto se realizan
dia con dia estudios con el fin de encontrar nuevas y mejores sustancias que compitan

con la digoxina en efecto terapéutico, asi como en un margen de seguridad mas amplio.

Es en este campo de estudio donde se origina la inquietud por evaluar el yoyote, una
planta utilizada por nuestros ancestros desde hace varios cientos de anos, de la cual se ha
visto, tiene diversos usos populares entre los que destaca un efecto farmacoldgico del tipo

digitalico, siendo ésta la razén del desarrollo del presente trabajo.

Por otra parte el yoyote contiene un sinnimero de componentes los cuales tienen
diferentes efectos en el organismo como cicatrizante, contra Ullceras y tumores,

especificamente es él efecto cardiotdnico el que es motivo de estudio.

Para evaluar el efecto sobre el corazon se utiliza el modelo de 6rgano aislado segun
Langendorff, el cual permite determinar el efecto integro sobre el musculo cardiaco sin la
influencia de otros érganos, como lo son el higado y el riién. Bajo este modelo es posible
determinar el efecto terapéutico, la eficacia, la eficiencia, la potencia y el efecto toxico de
las sustancias de prueba, asi como la realizacién de estudios biochemodindmicos y

bioguimicos de los activos en estudio, en éste caso, los extractos de yoyote.

Dentro de los estudios a realizar, se determinara el o los sistemas de extraccion
mas adecuados para el tipo de activo que se desee obtener, el cual debera ser un
procedimiento sencillo, econémico y eficaz que ofrezca buen rendimiento, asi como una
buena calidad del producto de interés. Para ello se utilizaran diversos procedimientos
extractivos, realizando paralelamente un estudio cromatografico en capa fina que permita
la identificaciéon de los componentes en estudio mediante sistemas de revelado

cromatografico especificos que garanticen la evaluacion del componente deseado.



Identificado el extracto que contiene la sustancia o sustancias que generan el efecto
deseado sera posible el desarrolilar técnicas que permitan aislar y purificar adecuadamente
el o los activos del yoyote para en un futuro desarrollar lineas de investigacién que

permitan llevarlos a la terapéutica en humanos en la insuficiencia cardiaca congestiva.

Asi mismo se reforzaran las técnicas de estudio aprendidas durante la carrera de
Quimico Farmacéutico Bidlogo, reafirmando los conocimientos teérico-practicos de
diversas asignaturas en el ambito farmacognosta, asi como, farmacolégico, poniendo a
prueba la capacidad para resolver problemas, asi como la habilidad de encontrar
soluciones y respuestas que permitan, bajo el disefio de estrategias, aportar un beneficio

en pro de la ciencia y por la ciencia misma en beneficio de la humanidad.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Enfermedades Cardiovasculares

Una de las principales causas de muerte se refiere a las enfermedades relacionadas con
el sistema cardiovascular, entre las cuales pueden citarse a las siguientes: hipertensién e
hipotensiéon arterial, infarto al miocardio, amritmias e insuficiencia cardiaca. Es muy
importante diagnosticar y dar el tratamiento adecuado a tales enfermedades, ya que es
posible que en cuestiéon de minutos una persona sin tratamiento y cuidados presente un
cuadro muy severo de consecuencias graves e irreversibles, e incluso llegue a la

muerte.'% ' %

La Organizacion Mundial de la Salud estimé que las enfermedades
cardiovasculares representaban la causa mas frecuente de mortalidad en el ambito
mundial. Asimismo reconoce que la epidemia de las enfermedades cardiovasculares
avanza rapidamente en paises desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo.
En México, este grupo de enfermedades constituye un problema de salud publica, las
enfermedades del corazén constituyen la primera causa de muerte y anualmente ocurren
cerca de 70,000 defunciones por este motivo, 26000 por enfermedades
cerebrovasculares y 44,070 por enfermedad isquémica del corazdn, siendo 24,102
hombres y 19,965 mujeres. La enfermedad arterial aterosclerética, que es causante de
isquemia del miocardio, encéfalo y otros dérganos, es la principal causa de muerte en los
paises desarrollados, con una mortalidad de mas del 40% de todas las muertes en EUA.
En este pais la hipertension arterial sistémica afecta a un nimero estimado de 25 millones
de adultos presentandose, ademas, una incidencia actual de enfermedad cardiaca
‘congénita de 25 mil casos al afo. Adicionalmente cada afo, mas de 650 mil personas
mueren debido a un infarto al miocardio, en donde mas de dos tercios de las muertes
ocurren en los primeros minutos después de que comienza el infarto. Estos problemas son
consecuencia de una combinacién del tipo de vida actual, en donde impera una mala
alimentacion con un elevado contenido de sal y grasas, ademas de una condicion fisica
deficiente, ya que no se dedica el tiempo necesario a alguna sesion de ejercicios v,
principalmente, a la vida acelerada y estresante.'"® %



2.1.1. Anatomia y Fisiologia del Corazén Sano

El aparato circulatorio mantiene en constante movimiento al medio circulante (sangre), que
esta en intimo contacto con las células que forman los tejidos. Estd integrado por el
corazon y los vasos sanguineos (arterias, venas, capilares, arteriolas, entre otras), siendo
el corazén el 6érgano central del aparato circulatorio. Consiste de tejido muscular hueco,
dividido en cuatro cavidades, dos auriculas y dos ventriculos, sus contracciones
mantienen la sangre en movimiento. Anatomicamente, se encuentra alojado en el torax, en
un espacio que limitan los dos pulmones y que recibe el nombre de mediastino, por
encima del diafragma, delante de la columna vertebral y por detras del esterndn. El
corazon normal de un hombre joven pesa aproximadamente 270 g, mide 10 cm de alto,
10.5 cm de ancho y 6 cm de espesor, aproximadamente, aunque estas dimensiones
pueden variar segun el volumen anatémico, nivel energético, sexo, entre otras variables.
Tiene la forma de un cono, cuya base se encuentra hacia arriba y a la derecha, y el vértice
se encuentra hacia abajo a la izquierda y adelante. El impulso de éste contra la pared
toréacica se siente en el espacio intercostal entre la quinta y sexta costillas aunos 8cm a la
izquierda de la linea medioesternal. Lo mantienen en posicién los grandes vasos que
salen de él: las arterias aorta y pulmonar, las venas cava y pulmonar, asi como también el
saco fibroso que lo rodea llamado pericardio, que se adhiere al esterndn y a la pleura que
cubre a los pulmones. Esta constituido por dos sistemas de propulsion separados:
1) el llamado corazén derecho, que impulsa sangre a los pulmones
2) el llamado corazén izquierdo, que impulsa sangre al resto del cuerpo.

Cada uno de estos sistemas de propulsion se encuentra dividido en dos cavidades
separadas; denominadas auricula y ventriculo. Las dos auriculas son bombas cargadoras
que forzan a la sangre hacia los ventriculos antes de la contraccion ventricular. A
continuacién los ventriculos se contraen con gran fuerza una fraccion de segundo
después, y expulsan la sangre hacia los pulmones y la circulacion general. Debido a lo‘
anterior, los ventriculos son llamados bombas propulsoras. El corazén tiene cuatro
valvulas separadas que permiten el flujo de sangre en sentido distal, pero impiden el flujo
retrégrado. Dos de éstas, las valvulas AV, funcionan como entrada hacia los ventriculos
respectivos; las otras dos, llamadas valvulas semilunares, sirven como salida desde los
ventriculos. Cuando se contrae el ventriculo, la presion ejercida de manera retrégrada
sobre la valvula AV hace que sus hojuelas se desplacen hasta la posicién cerrada, de
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modo que la sangre contenida en el ventriculo no puede regresar a la auricula; al mismo
tiempo, la presion de la sangre sobre las paredes ventriculares forza a ésta hacia adelante
contra las valvulas semilunares, abriéndolas para que fluya la sangre hacia la arteria
pulmonar o la aorta. A continuacion, cuando se relajan los ventriculos, la presion elevada
de la sangre dentro de las grandes arterias la empuja contra las vélvulas semilunares y las
cierra, con lo que se evita que la sangre que ha salido de los ventriculos regrese hacia
ellos. Al mismo tiempo, la sangre que vuelve hacia el corazén desde las venas generales
abre las valvulas AV y llena de nuevo los ventriculos como preparacion para el siguiente
ciclo propulsor. Para mantener irrigado el corazon, éste tiene su propio sistema vascular,
el coronario, las arterias coronarias mantienen al corazon vivo. Al expulsar la sangre a
través de la arteria aorta al mismo tiempo entra sangre a las coronarias mediante unos
orificios llamados osfium, los cuales se encuentran situados en la base de la arteria
aorta®"*®

“El musculo cardiaco también denominado miocardio, es muy semejante al misculo
estriado, pero tiene dos caracteristicas que lo hacen especialmente adaptado para la
funcién propulsora del corazon. Primeramente, las fibras del miocardio estan
interconectadas entre si, de modo que el potencial de accién que se origina en cualquier
parte de la masa muscular viaja por todos los sitios y hace que toda la masa muscular se
contraiga al unisono. Esto permite al misculo cardiaco de todas las paredes de cada
cavidad del corazdn contraerse al mismo tiempo y con ritmo y, por lo tanto, impulsa la
sangre hacia su exterior. En segundo lugar, el potencial de accion del miocardio dura por
lo menos tres décimas de segundo, lo que es un tiempo diez 6 mas veces mayor que el
potencial de accion de la mayor parte de los masculos estriados. Por lo tanto, la duracion
de la contraccién del musculo cardiaco también dura aproximadamente tres décimas de
segundo, que es el tiempo que se requiere para que la sangre salga del corazén hacia las
arterias. El corazon tiene un sistema especial de regulacién del ritmo, que consiste en un
nodo SA, localizado en la pared de la auricula derecha cerca del punto de entrada de la
vena cava superior; un nodo AV, localizado en el tabique auricular cerca del punto en que
se unen ambas auriculas con los ventriculos; y un sistema de grandes fibras de musculo
cardiaco de conduccion rapida denominadas fibras de Purkinje, que conducen los
impulsos cardiacos con rapidez desde el nodo AV hacia todas las partes de ambos
ventriculos. En el corazén normal, el nodo SA regula la frecuencia del latido cardiaco, y
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por tanto, se llama marcapaso del corazén. Cuando una persona se encuentra en reposo
el nodo SA envia ritmicamente impulsos que producen 72 latidos por minuto
aproximadamente, y el potencial de accidén, llamado impulso cardiaco, generado en este
nodo se extiende por todo el corazon, primero por las auriculas, a continuacién por el nodo
AV, luego por el sistema de Purkinje hacia los ventriculos, y por Ultimo por el propio

musculo ventricular, 3" %

El funcionamiento cardiaco depende de cuatro factores primordiales, denominados:
precarga, poscarga, contractilidad y frecuencia cardiaca. Es muy importante el efecto de la
precarga (presion auricular) en el desemperio cardiovascular, ya que es el momento en el
cual la sangre venosa retorna al corazén, y depende de la presion de las venas |a cantidad
de sangre que ingresa a las auriculas. Si la precarga es elevada se puede producir
congestion pulmonar. La poscarga es la resistencia contra la cual el corazén debe
bombear la sangre. Esté representada por la impedancia adrtica y la resistencia vascular
sistémica. La resistencia vascular elevada reduce el gasto cardiaco al incrementar la
resistencia a la expulsion. La contractilidad se refiere a la actividad de bombeo del
corazon, con la cual se distribuye la sangre al cuerpo, si la contractilidad se ve disminuida,
es posible que la cantidad de sangre bombeada sea insuficiente para las necesidades del
organismo; con el uso de agentes inotropicos positivos es posible corregir esta deficiencia.
La frecuencia cardiaca es uno de los determinantes principales del gasto cardiaco, cuando
existe una reduccion en la actividad del corazén y del volumen sistélico, producidos por
insuficiencia, un aumento de la frecuencia cardiaca es un mecanismo compensatorio para
mantener el gasto cardiaco adecuado.® 3

El trabajo de bombeo del corazén esta regulado por los sistemas simpatico y
parasimpatico. Con ayuda de los principios activos que actian sobre la funcién del sistema
nervioso vegetativo puede influirse sobre la accién cardiaca. Asi, por ejemplo los
psicofarmacos ansioliticos del tipo benzodiacepina (diacepam), se ufilizan en pacientes
con infarto de miocardio con objeto de evitar la estimulacién del simpatico con un trabajo
cardiaco aumentado, provocado por una situacion de ansiedad. Bajo la influencia de los
antisimpaticotonicos, que sirven para disminuir la hipertensién arterial, disminuye también
el trabajo cardiaco. Los bloqueadores ganglionares se utilizaban antes en las crisis

hipertensivas. Los parasimpaticoliticos o los B- bloqueadores evitan la transmision de los
6



impulsos vegetativos a las células del musculo cardiaco, blogueando los receptores
correspondientes.® 3! 34 %

2.1.2. Mecanismo de la Contraccion Cardiaca

El miocardio esta constituido por fibras musculares estriadas que contienen miofibrillas
formadas por unidades contractiles repetidas seriadamente, llamadas sarcomeros. Las
micfibrillas estan recubiertas por el sarcolema. Una sarcémera individual estéa limitada por
dos bandas Z adyacentes y tiene una longitud de 1.6 a 2.2 um. Esta constituida por
filamentos de actina y miosina, que se superponen regularmente, conectados por puentes
cruzados. En relajacién, estos puentes se mantienen unidos por la troponina C, que inhibe
la contraccion. Durante la contraccion, la inactivacion de la troponina C permite la
alteracién de los puentes, lo que hace posible que los filamentos de actina y miosina se
deslicen entre si, causando la contraccién (ver figura 1).%3" %

K \
ATP

D——m C‘ADP +Pi

Na* Na*

Reticulo sarcoplasmico

e
/( )\ca A PiC:;
Py ATP

\ Microfilamentos /
Figura 1. Esquema representativo del intercambio ionico necesario para la
contraccién. 1 Bomba de Na'/K'. 2 Bomba de Na'/Ca®, 3 Entrada de

Ca”™. 4 Fijacion de Ca® a la membrana del reticulo sarcoplasmico. D Sitio
de accion de los digitalicos.




En reposo, el interior de las miofibrillas tiene una carga negativa con respecto al
exterior, con un potencial de membrana de —80 a —100 mV, un contenido intracelular bajo
de cation sodio (Na*) y alto de catién potasio (K'), mantenido mediante la bomba de sodio
impulsada por ATP y una concentracién baja de Ca®*. Durante la activacion, hay un fiujo
de Ca® al interior de la célula a través de conductos sarcolémicos, que causan una
liberacion rapida de Ca* del reticulo sarcoplasmico. El Ca®* se une a la troponina C,
produciendo los cambios en los puentes cruzados de actinomiosina que producen la
contraccion. Después de la contraccion estos efectos se revierten, con reacumulacion de
Ca” en el reticulo sarcoplasmico, se revierte la fijacion de Ca**-troponina, y retornan los
filamentos de actina y miosina y los puentes cruzados al estado de reposo. La energia
para la mayor parte de estas reacciones deriva del ATP formado por oxidacién de su
sustrato. El corazon precisa concentraciones optimas de Na*, K' y Ca®* para funcionar con
normalidad. En ausencia de Na®, el corazén no es excitable y no latird debido a que el
potencial de accién de las fibras miocardicas depende de la concentracion de Na'
extracelular. Por otra parte, el potencial de membrana en reposo depende del gradiente de
éste ion a través de la membrana. En condiciones normales, la concentracién de K
extracelular es de unos 4 nmoles. Un aumento del K* extracelular, si es lo suficientemente
grande, produce despolarizacion, pérdida de la excitabilidad de las células miocardicas y
una parada cardiaca en la diastole. EI Ca®* es también fundamental para la contraccién,
una disminucion de Ca®* del liquido extracelular reduce la fuerza de contraccion y
finalmente provoca una parada en diastole. Por el contrario, un aumento en la
concentracion de Ca?* extracelular mejora la fuerza contractil, pero concentraciones muy
elevadas inducen parada cardiaca en sistole. El nivel de la concentracion de Ca® libre
intracelular es el responsable fundamental de la situacion contractil del miocardio. Al
principio, la onda de excitacion se expande con rapidez a lo largo del sarcolema
miocardico, de célula a célula, a través de uniones intercomunicadoras, y la
despolarizacién gradual se extiende hacia el interior de la célula a través de los tdbulos T.
Durante la meseta del potencial de accién, la permeabilidad del sarcolema al ca*
aumenta y fluye debido a su gradiente electroquimico entrando en la célula a través de los
canales de Ca®* presentes en el sarcolema. La fuente principal de Ca® es el liquido
intersticial en concentraciones de 2 mM. La cantidad de Ca®* que entra en la célula desde
el espacio extracelular no es suficiente para inducir la contraccion de las miofibrillas, pero
sirve como descarga (desencadenante) para liberar Ca®* de los almacenes intracelulares,
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como el reticulo sarcoplasmico. La concentracion de Ca®' libre citosélico aumenta desde
niveles de reposo de 1 a 10 mM durante la excitacion, y el Ca”* se une a la troponina C. El
complejo troponina- Ca®" interacciona con la tropomiosina para desbloguear los puntos
activos entre los filamentos de actina y miosina. La accién de desbloqueo permite el ciclo
de los puentes cruzados y la contraccién de las miofibrillas (sistole). Al final de la sistole, la
entrada de Ca®* cesa y el reticulo sarcoplasmico ya no es estimulado para liberar Ca*'. La
fosforilacién de la troponina | inhibe la unién con el Ca®, lo que permite que la
tropomiosina bloquee de nuevo los puntos de interaccion entre los filamentos de actina y
miosina y se produce la relajacién (diastole). El Ca®* que entra en la célula para iniciar la
contraccién debe salir durante la diastole. EI Ca®* sale fundamentaimente por un
intercambio electroneutro de tres iones Na* por uno de Ca®'. El Ca® también sale de la
célula mediante una bomba dependiente de ATP. "% 1! %32

2.1.3. Insuficiencia Cardiaca Congestiva

Es una patologia en la cual el gasto cardiaco es inadecuado para proporcionar el oxigeno
y los nutrientes que el organismo necesita, es muy grave con un promedio de mortalidad
de aproximadamente 50% en cinco afnos. Es de origen multifactorial afectando el
ventriculo izquierdo, el derecho, o ambos. El gasto cardiaco disminuido por afectacion
ventricular puede ser sistélico, cuando no se tiene fuerza suficiente para expulsar la
sangre; o diastdlico, cuando se da una relajacion inadecuada para el llenado normal. La
disfuncién sistélica con gasto cardiaco disminuido y con fraccion de expulsion reducida, es
caracteristica de insuficiencia aguda, especialmente si es resultado de infarto al miocardio.
Generalmente se trata con farmacos inotrépicos positivos y responde al tratamiento, al
menos en su etapa inicial. La disfuncion diastélica ocurre cuando existe hipertrofia y
sobreesfuerzo del miocardio y, aunque el gasto cardiaco es reducido, la fraccidn
expulsada puede ser normal, por lo que no responde adecuadamente frente a inotropicos
positivos. " & . 32



2.1.3.1. Signos y Sintomas

De todos los tipos de insuficiencia cardiaca congestiva, los principales signos y sintomas
son taquicardia, disminucién en la tolerancia al ejercicio, acortamiento de la respiracion,
edema pulmonar y periférico, y cardiomegalia. La disminucién en la tolerancia al ejercicio,
con rapida fatiga muscular, es la consecuencia directa del gasto cardiaco disminuido; las
otras manifestaciones resultan de los intentos del organismo para compensar el defecto
cardiaco intrinseco.? ¥ 32

2.1.3.2. Tratamientos

Desde hace mucho tiempo, hace aproximadamente 3000 afios, los egipcios ya conocian
plantas que contenian glicésidos cardiacos, las cuales fueron empleadas adecuadamente,
después de algunos afios, gracias al inglés William Withering, quien describié el uso y
toxicidad de un extracto de la digital. Entre las fuentes de estos farmacos se incluyen la
digital blanca (Digitalis lanata) y la purpura (Digitalis purpurea), la escila marina del
Mediterraneo (Urginea maritima), estrofanto (Strophantus gratus), y muchas otras plantas
de las zonas climaticas templadas y tropicales. Algunos sapos tienen glandulas cutaneas
capaces de elaborar bufadiendlidos, que difieren de los cardendlidos sélo en que tienen
una lactona de seis miembros, y no de cinco en la posicién 17 del nicleo esteroidal. Todos
los glicdsidos cardiacos, o cardendlidos, como la digoxina (ver figura 2), combinan un .

Tridigitoxosa esteroidal

Figura 2. Estructura molecular de la digoxina

10



ntcleo esteroidal con un anillo lactonico de cinco miembros insaturado en el carbono 17 y
una serie de azlcares unidos al carbono 3 del nticleo. Debido a que carecen de un grupo
faciimente ionizable, la solubilidad es pH-independiente. Estudios sobre la relacién
estructura-actividad cuantitativos (QSAR) indican que el anillo lactona y el nticleo esteroide
son esenciales para la actividad, asi como el ion hidroxilo ("OH) en posicién 14, sin olvidar
la conformacion de los sustituyentes y la fusién de los anillos. Los otros constituyentes, las
moléculas de azucar en posicion 3, influyen en las variables farmacocinéticas, como lo son
la absorcién, vida media y metabolismo. " 7% 32

Los digitdlicos tienen multiples efectos vasculares directos e indirectos, con
consecuencias tanto terapéuticas como toxicas (amritmégenas). Ademas, tienen efectos
indeseables sobre el SNC y el intestino. Los sintomas de intoxicacion se presentan al
exceder minimamente la dosis terapéutica e incluyen:

1) arritmia cardiaca (en ocasiones con peligro de muerte, por ejemplo, bradicardia

sinusual)

2) bloqueo AV

3) extrasistole ventricular

4) fibrilacion ventricular

5) alteraciones del SNC

6) cansancio

7) confusion

8) alucinaciones

9) mareos

10) vomitos

11) diarreas

12) pérdida de sales y agua.

Una vez que se reconoce una intoxicacion digitalica, el tratamiento emprendido involucra
la administracién de K', disminuyendo asi la unién de los glicésidos cardiacos; sin
embargo, puede alterar también la transmision AV. Otros tratamientos incluyen la
administracion de un antiarritmico, como fenitoina o lidocaina, la administracion oral de
colestiramina con objeto de secuestrar e inhibir la absorcién de la digitoxina que se
encuentra en el intestino (circulacién enterohepatica), entre otras medidas terapéuﬁcas.15'

20 32,38
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2.2. Plantas Medicinales

El hombre ha utilizado las plantas para curarse y simultdneamente han tenido un
significado mistico y religioso, ya que no solo son empleadas para curar ingiriéndolas, sino
también como un ahuyentador de “malos espiritus” (los cuales, segun creencias
populares, son los causantes de las enfermedades) en muchas culturas antiguas e
inclusive en la actualidad. Todas las culturas primitivas han adquirido informacién sobre
las propiedades medicinales de un gran numero de plantas propias de su medio ambiente.
Estos conocimientos, generalmente han sido acumulados por determinados individuos,
como lo son sacerdotes, hechiceros, curanderos, entre otros, quienes los transmiten, de
generacién en generacion, ya sea a sus aprendices 0 a sus descendientes. En otras
ocasiones, historiadores y viajeros han dejado importantes descripciones de tales plantas
medicinales, asi como su utilidad. Desde hace varios siglos se tiene conocimiento de las
propiedades curativas de algunas plantas, asi como también registros de que los sumerios
desde el afio 2500 a.C. conocian y cultivaban unas 250 plantas. Existen papiros egipcios
de 1600 a.C. donde se encuentran asentados los nombres y usos de numerosas plantas,
como el olivo, el azafran, el hinojo, etc., que utilizaban los médicos de entonces. Los
griegos como Pitédgoras (582 a.C.) conocia la mostaza y la escila, Hipocrates (466 a.C.)
conocia, entre otras, el ajenjo, la canela, la cicuta, la genciana, la acacia, etc., Teofrasto
(372 a.C.) escribi6 diez libros Sobre la historia de las plantas y ocho Sobre las causas de
las plantas, conocia el cornezuelo, la pimienta, el opio, etc., Pedanios Dioscorides (77
a.C.) fue el primer autor que escribe extensamente sobre las plantas medicinales en su
obra De Materia Medica, en la cual se describen con gran detalle todas las sustancias y
plantas medicinales conocidas, asi como también sus propiedades. En América, los
conocimientos sobre plantas medicinales, fueron transmitidos por los nativos a los
misioneros y viajeros espanoles, como Gonzalo Fernandez en 1535, José Acosta en 1590,
el Rey Felipe Il entre 1570 y 1577, quien recorre México y publica su Historia Plantarum
Novae Hispaniae, Fray Bernardino de Sahagun a finales del siglo XVI escribe respecto a
las plantas empleadas por los aztecas y zapotecas, sin olvidar el famoso Cédice Badiano,
que se trata de un tratado de plantas medicinales escrito en 1552 por el indio xochimilca
Martin de la Cruz. En 1889 se creé en México un Instituto Médico Nacional el cual realiz6
investigaciones sobre las plantas medicinales utilizadas tradicionalmente por los

indigenas. En 1959 Maximino Martinez publica su libro Plantas Medicinales de México,
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donde se encuentran mas de 900 plantas con su descripcion boténica, usos y propiedades
quimicas. Muchos autores a través de los siglos se encargaron de difundir los
conocimientos sobre las plantas medicinales conocidas segun cada época y lugar, tales
como Galeno en 131-200 d.C., Avicena (837 d.C.), Carl von Linné (Linneo 1737 d.C.),
entre otros.'* 2 ®©

2.2.1. Usos Tradicionales

Generalmente el uso de las plantas medicinales se ha dado de manera empirica mediante
los conocimientos transmitidos de generacion en generacion (frecuentemente de modo
oral). En México se conocen el nombre y usos de diversas plantas, que se utilizan para
curar dolencias y enfermedades populares. Por ejemplo la manzanilla (Matricaria recutita)
para el dolor de estémago, las hojas de naranjo (Citrus aurantium) y la tila (Tilia mexicana)
para los nervios, los pelos de elote (Zea mays) para los rifiones, arnica (Heterotheca
inuloides) para los dolores musculares, entre muchas mas.”- 2 ©

2.2.2. Modos de Empleo

Popularmente, se han utilizado las plantas medicinales de un modo sencillo y préctico,
frecuentemente se utiliza un té cuando son preparados de uso interno y emplastos cuando
son preparados de uso externo. El té es el preparado en el cual se coloca la planta (la
parte indicada, ya sea raiz, tallo, hojas, fruto, etc.) en agua hirviendo por cinco minutos, se
toma caliente, tibio, o bien, se puede tomar frio como agua de tiempo (agua fresca). Los
-emplastos son preparados en los que la planta es macerada sola o con grasa vegetal o
animal, y se coloca sobre la lesion, también se puede colocar una gasa o tela empapada
con infusién de la planta. Actualmente, se utilizan capsulas que contienen la planta, o
partes de la planta, seca y pulverizada, unglentos, pastas o cremas, jarabes, elixires,

etc. 4%
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2.2.3. Métodos de Extraccion de Principios Activos Presentes en Fuentes Vegetales

Las plantas contienen una enorme cantidad de componentes, los cuales pueden ser
benéficos o toxicos, por lo cual es muy importante aislar los componentes activos que se
encargan de proporcionar el efecto terapéutico deseado. Existen diversos métodos de
extraccion de tales activos, y elegir el adecuado depende del tipo de planta, la parte de la
planta que se utiliza, asi como de la naturaleza quimica de los activos, ya que si es un
activo termolabil, es necesario protegerlo y evitar el uso de extracciones a temperaturas

elevadas.” 234 @

Para poder obtener un principio activo en particular, se requiere de una
combinacién de procesos que implican varios pasos muy importantes previos a la
extraccion como lo son la recoleccion, el secado, la seleccién, y la preservacion. La
recoleccion es un paso decisivo, ya que se debe tener en cuenta la etapa de maduracién
adecuada, se debe de considerar el momento propicio para la recoleccion, ya que es
posible que se modifique la cantidad de activo asi como su calidad. Es necesario tener
cuidado de no maltratar ninguna parte de la planta, ya sea las hojas, el tallo, la corteza, la
raiz, las flores, la semilla, los frutos, la penca o el polen. La colecta puede hacerse de
modo manual o mecanico, segln los cuidados que sean necesarios. El secado es el
proceso en el cual se elimina la mayor cantidad de agua de la planta a fin de que se
conserve en buen estado por mas tiempo, libre de microorganismos y plagas que la
destruyen, inactivando también la hidrdlisis enzimatica. El secado implica también un
desactivamiento por calor de enzimas degradadoras. Es por eso que se debe realizar
cuidadosamente ya sea al aire, al sol, a la sombra o en estufa, segln las propiedades de
los principios activos que se deseen obtener. En el proceso de seleccion se eliminan
impurezas, materias extranas, partes en mal estado, arena o tierra y otras partes de la
misma planta. La preservacion se lleva cabo para permitir que la planta y los activos se
encuentren en buen estado durante mas tiempo. Es posible empacar la planta y protegerla
contra la luz, humedad, calor, roedores, insectos y hongos, para lo cual se utilizan

empaques herméticos y lugares cerrados, frescos y oscuros.'? 227
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Es posible llevar a cabo la extraccion de los activos mediante varios procesos, de
los cuales debe seleccionarse el adecuado segun la naturaleza del material vegetal y del
principio activo que se desee obtener. Los procesos extractivos pueden ser de dos tipos:

1) continuos (como la extraccién con Soxhlet y arrastre con vapor)

2) discontinuos (como la percolacion y maceracion)

Los métodos de extraccion continua solidodiquido, con disolventes organicos a
temperatura de ebullicion, se utiliza para materiales vegetales gruesos o dificiles, tales
como corteza, raices y semillas, algunos de ellos, como la turbodestilacién, consiste en
remojar la planta en agua y hacer circular vapor por la mezcla, el vapor extrae el activo
deseado. La extraccion por arrastre de vapor es un método muy comdn mediante vapor de
agua a presion que circula a través del ingrediente vegetal. Los métodos de extraccion
discontinuos como la extraccién con disolventes en frio es recomendable para principios
activos delicados, en la cual se usa un disolvente organico, como el hexano, con objeto de
saturar el ingrediente vegetal y obtener los compuestos deseados. Un inconveniente de
este proceso es el hecho de que quedan restos del disolvente que es irritante y toxico.
Uno de los métodos discontinuos mas modernos es la extraccion con fluidos supercriticos,
como el CO2 y NHs, que son utilizados para materiales muy delicados, siendo un método
con grandes ventajas principalmente la obtencion sencilla del extracto crudo sin residuos
del disolvente."* %

La obtencién de los extractos crudos se hace mediante la evaporacion del
disolvente empleado, una extraccion con otro disolvente volatii como alcohol, o
simplemente por una decantacion. La purificacion de los extractos para obtener el activo
puede ser un proceso lento y laborioso, ya que es comin que se extraigan mezclas
complejas las cuales requieren de muchos cuidados.® Z
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2.3. Yoyote (Thevetia sp)

2.3.1. Descripcién Botanica

El yoyote (Thevetia sp), es un arbusto conocido también como yucucaca, narciso amarillo,
calaveritas y akitz.

Figura 3. Yoyote (Thevetia thevetioides). a. Planta. b. Flor. ¢ y d. Semilla.
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Su clasificacion taxonomica es la siguiente:
Reino:  Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase:  Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden:  Gentianales
Familia: Apocynaceae
Género: Thevetia
Especie: thevetioides

peruviana
neriifolia
ovata

El nombre cientifico Thevetia proviene de André Thévet (1502-1590), un misionero
francés, el cual colecto esta planta en Sudamérica. La Thevetia es un arbustode 2a3 m,
con nerviaciéon secundaria pinada y densa, las hojas son de 4 a 8 cm por 0.5 a 0.8 cm,
posee flores con corola extendida y con lobulos recubiertos de color amarillo. El fruto es
una drupa subglobosa, del tamafo de una ciruela, de color verde, tiene un hueso muy
duro, amarillento y triangular, en cuyo interior hay de 1 a 2 semillas con cotiledones
oleosos (ver figura 3). En México florece de julio a diciembre y se encuentra distribuida en
los estados de: México, Morelos, San Luis Potosi, Veracruz y Yucatan. Originaria de
América tropical, la Thevetia ha sido introducida y aclimatada en la mayor parte de las
regiones tropicales de Asia y Africa. Se utiliza con fines autodestructivos, pues se ha
observado que 1 6 2 semillas provocan una sintomatologia cardiaca de intensidad variable
que puede llevar a la muerte. Es evidente que la sintomatologia corresponde a la de la
-intoxicacion digitdlica: vomito, diarrea, dolores intestinales, bradicardia, hipercalemia,
alteraciones del ritmo y bloqueo AV. Las intoxicaciones masivas evolucionan rapidamente
hacia la muerte.® 7+ 4%
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2.3.2. Composicién Quimica

Las semillas contienen un 40% de aceite no secante, caseina vegetal, un glicésido
llamado tevetina (el cual se encuentra en un 0.84% aproximadamente, basandose en el
peso seco de la semilla), a—amirina, aucubina, p-amirina, p-sitosterol, betulina,
cardendlidos, kaempferol, acido linoléico, lupeol, nerifolina, acido oléico, acido palmitico,
peruvésidos, quercetina, acido ursélico, entre otras sustancias en vias de identificacion. La
toxicidad de las semillas se debe a heterésidos cardiotonicos que son las tevetinas. La
tevetina es una mezcla de dos cardendélidos, las tevetinas A y B (ver figura 4)'2. Los dos
heterésidos tienen una cadena ftriosidica compuesta de dos moléculas de glucosa (la
gentobiosa) y de una molécula de tevetosa (6-desoxi-O-metil-L-glucosa). Difieren por la
estructura de su genina, a nivel del sustituyente en posicién 10, pues la tevetina A posee
un grupo aldehido, mientras que la tevetina B presenta un grupo metilo.% 5 & 15.20.21.36

CH,

l0sa-

Fig. 4. Estructura de Tevetina A y B. Donde destaca la diferencia entre el
grupo aldehido (tevetina A) y grupo metilo (tevetina B)

Las hojas también presentan una elevada toxicidad, debido a su contenido de
numerosos heterésidos, glicosidos de la digitoxigenina, cannogenina, tevetinas A y B,
uzarigenina, nerifolina, C-nor-D-homocardendlidos como la tevetiogenina (C-nor-D-homo-
cannogenina) y derivados, entre otros.> * 8
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2.3.3. Usos en la Medicina Tradicional

Antiguamente, se usaba el jugo lechoso de la planta para curar la sordera, Ulceras y samna;
las hojas se empleaban para calmar los dolores de los dientes y muelas, para disolver los
tumores, curar las hemorroides y como cicatrizante. Se ha visto que contiene un poderoso
veneno, el cual paraliza los musculos vitales, como el sistema muscular de la respiracion y
el corazon, entre otros masculos estriados, que se utiliza para cazar, o bien, con fines de
autodestruccion.® 2+

2.3.4. Toxicidad

Los glicdsidos aumentan la fuerza contractil elevando el contenido de Ca®* intracelular,
inhiben a la ATPasa dependiente de Na* y K*, lo que da como resultado la inhibicion de la
bomba de sodio y el aumento de la concentracion intracelular de Na’; por tanto, la
cantidad de Na* bombeada fuera de los miocitos es menor, lo que provoca un descenso
del gradiente de Na"* a través de la membrana celular, de forma que ingresa menos Na” a
la célula, y, por lo tanto, la cantidad de Ca®’* que puede salir por el intercambiador
Na'/Ca®* es menor. Para que el musculo cardiaco se relaje, el Ca®* debe salir del citosol
mediante una bomba dependiente de ATP, pero debido a la accion de los glicosidos y al
elevado contenido de Na*, la bomba no es eficiente, en consecuencia se acumula mas
Ca*" en la célula provocando latidos irregulares (arritmias) y la muerte (ver figura 1).% 3%

2.3.5. Proceso de Extraccién

La extraccion es un procedimiento vital en el estudio de productos naturales ya que de ella
depende el éxito o el fracaso en el aislamiento e identificacion de sustancias activas. Asi,
se lleva a cabo una maceracion, en condiciones poco drasticas, esto es, a temperatura
ambiente, la cual consiste en tener el material vegetal finamente picado y previamente
secado a no mas de 60 + 5 °C; se coloca en un matraz Erlenmeyer y se adiciona un
volumen adecuado del disolvente elegido que cubra en su totalidad el material vegetal (de
acuerdo a su polaridad y a la solubilidad de la sustancia a extraer), se deja reposar
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durante una semana y se procede a filtrar el material vegetal y a evaporar el disolvente
para obtener el extracto crudo. ' % %

2.4. Métodos de Evaluacién de Farmacos con Actividad Cardiovascular

La evaluacién farmacologica de los componentes activos de una planta, consiste en
conocer cudl es el efecto que produce en el organismo, puede tratarse de un efecto
curativo o medicinal, o bien, de un efecto toxico. Para esto se realizan una serie de
estudios, ya sea en tejidos, organos aislados, cultivos celulares, o bien, en el organismo
integro, con objeto de determinar la DEso, DTso y DlLso.™> %%

2.4.1. Generalidades

Sydney Ringer, en una serie de experimentos fisiolégicos clasicos realizados en la década
de 1880, demostrd que las contracciones del corazén aislado de rana dependen de un
medio salino que contiene un adecuado balance de Ca®, K' y Na*. Desde aquella época
ha sido universalmente reconocido que los tejidos y 6rganos aislados pueden vivir durante
el tiempo en que estan rodeadas por soluciones que contienen varios iones diferentes en

proporciones adecuadas.® %%

Estd demostrado que un corazéon aislado, es decir, separado de sus nervios
vegetativos, puede latir durante varias horas cuando se le administra una solucion nutritiva
(compuesta, basicamente, por electrolitos, dextrosa y ajustada al valor de pH fisiolégico) a
través del muidn de la arteria aorta y las arterias coronarias (preparacion segun
Langendorff, 1895). En una preparacién de este tipo influyen, sobre la fuerza de
contraccién y la frecuencia cardiaca, los farmacos que poseen una accion directa sobre las
células cardiacas. Sobre los receptores de las sustancias transmisoras de los nervios
vegetativos actian los parasimpaticomiméticos y los simpaticomiméticos. Igualmente en el
reticulo sarcoplasmico se encuentran los sitios de accion de los glicosidos cardiacos
(Na'/K*-ATPasas), los antagonistas del calcio (canales de Ca®*) y los agentes con efecto
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anestésico local y bloqueadores del canal de Na'. En los espacios intracelulares se
encuentra el sitio de accién de los inhibidores de la fosfodiesterasa > * *

2.4.2. Métodos In Vivo

Los métodos in vivo se refieren a los experimentos que se realizan utilizando al cuerpo del
animal intacto, en el cual, de diferentes maneras, se realizan las evaluaciones necesarias
segun el 6rgano o tejido en estudio. ®

2.4.21. Corazénen Rana

Para poder realizar un estudio en corazén de rana leopardo, se necesita una rana de
tamafio mediano, la cual, primeramente es descerebrada y desmedulada. Se inserta un
estilete a través del orificio que se encuentra en la parte posterior de la cabeza. Una vez
que se tiene al animal listo, se sujeta a una tabla de diseccion. Se realiza un corte
cuidadoso debajo del esternoén, cortando tejidos y hueso con mucho cuidado, de tal modo
que pueda abrirse una ventana para dejar visible al corazén. Se retira cuidadosamente el
tejido circundante al corazén hasta que quede claramente visible, se sujeta firmemente un
hilo al vértice inferior del corazén, el cual se encuentra conectado por el otro extremo a un

equipo que registra los latidos. Una vez cumplidas las condiciones anteriores se puede
iniciar el experimento.? %%

:2.4.2.2. Corazén en Tortuga

Para realizar este experimento, se recomienda el uso de una tortuga con un caparazén de
una longitud de 15 a 20 cm. Se puede emplear un anestésico o bien, descerebrar al
animal. Existen dos métodos de poner al descubierto al corazén: uno de ellos por
extirpacion del plastrén (concha ventral completa), y el otro consiste en abrir una ventana
en el plastrén sobre el corazon. La extirpacion del plastron puede causar una hemorragia-
importante, pero proporciona un cuadro claro de los érganos viscerales y de las relaciones
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del corazén con las estructuras vecinas. Se produce menos hemorragia si se abre una
ventana en el caparazén ventral para descubrir al corazén, y es posible observar mas
claramente la actividad del seno venoso y las grandes venas. La anestesia se lleva a cabo
con uretano al 10 %, utilizando 10 mL por cada 500 g de peso corporal, por via ip en la
pata posterior. La anestesia se mantiene aproximadamente 60 minutos. Para descerebrar
al animal, se toma el cuello firmemente, justo debajo de la cabeza; después, se perfora el
craneo, mediante un calador fuerte y puntiagudo y se destruye el cerebro. Se tapa la
perforaciéon con un poco de algodén para evitar una hemorragia, la tortuga movera sus
apéndices un cierto tiempo después de la operacion, para evitarlo si se desea se puede
destruir también la médula espinal. La extirpacion del plastron se realiza con ayuda de una
sierra para hueso, cortando la union entre el caparazon y el plastron, o cortando con unas
tenazas para hueso. Si no se desea extirpar el plastrén entonces sélo puede cortarse una
ventana cuadrada mediante el uso de una sierra, o una perforadora preferentemente de 40
6 50 mm, lo que generara una abertura de 4 6 5 cm. Una vez que se tiene descubierto el
térax retirar cuidadosamente el tejido anterior al corazon, asi como el pericardio, y ya se
encuentra listo para trabajar, para realizar los registros de contraccion se ata una seda
quirdrgica en la punta inferior del corazon, misma que se encontrara sujeta a un dispositivo
de registro.® %%

2.4.3. Métodos In Vitro

Los métodos in vitro se refieren a los experimentos que se realizan en partes del animal
que han sido separadas de éste, ya sea odrganos, tejidos, fluidos, células, etc. Asi, es
posible evaluar una determinada sustancia de modo independiente, lo que es en
ocasiones mas sencillo de manejar y de controlar; pero que tiene como desventaja el

desconocer los mecanismos que se generan en un organismo intacto.* % *

2.4.3.1. Corazoén en Rana

Se utilizan ranas leopardo (Rana pipiens). Se monta el equipo de perfusion, el cual consta
de una botella que contiene solucién Ringer®', una canula para el corazén y un registrador.
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Conviene no unir la canula al sistema, para manipularla mas faciimente. Se realiza la
desmedulacién y descerebracion (o anestesia) de la rana, se coloca el animal en una tabla
de diseccién, con las tijeras se realiza una incision central en el vientre a través de la piel y
de la pared corporal; se extiende la incisién hacia la regién anterior a través del anillo
pectoral cortando en las proximidades del hueso y del cartilago, para evitar danar los
vasos sanguineos que se encuentran debajo. Después, se desprende el tejido mediante
un instrumento sin punta y se separa para dejar al descubierto el corazén. Se abre el
pericardio e identifican las partes del corazdn, se pasa un hilo por debajo de los grandes
vasos anteriores que salen del lado izquierdo, se prepara la canula colocando una gota de
solucion salina en su punta, se llena la canula con solucién salina. Con unas tijeras finas
se corta en forma de V (el vértice debe estar orientado hacia adelante) aproximadamente
a mitad de camino entre el tronco arterial que se encuentra en posicion inmediatamente
anterior al corazon y el que se encuentra en posicion inmediatamente posterior al hilo. Se
inserta y ata la canula. Se separa el corazén, con la canula atada, de los tejidos
circundantes; se llena la canula con solucion salina, evitando las burbujas de aire, y se une
la canula al conjunto de perfusion; se perfunde lentamente con solucién de Ringer a
temperatura ambiente. Se oxigena el Ringer antes de su uso. El corazon esta listo para
trabajar.” ®

2.4.3.2. Corazén Aislado y Perfundido Seguin Langendorff

El método de perfusion en corazén aislado (1895-1897) segun Langendorff® se emplea
para diversas especies de mamiferos pequefios como perro, gato, rata, conejo, raton y
cobayo, es éste ultimo uno de los mas utilizados por su facilidad de manejo y excelentes
resultados. Es posible utilizarlo en todos los animales de sangre caliente con un sistema
vascular coronario. En seres humanos se mantiene vivo al corazon durante una cirugia
utilizando este principio. Se trata de un método que permite la investigacion de la actividad
mecanica de un corazén de mamifero completamente aislado. El principio se basa en
forzar la sangre, o a cualquier otro fluido oxigenado que permita la actividad cardiaca,
mediante la insercion de una canula a través de la aorta ascendente. Siendo esta una
perfusion retrograda, lo que significa un flujo inverso al natural, la cual cierra las valvulas
adrticas, como sucede durante la diastole, por lo que el perfusado es capaz de irrigar las
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arterias coronarias, a través de los ostium derecho e izquierdo. Después de que el liguido
de perfusion pasa a través del sistema vascular coronario el flujo sale del seno coronario y
se abre el atrio derecho, para comenzar un ciclo propulsor por el corazén. Antes de iniciar
el protocolo experimental se debe conocer la anatomia del corazén. Una vez abierto el
térax el corazon se observa con el ventriculo derecho hacia el frente (ver figura 5), la linea
de separacion entre los ventriculos estd claramente marcada por la arteria coronaria
anterior descendente izquierda. Los dos vasos prominentes que se observan impulsan la
sangre de los ventriculos hacia el cuerpo (arteria aorta) o los pulmones (arteria pulmonar),
respectivamente. El ostium de la arteria coronaria derecha, entrada de sangre,
aparentemente se localiza en la valvula adrtica. En la preparacién de Langendorff los

orificios de las dos arterias coronarias no se deben obstruir al insertar la canula aértica.® >
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Figura 5. Vista frontal del corazon. 1. Vena cava. 2. Auricula
derecha. 3. Ventriculo derecho. 4. Arteria aorta. 5. Arteria
pulmonar. 6. Auricula izquierda. 7. Arteria coronaria. 8. Ventriculo
izquierdo.

Antes de llevar a cabo el experimento se preparan los animales eliminando los
solidos de la dieta 24 horas antes, con agua ad libitum. Para prevenir una trombosis en las
arterias coronarias, cinco minutos antes del experimento los animales se deben
preinyectar con 500 Ul de heparina por cada 100 g de peso corporal, ya sea por via iv o ip,
con el fin de inhibir el proceso de coagulacién. En los animales heparinizados, cualquier
indicio de sangre en las coronarias es lavado por el perfusado. La cirugia puede llevarse a
cabo utilizando anestesia general y ventilacion artificial. Se pueden utilizar barbittricos, los
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cuales proporcionan un buen efecto anestésico y sus efectos adversos son bien
conocidos: Tiopental® o Nembutal® (pentobarbital sédico) inyectado o en perfusion a
concentracion constante durante el experimento, ejerce una accion inotropica negativa y
afecta las arterias coronarias, pero estos efectos desaparecen por completo después de
diez minutos de haber suspendido la administracion. Pueden emplearse también
anestésicos volatiles inhalados tales como éter etilico, halotano, metoxiflurano, los cuales
se administran mediante un vaporizador calibrado. Estos anestésicos tienen como
desventaja que en un corto periodo de tiempo a altas concentraciones, especialmente de
hidrocarburos halogenados, producen una insuficiencia cardiaca irreversible. Durante la
anestesia la entrega de oxigeno se interrumpe, después de 10 a 30 segundos se genera
anoxia e isquemia respectivamente, seguida de grandes cambios en los contenidos del
tejido de ATP y creatinina fosfato, teniendo como consecuencia una disminucion en los
mecanismos cardiacos. Es por esto que se recomienda el uso de un respirador artificial de
presién positiva durante el transcurso de la cirugia, es necesario ajustar el volumen tidal
(mL de aire/kg de peso corporal) respecto a la especie animal de prueba, con el fin de
evitar un dafio a corazén por falta o exceso de ventilacién. Una vez que se restablece la
actividad mecanica del corazon, siguiendo la perfusion, después de 30 a 45 min se
observan alteraciones irreversibles en el metabolismo del miocardio como deficiencia de
ATP. Si a 37 °C la isquemia permanece por 3 a 5 min, la fuerza contréactil y la capacidad
de estrés estan reducidos notablemente, ademés de la deficiencia de ATP. Para un
cobayo de entre 250 y 350 g de peso puede utilizarse una canula de 3 mm de diametro

externo, la cual puede ser de plastico, vidrio o metal (como plata o acero inoxidable).g'z’

El procedimiento experimental consiste primeramente en anestesiar al animal. Una
vez en anestesia quirdrgica, se fija a una tabla de diseccion, se disecta la traquea y se
inserta una cénula conectada a un respirador, se realiza un corte longitudinal en la mitad
del abdomen a la altura del esternén, teniendo cuidado con las arterias toraxicas, se abre
el abdomen hacia arriba del diafragma, se corta el diafragma para una abertura total del
térax, se observan los pulmones ventiiados y el corazon latiendo. Se retira
cuidadosamente el pericardio liberando al corazén y-los grandes vasos. Se refiere la aorta
ascendente mediante el empleo de una seda quirdrgica y unas pinzas curvas delgadas,
teniendo cuidado de no dafiar la arteria pulmonar que se encuentra a un lado. Referida la
aorta se realiza una lazada sin cerrar o apretar. El corazén sujeto a la ceda es elevado
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ligeramente, con unas tijeras se cortan los grandes vasos y los pulmones, sin dafiar al
corazén. Para evitar dafios en la funcibn mecanica del corazén vy tejidos, se coloca el
corazdén en una solucion nutritiva (Krebs-Henseleit, Tyrode, Locke, Ringer modificada,
entre otras.*®) a una temperatura de 0-2 °C, de esta forma el corazén se mantiene sin
problemas durante 5 minutos. Durante este tiempo, se introduce la canula en la aorta y se
sujeta firmemente con ayuda de la seda, cerrando con ello el circuito que perfunde una
solucion a 10 mL/min, 37 °C, con un pH de 7.4 y oxigenada con carbégeno al 5 %
pemmitiendo al corazén una recuperacion de su actividad mecénica normal. Se deja en
periodo de adaptacion a flujo de 25 mL/min durante cinco minutos y a flujo de 10 mL/min
durante 25 minutos. Se estimula eléctricamente a nivel de auricula derecha a una
frecuencia de 1 hz. Se conecta a un equipo registrador y es posible iniciar el experimento
(ver figura 6).'%: %

Poligrafo
Carbégeno 54 :

(Registros)
Transductor
hidroneumatico
A Bomba Transductor
de infusion hidroneumatico
Extracto
| )@ Solucion
Krebs
Marcapasc
Recirculador y Ej
bafio de agua

Figura 6. Esquema del método Langendorff



2.5. Técnicas Analiticas

Las técnicas analiticas empleadas permiten la evaluacion quimica de los extractos,
analizando e identificando con ello la posible estructura de alguno o varios componentes,
por lo que debe realizarse cuidadosa y meticulosamente hasta obtener los resultados

suficientes que permitan sugerir la naturaleza de los componentes quimicos presentes >
< <]

2.5.1. Cromatografia en Capa Fina (ccf)

Es una técnica de separacion e identificacion de sustancias quimicas por medio de un
disolvente que se desplaza sobre una superficie (capa) delgada de un adsorbente idéneo,
el cual se deposita sobre una placa de vidrio que actia como soporte inerte de la capa.
Para preparar la capa se hace una suspensién o pasta de materias finamente divididas,
como lo es la silica, con un liquido apropiado, como puede ser agua. Se coloca sobre la
lamina de vidrio, extendiéndola como una cubierta fina y lisa, y se deja secar. Ya
preparada la placa se aplica la muestra, ya sea por punto o por linea y se deja evaporar el
disolvente que contiene, se coloca la Iamina en posicion vertical, o muy proxima a ella, en
una camara perfectamente cerrada, previamente saturada con un disolvente, 0 mezcla de
disolventes elegidos, de modo que este ascienda por capilaridad durante un tiempo
preciso, después de lo cual la lamina es retirada de la camara y secada a temperatura

ambiente % 3.3

2.5.2. Identificacién Cualitativa

Una vez desarrollada la placa cromatogréfica, es posible observar las sustancias
separadas por medios tales como luz UV de longitudes de onda corta y onda larga (245 y
365 nm, respectivamente), vapores de yodo y reveladores especificos, entre otros. La
naturaleza quimica de las sustancias o moléculas, es un factor imprescindible para la
identificacion de las mismas, debido a que se basa primordialmente en reacciones
quimicas, tales como reacciones de oxido-reduccion, complejométricas, por formacién de
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puentes de hidrogeno, entre otras. Asi, los glicdsidos cardiacos se pueden identificar
mediante una reaccion colorida con acido tricloroacético, obteniéndose una coloracion
amarilla que fluorece en la luz UV de onda larga. Mediante comparacién con un estandar
de referencia y el calculo del (Ry) es posible también identificar una sustancia." '® '

28



lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro del contexto de las enfermedades cardiovasculares, la insuficiencia cardiaca
congestiva y la fibrilacion auricular crénica son los padecimientos cardiacos que, con una
mortalidad del 50 %, cobran el mayor nimero de vidas al afio en nuestro pais y en todo el
mundo, el tratamiento farmacolégico de eleccion implica la administracion de digitalicos,
siendo actuaimente el esquema terapéutico mas empleado y el que mejor calidad de vida
ofrece al paciente, considerando que la diversidad de sustancias empleadas en la practica
clinica esta restringida solo a dos o tres variantes digitalicas, sin poder superar su estrecho

margen de seguridad y algunos efectos adversos.

Por ello, es muy importante proporcionar a la terapéutica cardiovascular nuevas
posibilidades de compuestos del tipo digitalicos obtenidos a partir de fuentes naturales, los
cuales podrian presentar un efecto terapéutico de igual o mayor magnitud que los
existentes, asi como un mejor indice de seguridad, con lo que se favoreceria la sobrevida

de los pacientes aquejados por estas enfermedades cardiacas.
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IV. OBJETIVOS

General:

Evaluar el efecto farmacoldgico, en el modelo de corazédn aislado y perfundido de cobayo
segun Langendorff, de la tevetina y variantes tevetosidas de los extractos de yoyote
(Thevetia sp) sobre el musculo cardiaco.

Particulares:

Obtener los extractos del yoyote mediante maceracion

Determinar el mejor método de extraccion para la tevetina y los tevetosidos

Determinar el efecto de cada extracto sobre la presion de perfusion y la fuerza de
contraccién del corazoén

‘Evaluar el contenido de activo en cada extracto

Identificar, mediante reactividad quimica selectiva y funcional, la naturaleza quimica de los

extractos y fracciones evaluadas farmacologicamente
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V. HIPOTESIS

Los extractos del yoyote (Thevetia sp) contienen glicdsidos cardiacos, entre ellos tevetina,
la cual es capaz de modificar la fuerza de contraccion y la presion; por ello si se utiliza el
sistema de extraccion adecuado, sera posible aislar estos principios activos, bajo un
estudio cromatografico selectivo, por lo que estas fracciones aumentaran la contraccién
ventricular al administrarse directamente al corazén en un modelo de corazén aislado de
cobayo, observando un incremento en la presién coronaria lo que seria indicativo de un

genuino efecto digitalico.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

6.1. Poblaciéon de Estudio

Especie animal: Cobayo
Caracteristicas: Macho

Peso corporal: 400-500 g

6.2. Criterios

6.2.1. De Inclusiéon

Que sea cobayo

Sexo macho

Con un peso corporal entre 400 g y 500 g
Sano

Que no haya sido utilizado previamente

6.2.2. De Exclusién

Que sea hembra
Que esté fuera del peso establecido
Que haya sido tratado previamente

Que esté enfermo

6.2.3. De Eliminacién

Que el corazdn presente zonas de infarto

Que el corazén muestre signos electrofisiolégicos de arritmia
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6.3. Variables de Estudio

Contenido de activo en el extracto
Presién de perfusion
Contraccion intraventricular izquierda

Concentracion letal'media (Clso)

6.4. Material y Equipo
6.4.1. Material de Vidrio

Botella de doble fondo (Dewar)

Matraz balén 24/40 (50 y 100 mL, Pyrex)
Matraz Erlenmeyer (100 y 250 mL, Pyrex)
Microjeringa (100 ulL, Hamilton)
Micropipeta (500 uL, Finnpipette)

Pipeta graduada (1, 5y 10 mL, Pyrex)
Portaobjetos (Corning)

Refrigerante recto 24/40 (Pyrex)
Termometro —20 a 120 ° C (Brenan)
Tubos capilares sin heparina (Corning)
Tubos de ensayo (13 x 100 mm, Kimax)
Vaso de precipitados (10, 25, 100, 150, 250 y 1000 mL, Pyrex)

6.4.2. Reactivos

Acetato de etilo (Grado RA, J.T.Baker)
Acetona (Grado RA, J.T. Baker)
Acetonitrilo (Grado RA, J.T. Baker)
Agua desionizada (Grado RA, Stallion)
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Benceno (Grado RA, J.T. Baker)

Bicarbonato de sodio (Grado RA, J.T.Baker)

n-Butanol (Grado RA, J.T.Baker)

Cloruro de calcio dihidratado (Grado RA, J.T.Baker)
Cloruro de potasio (Grado RA, J.T.Baker)

Cloruro de sodio (Grado RA, USB)

Dextrosa (Grado RA, J.T.Baker)

Diclorometano (Grado RA, J.T. Baker)

Dimetilsulfoxido (Grado RA, J.T. Baker)

Eter (Grado RA, J.T. Baker)

Eter de petréleo (Grado RA, J.T. Baker)
Etilendiaminotetracetato de sodio (Grado RA, J.T.Baker)
Etanol (Grado RA, J.T.Baker)

Fosfato de sodio monobasico (Grado RA, Productos Quimicos Monterrey)
Hexano (Grado RA, J.T.Baker)

n-heptano (Grado RA, J.T. Baker)

isooctano (Grado RA, J.T. Baker)

Metanol (Grado RA, J.T.Baker)

n-Pentano (Grado RA, J.T. Baker)

1-Propanol (Grado RA, J.T. Baker)

2-Propanol (Grado RA, J.T. Baker)

Silica Gel para capa fina (60 GF x4, Merk)

Silica Gel para columna (60, Merk)

Sulfato de magnesio heptahidratado (Grado RA, J.T.Baker)
Tricloroetano (Grado RA, J.T. Baker)

Xileno (Grado RA, J.T. Baker)

34



6.4.3. Equipo

Balanza analitica (Precisa)

Bano y recirculador de agua (Presicion Scientific)
Bomba de infusién (Sigmamotor)

Bomba de vacio (Fisher Scientific)

Equipo para destilaciéon (Pyrex)

Equipo para filtracién de membrana (Millipore)
Equipo para 6rganos aislados Langendorff
Marcapasos (S88 Grass Instruments)

Parrilla de agitacién y calentamiento (Corning)
Poligrafo (RPS7C8 Grass Instruments)
Respirador (UGO Basile)

6.4.4. Recursos Varios

Cromatofolios (Al de silica gel 60 Fus4 para ccf, espesor de capa 0.2 mm, Merck)
Heparina (5000 Ul/mL, Pisa)

Pentobarbital sédico (0.063 g/mL, Salud y Bienestar Animal)

Filtros de membrana de ésteres mixtos de ceiulosa (0.45 um, Millipore)

Estuche de diseccion

6.5. Método

6.5.1. Extraccion

Lavar perfectamente con agua y jabén neutro 1 kg de semillas.

Separar |la corteza de las semillas, abriendo cuidadosamente con una navaja.

Cortar finamente las semillas.

Sumergir las semillas en 500 mL de hexano durante una hora a temperatura ambiente.

® ap o o®

Separar en dos partes las semillas picadas.
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f. Secar una parte a la sombra a temperatura ambiente durante 24 horas.

g. Secar la otra parte en estufa a 50 + 5 °C durante dos horas.

h. Colocar 10 g de semilla secada a temperatura ambiente en cada uno de tres matraces
Erlenmeyer.

i. Adicionar al primer matraz 250 mL de metanol, al segundo matraz 250 mL de acetato
de etilo y al tercer matraz 250 mL de una mezcla de etanol/agua (8:2).

j- Dejar reposar a temperatura ambiente y a la sombra durante una semana.

k. Repetir el proceso desde h, utilizando ahora la semilla secada en estufa.

I.  Filtrar las semillas y colectar por separado los seis disolventes de extraccién.

m. Evaporar el disolvente mediante una destilacion a presion reducida.

n. Se obtienen asi seis extractos crudos.

6.5.2. Identificacion

Evaluar los extractos mediante un estudio en ccf.
b. Determinar experimentalmente el mejor sistema de elucién para el extracto
comparandolo con un estandar de tevetina.
¢. Determinar, en el sistema de elucion afin a la polaridad de los activos, Ibs Rf tanto del
extracto como del estandar, empleando como sistemas de revelado luz UV y vapores
de yodo.
d. Realizar una prueba de identificacion cualitativa para glicdsidos cardiacos con acido
tricloroacético.
1. Preparar una solucién de acido tricloroacético al 25 % en cloroformo, ésta es la
disolucion A.
2. Preparar una solucién de acido tricloroacético al 1 % en cloroformio, ésta es la
disolucién B. |
3. Disolver 3.3 g de acido tricloroacético en 10 mL de cloroformo y agregar dos gotas
de peréxido de hidrégeno al 30 %. Esta es la disolucién C.
4. Preparar una placa cromatografica evaluando el extracto, el estandar de tevetina y
un blanco de disolvente, y eluir con el sistema de elucion.
Aspersar uniformemente la placa seca con la disolucién A.
Aspersar uniformemente la placa seca con la disolucion B.
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7. Aspersar uniformemente la placa seca con la disolucion C.

8. Calentar la placa en parrilla a 120 °C por 5 a 10 minutos.

9. Observar a la luz natural y a luz UV de onda corta y larga.

Determinar la miscibilidad o solubilidad de los extractos en agua, etanolfagua (1:1) y

etanol.

6.5.3. Evaluacion Farmacologica

6.5.3.1. Preparacion de las disoluciones

Faal1']

= @

Preparar la disolucién stock de Krebs, disolviendo 0.2 g de EDTA en 1000 mL de agua
desionizada. Agregar los siguientes reactivos: 3.31 g de fosfato monobasico de sodio,
4.7 g de cloruro de calcio dihidratado, 5.92 g de sulfato de magnesio heptahidratado,
8.95 g de cloruro de potasio y 137.68 g de cloruro de sodio. Agregar la siguiente
sustancia cuando se ha solubilizado por completo la primera.

Aforar la solucidén a 2000 mL con agua.

Refrigerar hasta el momento de su uso.

Preparar la solucién de trabajo disolviendo en 1000 mL de agua 4.08 g de bicarbonato
de sodio y 2 g de dextrosa.

Adicionar 200 mL de solucién stock.

Aforar la solucién a 2000 mL con agua.

Filtrar la solucion a través de un filtro de membrana de 0.45 pm.

Tomar 40 mL de esta solucion y refrigerar.

6.5.3.2. Preparacion del equipo

Montar el equipo para perfusion de 6rganos aislados segun Langendorff.

Ajustar la temperatura del barfio de agua a 37 + 1 °C.

Colocar la solucién de trabajo en la botella Dewar y purgar el sistema de perfusion
cuidando que no queden burbujas.

Mantener la solucion oxigenada con una mezcla de 02/CQO, (95:5, carbégeno al 5 %).
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6.5.3.3. Procedimiento quirdrgico

@ ™o oo T

D -

Preparar un cobayo para cirugia, inyectar heparina (1 mL/kg de peso).

Pasados cinco minutos anestesiar con pentobarbital (1 mL/kg de peso).

Realizar una diseccidn de la traquea insertando un respirador artificial.

Abrir el térax cuidadosamente, hasta dejar el corazén al descubierto.

Retirar el pericardio.

Referir la aorta con una seda quirtrgica.

Jalar ligeramente el corazdn con el lazo y cortar hasta extraerlo completamente del
animal.

Colocar el corazén inmediatamente en la solucion Krebs fria (0-2 °C).

Canular la aorta ascendente conectada al equipo asegurandola con ayuda de la seda
quirdrgica.

Dejar en periodo de adaptacion durante 5 minutos a un flujo de 25 mL/min y 25
minutos a un flujo de 10 mL/min.

Introducir en el ventriculo izquierdo un baldn de latex conectado a un transductor de
presién hidroneumatica.

Colocar los electrodos del marcapasos en la auricula derecha.

. Estimular el corazén hasta lograr una contraccién ritmica.

Registrar un valor basal tanto de presidn de perfusién como de fuerza de contraccién.
Administrar la muestra a evaluar.

Realizar curvas concentracion-respuesta gradual con cada extracto.

Realizar el experimento utilizando como control negativo el vehiculo.

Realizar el experimento empleando como control positivo un estandar de tevetina.
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RESULTADOS

Las muestras de yoyote fueron obtenidas en el mercado “Sonora” de la Cd. de México, las

semillas presentan forma triangular,

un color

café claro, de 1.5 g de peso

aproximadamente, cada una. Conteniendo en su interior 1 6 2 cotiledones de color rosa

palido y con olor caracteristico.

Las semillas fueron caracterizadas como Thevetia thevetioides Schumm por el M en

C, Juan Carlos Torres Narvaez, del Depto. de Farmacologia del INCICh.

Se realizaron las extracciones buscando la que proporcione mejor rendimiento de

producto. Se obtuvieron seis extractos crudos, tres secados a la sombra a temperatura

ambiente y tres secados en estufa. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de los extractos obtenidos en los diferentes sistemas de extraccion.

Extracto || Clave | Sistemade | Tipo de | Cantidad de Propiedades Rendimiento
Extraccion | Secado | Extracto (g) | (%
1 M1 Metanol Ambiente 0.71935 Liquido color miel " 7.1935
muy viscoso y
pegajoso
2 A1 Acetato de | Ambiente 1.14117 Liquido amarillo 11.4117
etilo claro aceitoso
3 E1 Etanol/agua | Ambiente 0.96796 Liquido café oscuro 9.6796
(80:20) no traslucido, no
aceitoso
4 M2 Metanol Estufa 0.79770 Liquido color 7.9770
(50+5°C) amarillo claro
ViSCOSO
5 A2 Acetato de Estufa 1.37812 Liquido amarillo 13.8712
etilo (501+5°C) claro aceitoso
6 E2 Etanol/agua | Estufa 0.75068 Liquido color café 7.5068
(80:20) {50£5°C) claro no aceitoso
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Se realizé6 una primera evaluacion cromatografica en capa fina, utilizando como
sistema de elucion etanol/acetato de etilo (1:1), utilizando un estandar de tevetina, se
realizaron dos placas y se determinaron los rf's del estandar y de los extractos (ver figura
7, donde se representa de manera esquematica la visualizacion de las manchas

observadas mediante la ccf). Los resultados se muestran en la tabla 2.
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Figura 7. Placas cromatograficas que muestran la elucion de los
extractos de yoyote y el estandar de tevetina, en un sistema de elucion
etanol/agua(i:1).

En estas placas primarias es posible identificar los extractos que contienen
presumiblemente tevetina, sin embargo el sistema de elucion no es el adecuado debido a
que la tevetina no se observa con claridad y las manchas observadas de los extractos no

estan bien definidas ni separadas.
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Tabla 2. Resultados del estudio cromatografico realizado a los extractos en el sistema
etanol/acetato de etilo (1:1 v/v), donde se muestra resaltado el Rf similar al del estandar de
tevetina. Estos resultados se muestran en la figura 7.

|__Extracto ][ Placa1 | Placa2 | Observaciones
M1 0.0615 0.7460 -
0.2923
0.7076
A1 - - Se observa una sola mancha barrida en
toda la placa
E1 0.6923 0.0634

0.5692 0.2857
0.3384 0.6984

0.0769
M2 0.7076 0.5555
0.3230
A2 - - Se observa una sola mancha barrida en
toda la placa
E2 0.6796 0.7777

0.6000 0.6984
0.3384 0.5873
0.0769 0.2857
0.0634
Tevetina 0.6769 0.6984

Se marcan con negritas los rf's que son similares al del estandar de tevetina, los-

cuales se presentan en los extractos etanélicos y metandlicos.

41



Se realiz6 la prueba de reactividad quimica selectiva, la cual permite la identificacion
cualitativa de glicosidos cardiacos utilizando &acido tricloroacético, obteniendo los

siguientes resultados que se muestran en la tabla 3 (ver figura 8).

Tabla 3. Resultados de la prueba para glicésidos cianogénicos con acido tricloroacético,
se muestra la representacion de la placa en la figura 8.

Coloracion Observaciones
observada
M1 Azul Amarillo brillante en UV de
onda larga
A1 Negra
E1 Azul Amarillo brillante en UV de
onda larga
M2 Azul Amarillo brillante en UV de
onda larga
A2 Negra
E2 Azul Amarillo brillante en UV de
onda larga
Tevetina Amarillo brillante en UV de
onda larga

+ + + + + + +

M1 A1l E1 M2 A2 E2 T

Figura 8. Placa cromatografica que muestra la elucion de los extractos de yoyote y
el estdndar de tevetina, en un sistema de elucién etanol/agua(1:2), al ser
revelados con acido tricloroaceético.
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Es posible determinar que los extractos etandlicos y metandlicos contienen tevetina y

que los extractos de acetato de etilo no, por otra parte no se observan las manchas muy

definidas y se van con el disolvente hasta el frente de elucién.

Por lo anterior se realizan pruebas para encontrar el mejor sistema de elucion que

permita visualizar el estandar de tevetina y los componentes de los extractos en manchas

definidas y separadas, para ello se realizé un estudio cromatografico utilizando diferentes

sistemas de elucion, los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Estudio cromatografico de los extractos.

Sistema de Disolvente (s) T Observaciones
Elucion

1 ] n-heptano No eluye

2 Hexano No eluye

3 Iso-octano No eluye

4 n-pentano No eluye

5 Tricloroetano No eluye

6 Diclorometano No eluye

7 Eter de petréleo No eluye

8 Tolueno No eluye

9 Benceno No eluye

10 Cloroformo No eluye

11 Eter No eluye

12 Acetato de etilo No eluye

13 Acetona Se barren las muestras

14 Metanol Las muestras eluyen hasta el frente
del disolvente )

15 Agua Las muestras eluyen hasta el frente
del disolvente

16 1-propanol Se observan manchas no definidas

17 2-propanol Se observan manchas no definidas

18 Etanol Se barre la muestra

19 1-butanol Se observan manchas no separadas

20 Acetonitrilo No eluye

21 Xileno No eluye

22 Dimetilsulfoxido No eluye
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Una vez observada la respuesta se eligio el siguiente sistema:

Metanol / 2-propanol / butanot (2:2:1)

Se observé que las muestras no estaban completamente separadas por o que
finalmente y en base a los resultados del estudio cromatografico, se evaluaron dos
sistemas:

1) Metanol / 2-propanol / butanol / hexano (1.5:2:1:0.5)

2) Metanol / 2-propanol / butanol / benceno (1.5:2:1:0.5)

Observandose una mejor separacion con el sistema 1, ya que es posible observar

separada la tevetina (ver figura 9).

(]
< a
()

+

M2E2 T

Figura 9. Placa cromatografica de los
extractos de yoyote M1, M2 y tevetina en el
sistema de elucién 1, revelado con luz UV.
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Se evallo la miscibilidad de los extractos en agua, etanol y una mezcla de

etanol/agua (1:1 v/v, a temperatura ambiente), los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resuitados de la evaluacion de miscibilidad de los extractos.

Extracto Agua Etanol Etanol/agua
(1:1 viv

M1 -

A1 * * *
E1 + + +
M2 + + +
A2 * * *
E2 + + +

- no es miscible, * forma emulsion, + si es miscible -

Se realizd la evaluacién farmacoldgica de los extractos de manera preliminar, en

boios unicos para determinar si presentan o no el efecto esperado, los resultados se

muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Evaluacion farmacologica preliminar de los extractos mediante el método

Langendorff.
| Extracto Observaciones
M1 No se puede determinar el efecto por su
elevada viscosidad e inmiscibilidad
A1 No presenta efecto inotrépico .
E1 Si presenta efecto inotrépico positivo
M2 Si presenta efecto inotrépico positivo
A2 No presenta efecto inotrépico
E2 Si presenta efecto inotrdpico positivo

45



Se realiz6 la evaluaciéon farmacolégica de los extractos los cuales provocan un
aumento en la fuerza de contraccién (ver figura 10). Se observa primero, en el recuadro A,
un registro basal en condiciones normales, sin la administracién de ninguna sustancia, por
lo que éste registro se considera el valor cero. En el recuadro B, se observa que al
administrar el extracto de Thevethia existe un aumento en la fuerza de .contraccién del
ventriculo izquierdo. Este efecto se sostiene por unos 5 minutos, como se observa en el
recuadro C. Si se administra una cantidad ligeramente mayor de extracto es posible
observar el inicio de una intoxicacién, mostrandose alternancias en los registros, como se
puede ver en el recuadro D. Si el corazén continua recibiendo dosis del extracto,
presentara un severo cuadro de intoxicacion irreversible, como se observa en el recuadro
E, donde los latidos son irregulares, evidencidndose la arritmia. Finalmente se presenta la
muerte, como se observa en el recuadro F.

Presién intraventricular

izquierda. v iR
Presion de perfusién
coronaria. V e LA N AN — i ANAA NN tagrton
A B C D E F

A : Basal.

B : Inicio del efecto farmacol6gico.
C : Efecto farmacolégico sostenido.
D : Inicio de la intoxicacién.
E : Intoxicacion.
F : Muerte.

Figura 10. Efecto de los extractos de Thevetia thevetioides sobre el musculo cardiaco.
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Tabla 7. Efecto de los extractos de Thevetia thevetioides sobre presién Intraventricular izquierda.

VA4

) . Presién Intraventricular [zquierda (mmHg) |
Dosls (uL) Control ES STD ES Extracto ES Extracto ES
Control Tevetina | STD Tevetina 1 Extracto 1 2 Extracto 2
0 250 0 25.0 0 250 0 250 0
10 27.0 2.6832 33.8 3.1368 59.2 B.3589 578 B.3748
20 28.2 2.3323 34.2 4.0792 82.2 8.7777 834 9.1738
30 26.2 2.3323 37.8 6.1514 85.8 6.7808 650 8.8830
40 238 17435 43 8 5.2481 B6.8 6.8326 68.2 8.5228
60 234 2.0398 42.2 B.6211 86.8 5.9445 63.0 10.8071
80 24.2 2.3323 474 5.8787 87.0 6.1101 8.0 12.2637
70 24.2 2.3323 49 8 £.8855 87.2 5.2687 654 7.5471
80 238 | 21540 53.2 6.5145 87 4 58514 658 100717
90 21.8 2.8532 518 598184 89.0 43817 69 .8 9.8305
100 22.2 3.0724 56 8 8.4474 89.0 5.1284 63 4 9.3466
ES: Error esténdar. STD: Estandar. 1: Meatandiico. 2 : Etandfico.
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Figura 11. Efecto de los extractos de semilla de yoyote sobre la presion
Intraventricular Izquierda




En la figura 11 es posible observar como los extractos aumentan la fuerza de

coniraccion, representada como presion intraventricular izquierda (Pil).

Se realizd un experimento control (linea de color azul) en el cual no se observa
aumento de PIl, aunque si un ligero descenso, esto es debido a que el control se

administré a temperatura ambiente.

De igual manera se evalu6é un estandar de tevetivna, en la linea color rojo, se
observa que hay un aumento en la Pll que es directamente proporcional a la dosis

administrada, cosa que no sucede con los extarctos.

Se observa que los extractos generan un aumento en la PIl mayor que el observado
con el estandar, pero su comportamiento es diferente, ya que éstos presentan una relacion
dosis independiente, esto es conforme se aumenta la dosis no se observa un aumento en
la PIl. Se presenta un aumento de la fuerza de contraccion inmediato, el cual se mantiene
aun cuando se administran dosis mas altas, esto sucede con ambos extractos (lineas color
morado y verde).

Es notable que el extracto 1 (metandlico) aumenta la PIl incluso mas que el extracto
2 (etandlico), esto sugiere que la extraccién con metanol permite obtener diferentes

sustancias, o las mismas pero en mayor cantidad.

Es importante mencionar que el efecto observado es gracias a una mezcla compleja
de sustancias que contienen los extractos, incluyendo tevetina. Es debido a esta
combinacion de componentes que se presenta un efecto diferente al del estandar, el cual

se trata de una sustancia pura.
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Tabla 8. Efecto de los extractos de Thevetia thevetioides sobre la resistencia vascular coronaria.

Resistencia Vascular Coronaria (mmHg)

Dosis (pL) Control ES STD ES | Extracto ES Extracto ES
Control Tevetina | STD Tevetina 1 Extracto 1 2 Extracto 2

0 50.0 0 50.0 0 50.0 0 50.0 0
10 49 8 04000 558 1.7888 56.3 6.8647 58.5 2.3184
20 50.0 1 80.5 1.1510 553 2.6939 58.5 2.0310
30 49 B 0.4000 61.5 1.8506 56.1 24494 58.8 1.6770
40 48 1 2.1470 83.0 0.9746 60 4 3.2977 60.5 22912
60 49 .5 1.8371 54.0 0.8944 56.8 2.179%4 59.5 2.1505
60 50.0 1.56811 63.3 1.7175 576 5.0373 61.8 2.6100
70 520 2.1505 85 .8 1.7888 58.6 14577 61.5 1.8708
80 53.0 2.8839 855 2.2803 63.5 0.7905 618 3.8085
80 53.9 3.2128 66.0 2.2748 60.0 0.5580 63.0 3.2977
100 52.7 3.6110 684 24855 61.7 0.4842 82 .5 3.8729
ES: Error estandar. 1: Metandtico. 2: Etandhico.

STD:. Estandar.
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Figura 12. Efecto de los extractos de semilla de yoyote sobre la resistencia
vascular coronaria




En ia figura 12 se observa el efecto de los extractos de yoyote sobre la

resistencia vascular coronaria (RVC).

Se observa como el estandar de tevetina aumenta ligeramente la RVC, lo cual es

caracteristico de esta sustancia que tiene propiedades vasoconstrictoras.

En caso contrario los extractos disminuyen ligeramente la RVC, por lo cual se
presume que enire sus componentes existe una sustancia con propiedades
vasodilatadoras, o bien que el conjunto de sustancias que contienen los extractos favorece
fa disminucion de la RVC. Los dos extractos, etandlico y metandlico se comportan de

manera similar.

Los extractos de acetato de etilo no presentaron efecto cardioténico.
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VIIl. ANALISIS DE RESULTADOS

Se obtuvieron seis extractos crudos, los cuales dan un rendimiento promedio del 9.1416
%, en base al peso de la semilla seca, aproximadamente 2 mL por extracto. Mediante una
maceracion.

El sistema de extraccion mas adecuado es el metandlico, secado en estufa, ya que
se obtiene un extracto de caracteristicas apropiadas para su analisis cromatografico y
farmacolégico, con un buen rendimiento (7.9770 %), el disolvente empleado se evapora
facilmente y las propiedades farmacolégicas presentadas son las esperadas (efecto

inotrépico positivo).

No se descarta, sin embargo, el uso de extraccion etandlica, la cual genera un
extracto que presenta caracteristicas muy similares al extracto metandlico, por lo cual se
considera que contienen tevetina pero, es probable que exista diferencia en cuanto a

algunas de las sustancias presentes en cada extracto.

Para poder evaluar los extractos en ccf, se busco el sistema de elucién mas
adecuado, el cual permite observar las manchas separadas y definidas, asi como observar
claramente la tevetina separada en los extractos, esto fue bastante dificil y complicado
debido a que los extractos eluian en sistemas en los que la tevetina no, por lo cual fue
necesario realizar un estudio cromatogréafico completo con disolventes de diferentes
polaridades, en cada caso no era posible determinar simultdneamente el comportamiento
de tevetina y los extractos. Debido a esto fue necesario comenzar a evaluar mezclas de
disolventes los cuales permitieron observar manchas separadas y ademas se logrd
observar claramente a la tevetina. El sistema de elucién obtenido es:

metanol/2-propanol/butanol/hexano (1.5:2:1:0.5).

Se realizd una prueba de miscibilidad de los extractos observandose que los
extractos de acetato de etilo no presentan miscibilidad con agua debido a que son de

naturaleza aceitosa, en cambio los extractos etandlicos y metandlicos si presentan

53



caracteristicas de hidrosolulibilidad, lo cual favorece la administracion en la evaluacién

farmacolégica. Esta prueba se realizd a temperatura ambiente.

Se realizd la evaluacion cualitativa para glicdsidos cardiacos, en donde es posible
identificar los extractos que contienen estas sustancias, los extractos que dan positivo a la
prueba son los etandlicos y metandlicos, dando también positivo en cuanto a la presencia
de tevetina, estos extractos contienen varias sustancias que, segun indica esta prueba, se
trata de glicosidos cardiacos los cuales son los responsables el efecto farmacolégico
observado y gracias a esta mezcla de sustancias el efecto observado es de caracteristicas
similares a la tevetina pero no iguales. Esta prueba también indica que los extractos de
acetato de etilo no contienen ni tevetina ni algun ofro glicésido cardiaco por lo que no
presentan algun efecto farmacologico.

Se observa que los extractos de acetato de etilo no presentan la actividad
farmacologica esperada, ya que no contienen glicdsidos cardiacos, ademas de que
presentan caracteristicas semejantes a las de un aceite; de modo contrario los extractos

etandlicos y metandlicos si generan un aumento en la fuerza de contraccion.

Se observa un efecto inotrépico positivo superior al del estandar de tevetina para los
dos extractos, encontrandose que éste aumento no es proporcional a la dosis
administrada, sino que en la primera dosis alcanza un efecto maximo y se mantiene asi al
aumentar la dosis siguiente. El extracto metanélico presenta una potencia superior que e
extracto etandlico lo que indica que éste sistema extractivo permite obtener una mezcla de
compuestos de mejor calidad. Si bien existe una sustancia capaz de aumentar ia fuerza de
contraccién, existen ademas otras que pueden generar sinergismo. De la misma manera
‘los extractos contienen otros componentes los cuales por si mismos pueden generar los
efectos observados.

De manera simultanea se determindé un efecto adicional que no se encuentra
reportado, el cual es la disminucion de la presion de perfusién coronaria (resistencia
vascular coronaria), este efecto no es de magnitudes tan importante como el aumento de
la contraccion, pero si es importante indicar que los extractos presentan caracteristicas
similares a las de la tevetina ya que entre sus componentes se encuentra este glicdsido,
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pero también contienen otros glicosidos cardiacos los cuales en su conjunto producen un
efecto farmacolégico que de alguna manera se encuentra potenciado, o es probable que
sea una suma de los efectos de cada uno de los componentes del extracto, es por esto
que se observan efectos no esperados ya que no solo contiene glicésidos sino muchas
otras sustancias que estan favoreciendo la presencia de los efectos farmacologicos

descritos.

Es importante realizar la separacién de los componentes de los extractos, mediante
diversos métodos analiticos, para lo cual se requiere de un estudio mas complejo y que
conlleva mas tiempo de pruebas. Esto facilitaria la identificacion de los componentes y

cudl es el efecto que cada uno produce sobre el masculo cardiaco.
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IX. CONCLUSIONES

Se puede concluir que el yoyote es una planta que contiene diversas sustancias, entre
ellas glicdsidos cardiacos como tevetina, es posible obtener un extracto mediante el uso
de metanol o etanol como disolventes de extraccion, los cuales permiten obtener extractos
que contienen en su gran mayoria glicdsidos cardiacos, estos extractos son muy sencillos
de obtener y de bajo costo.

Una vez encontrado el sistema de elucion apropiado, es posible realizar la
evaluacién cromatografica, estos extractos contienen una gran cantidad de sustancias,
aunque solamente se identifico tevetina, por lo complejo de la mezcla, pero se comprobd
la presencia de glicosidos cardiacos, estas sustancias se encuentran en gran proporcion

en los extractos metandlicos y etandlicos.

Las caracteristicas de los extractos obtenidos son favorables para las evaluaciones
farmacolégicas, ya que es posible observar claramente el efecto esperado con cada
extracto, ambos extractos aumentan la fuerza de contraccién del musculo cardiaco, no es
un efecto dosis-dependiente, ya que al aumentar la dosis no aumenta el efecto sino que se
mantiene sin llegar a un efecto téxico o letal. Los efectos observados son la suma de las
sustancias que cada extracto contiene por lo que es necesario realizar la separacién e
identificacion de los componentes del extracto para definir cual o cuales son las sustancias
responsables del efecto farmacolégico observado.
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