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Resumen del proyecto

Palabras clave: Nerium oleander, Thevetia peruviana, glicésidos cardiotonicos,
caracterizacion.

Las especies vegetales Nerium oleander y Thevetia peruviana se caracterizan por
ser especies ornamentales en Cali (Colombia) presentes en jardines, centros
comerciales, instituciones educativas y parques de la ciudad. Su toxicidad esta
asociada a la ingesta de infusiones o tés preparados a partir de sus hojas, frutos y
semillas; ya que en estos 6rganos es donde principalmente se encuentran altas
proporciones de los metabolitos secundarios toxicos como los glicosidos
cardiotonicos. (Bandara, Weinstein, White, & Eddlestone, 2010)

Debido a la falta de documentacion sobre su toxicidad en el ambito nacional, éste
proyecto pretende verificar la presencia de glicésidos cardiotonicos en éstas
especies de la ciudad de Cali, para lo cual se realiz6 un procedimiento de
extraccion de los glicésidos a partir del material vegetal recolectado.
Adicionalmente se realizd una concentracion de las muestras por liofilizacion y
finalmente se realiz6 la caracterizacion quimica del extracto mediante
espectrometria de masas.

Se encontré que en las hojas de Nerium oleander hay presencia de oleandrina
gentobidsido y odorosido como metabolitos secundarios que ya han sido descritos
para esta planta; mientras que para los frutos de Thevetia peruviana soélo se
identifico el thevetin A como metabolito mayoritario. Con lo anterior, y al contrastar
los metabolitos obtenidos experimentalmente con las referencias bibliograficas, se
confirma que las especies vegetales contienen glicésidos cardiotonicos.



Abstract

Keywords: Nerium oleander, Thevetia peruviana, cardiac glycosides,
characterization.

The species Nerium oleander and Thevetia peruviana are characterized as
ornamental species in Cali (Colombia), which are present in gardens, shopping
centers, educational institutions and city parks. Its toxicity is associated to the
intake of tea infusions or prepared infusions from the leaves, fruits and seeds;
since in these specie’s parts is where secondary metabolites are found mainly in
higher proportions, such as cardiac glycosides. (Bandara, Weinstein, White, &
Eddlestone, 2010)

Due to the lack of documentation on the toxicity of the plant species Nerium
oleander and Thevetia peruviana in Colombia, this project aims to verify the
presence of cardiotonic glycosides in these species of Cali, for which a process
was performed for the glycosides extraction from plant material collected of Nerium
oleander and Thevetia peruviana, additionally, a concentration of samples was
made by freeze-drying procedure and finally, the chemical characterization of the
extract was performed by mass spectrometry.

As a result of the investigation project, it was found that the leaves from Nerium
oleander has olenadin gentobioside and odoroside that has been already
described for this pkant as secondary metabolites, while for the fruits of Thevetia
peruviana Thevetin A was identified as major metabolite. With this information and
contrasting the results obtained experimentally with bibliographic references it is
confirmed that the species contains cardiac glycosides.



Introduccién

Las medicinas populares, principalmente basadas en plantas, tienen alta
aceptacion por la sociedad en general al concebirlas menos peligrosas y porque
pueden causar menos efectos secundarios en comparacion con los medicamentos
tradicionales, ésta idealizacion se observa especialmente en aquellos paises en
desarrollo en donde los servicios de salud modernos son muy limitados. (Zibbu &
Batra, 2011) Dichas alternativas terapéuticas suelen tomar ventaja de las especies
vegetales y de su composicion quimica para intentar prevenir problemas de salud
como lo son la obesidad, la ansiedad y dolores generales.

Nerium oleander y Thevetia peruviana son dos especies vegetales ampliamente
distribuidas que suelen encontrarse como especies ornamentales, decorando
hogares, centros comerciales, parques publicos e instituciones educativas. Dichas
especies vegetales se caracterizan por tener en sus organos (frutos, hojas y/o
raices) glicésidos cardiotonicos, moléculas que presentan un muy estrecho
margen terapéutico y por lo tanto su uso requiere especiales restricciones y un
adecuado manejo. Paralelamente, ha sido posible establecer que el mecanismo
de accién de estos compuestos se logra mediante la inhibicion de la bomba
Na+/K+ ATPasa lo cual conlleva a que se eleven las concentraciones de iones de
sodio en los miocitos, conduciendo a un aumento en el nivel de iones de calcio y
asi una mayor fuerza contractil cardiaca. Se ha reportado que el glicésido
cardiotonico en mayor proporcion en N. oleander es la oleandrina (Arvind,
Tanmoy, Amrita, & Arun, 2013) mientras que en T. peruviana es el peruvosido
(Zibbu & Batra, 2011). No obstante, existen mas glicésidos téxicos reportados para
ambas plantas (Sheriff, 1999) y por consiguiente en muchos paises existen
informes en diferentes medios de comunicacién sobre las intoxicaciones que se
presentan frecuentemente con estas especies vegetales. (Aguilar Garcia &
Maycotte, 2013) (Colegio de Farmacéuticos de la provincia de Buenos Aires) (Y.
Aular de Gonzélez, 2003) (Khan, Kant, Sanwaria, & Meena, 2010), (Sheriff, 1999)

En Colombia el Unico documento que reporta a N. oleander y T. peruviana como
especies vegetales téxicas es el cddice numero 23, especificamente en las
secciones escritas por el Doctor Ramiro Fonnegra (Fonnegra Gomez, y otros,
2010). Esta informacién descrita anteriormente es contrastada con los documentos
técnicos de los entes regulatorios del pais, en donde se observa que ni en el
vademécum colombiano de plantas medicinales, ni en el listado de plantas toxicas
del INVIMA describen éstas plantas como potencialmente toxicas, a pesar de los
multiples articulos cientificos, libros, noticias y reportes de casos clinicos en los
gue se narran sus riesgos.

Asi, este proyecto de investigacion pretende verificar la presencia de glicésidos
cardiotonicos en las dos especies ornamentales mencionadas, N. oleander y T.
peruviana mediante caracterizacion quimica por espectrometria de masas de las
muestras obtenidas.



Con los resultados se espera que el presente proyecto sirva de informacion y
apoyo cientifico contundente para que nuevos investigadores realicen estudios in
vitro que permitan desarrollar una guia toxicolégica en Colombia, para el uso
adecuado de los fitoterapéuticos desarrollados a partir de las especies vegetales
N. oleander y T. peruviana. Ademas, surge la necesidad de desarrollar noticias y
alarmas sobre la toxicidad de éstas especies debido al contenido de metabolitos
toxicos en sus 6rganos.

Se sugiere realizar el mismo estudio en otras ciudades de Colombia que difieran
de Cali en el clima y flora, tales como Bogota, Medellin, Manizales y la costa
caribe para verificar asi que las variaciones climaticas no afectan la composicién
quimica.
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Descripcion del proyecto.

Planteamiento del problema.

La accion farmacoterapéutica atribuida a los glicosidos como metabolitos
secundarios es variada, incluyendo su uso como antiviral, abortivo, diurético y
antibacterial. Asi mismo, dichos glicésidos se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza y la principal accién que se les atribuye es como cardiotonicos
razon por la cual su uso para el tratamiento de desérdenes cardiacos fue descrito
inicialmente en 1785, pero su mecanismo de accion se elucidé aproximadamente
hace 50 afios. (Prassas & P. Diamandis, 2008)

N. oleander y T. peruviana son arbustos perennes que pertenecen a la familia
Apocynaceae crecen con facilidad por distintos paises en todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. N. oleander suele distinguirse por ser el
laurel rosado o blanco mientras que T. peruviana es amarillo o naranja. Ambas
especias se cultivan extensamente como arbustos ornamentales (Langford &
Boor, 1996)

N. oleander contiene metabolitos secundarios que poseen una estructura quimica
parecida a la de la digoxina, un reconocido glicosido digitalico. ElI hecho de tener
alta homologia estructural le confiere efectos cardiacos de tipo digitalico y es
rapidamente absorbida para luego ser excretada lentamente. Sus propiedades
toxicas se conocen desde la época de los hebreos y de los egipcios. Todas las
partes de la planta, principalmente las flores, son altamente venenosas para el
hombre. (Fonnegra Gémez, y otros, 2010) T. peruviana contiene Thevetin A y
peruvosido como metabolitos mayoritarios y también posee otras moléculas como
el Thevetin B, thevetoxin, peruvésido, ruvoside y neriifolin (Zibbu & Batra, 2011). Al
igual que pasa con N. oleander, todos sus 6rganos generan intoxicaciones, por lo
que la ingesta de grandes porciones de las partes aéreas produce alteraciones
cardiacas, como bloqueos atrioventriculares. Algunas veces puede producir
bloqueos totales que ocasionan inconsciencia, convulsiones y paro cardiaco.
(Fonnegra Gémez, y otros, 2010)

Los glicosidos cardiotonicos presentes en estas especies vegetales, se consideran
importantes indicadores para investigaciones forenses y farmacoldgicas. Ademas,
su ingesta deliberada esta representando un método de autolesion en el norte de
Sri Lanka (un pais islefio ubicado al sur de la india). Miles de casos son reportados
anualmente con una tasa entre el 5% y 10% de pacientes sin tratamiento; estas
tasas de intoxicacion pueden ser mas altas en los paises o comunidades que
dependen en gran medida de medicamentos a base de las plantas. (Kohls,
Scholz-Bottcher, Teske, Zark, & Rullkotter, 2011)

En Colombia, actualmente el INVIMA no incluye a T. peruviana y N. oleander en el
listado de plantas toxicas que fue publicado en Octubre de 2013 (Instituto Nacional
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de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, 2013) tampoco se les encuentra en
las plantas medicinales y entonces, el Unico documento existente en el cual se les
considera como potencialmente toxicas es el cdédice numero 23 en las secciones
relatadas por el Doctor Ramiro Fonnegra. (Fonnegra Gémez, y otros, 2010)

Por consiguiente y conforme a lo que se menciond anteriormente la ingesta
inadecuada de extractos, infusiones y tés de las hojas y/o frutos de las especies
vegetales ornamentales se hace necesario crear documentos que reporten en
forma clara y precisa el problema de salud que se esta generando con su
inadecuado manejo. Basados en las consideraciones anteriores se puede
determinar que es de mucha trascendencia reconocer cuales de los metabolitos
secundarios sintetizados por estas dos especies vegetales, pueden ser
reconocidos y usados para investigaciones toxicologicas y forenses.

12



Marco tedrico y estado del arte.

Aspectos relevantes y reportes farmacologicos:

El uso de extractos obtenidos a partir de la especie vegetal Digitalis purpurea, que
contenian glicosidos cardiotonicos, para el tratamiento de desérdenes cardiacos
fue descrito por primera vez en 1785 por William Withering. Sin embargo, el
mecanismo de accion de los glicosidos cardiotonicos fue descrito hace 50 afios
aproximadamente, cuando Schatzmann y sus colegas los identificaron como
inhibidores especificos de la bomba Na'/K* ATPasa. (Prassas & P. Diamandis,
2008)

Los glicosidos cardiotonicos comprenden una gran familia de compuestos
derivados de la naturaleza que muestran una diversidad quimica-estructural
considerable, que comparten la caracteristica de tener un nucleo esteroidal con un
anillo de lactona insaturada en la posiciébn 17 y una porcién de azucar para la
posicion 3. Se ha demostrado que la lactona con el esteroide son las partes que
generan un efecto biolégico y por lo tanto reciben el nombre de farmacéforo. La
naturaleza del resto de lactonas se encarga de caracterizar el subgrupo de
glicosidos en cardendlidos o bufadienolidos (o bufandlidos) como se observa en la
Figura 1. (Prassas & P. Diamandis, 2008)

o
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Cardendlidos (Ouabaina) Bufadiendlido (Proscillaridina)

La principal
diferencia existente entre los glicésidos, es que los cardendlidos poseen un anillo furanico
en la posicion de la lactona en comparaciéon con los bufadiendélidos que tienen un anillo
piranico.

Gracias a la capacidad que tienen dichas sustancias para ejercer importantes
efectos bioldgicos y terapéuticos, es necesario definir la distribucion natural de los
compuestos de interés. Los glicdésidos categorizados como cardenodlidos se
encuentran principalmente en las hojas de plantas de las familias Scrofulariaceae,
Apocynaceae, Liliaceae, Ranunculaceae y Moraceae (Alejandro, 2002). Cuando el
glicésido cardiaco es de tipo bufadiendlido, es porque principalmente se encuentra
en ranas del género Bufus y en las alas de mariposa monarca, los cuales han
comenzado a ser de interés terapéutico dado su potencial anti proliferativo.
(Alejandro, 2002)
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Correlacion entre fisiologia vegetal y la expresion metabdlica

El envenenamiento por las especies vegetales N. oleander y T. peruviana es una
emergencia toxicoldégica comdn en zonas tropicales y subtropicales y a su vez, se
consideran un método intencional de autolesion que es prevalente en paises sur
asiaticos. (Bandara, Weinstein, White, & Eddlestone, 2010) De acuerdo con el
Doctor Ramiro Fonnegra, T. peruviana ha enfermado a por lo menos cien
personas en el periodo de tiempo transcurrido entre los afios 2000 y 2002 y a su
vez produjo la muerte de cuatro mujeres. Incluso los sintomas de las
intoxicaciones suelen requerir cuidados intensivos por varios dias y generar
alarmas sobre el uso inadecuado de los productos naturales por parte de los
colombianos (Lopez, 2002) (Redaccion Nacional, 2003). Pese a lo anterior, T.
peruviana se comercializa en las calles como producto natural para disminuir de
peso, bajo el nombre comercial de Catapis. (L6pez, 2002)

Al investigar sobre N. oleander se encuentran diversos casos de intoxicacion a
nivel nacional e internacional, sin embargo, en el ambito nacional no existen
reportes adecuados sobre su toxicidad y por lo tanto la informacion relevante que
fue posible encontrar radica en el hecho de que el contenido total de los glicésidos
cardiotonicos es mayor en aquellas plantas de N. oleander que producen flores
rojas en comparacion de aquellas que producen flores blancas, en cualquier etapa
del crecimiento, pero cabe resaltar que se obtiene la mayor concentracién en la
etapa de florecimiento. En paralelo, las mayores concentraciones de aquellos
metabolitos en T. peruviana estan en las semillas, seguido por las hojas, frutas y
savia. (Bandara, Weinstein, White, & Eddlestone, 2010)

Glicosidos cardiotonicos.

Existe una gran variedad de especies vegetales que contienen glicosidos
cardiotonicos: Digitalis purpurea, Digitalis lanata, plantas del género Strophantus,
N. oleander con la oleandrina (ver estructura en la Figura 2.) como cardioténico en
mayor proporcion y T. peruviana con el peruvésido como metabolito predominante
(ver estructura en la Figura 3.) seguido de thevetin A y thevetin B. (Alejandro,
2002)

La informacion necesaria para el posterior analisis de los metabolitos cardiotonicos
esperados, se encuentra en la Tabla 1. con los datos sobre los pesos de cada
metabolito completo y su respectiva estructura quimica, ademas, también se ven
los pesos de las agliconas.
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Aspectos toxicoldégicos de Thevetia peruviana

Muchos de los pacientes en busca de un tratamiento natural y radical para el
sobrepeso, han decidido tomar infusiones de las semillas u hojas de T. peruviana
y tabletas de la misma, conocidas en el mercado como “catapis”, con las cuales se
presentan intoxicaciones (Kumar , Khatri, Gopi, Shukla, & Patel, 2012). La
inhalacion, ingestibn o contacto con las mucosas de la savia o extractos de la
planta puede causar muchas reacciones adversas.

Siendo asi, diversos autores han referido irritacion de mucosas, eritema bucal,
nauseas, vomitos, salivacion profusa, dolor abdominal, diarrea, dolor de cabeza,
alteraciones mentales, disturbios visuales, midriasis, neuritis periférica y sintomas
cardiovasculares (bloqueo sinusal y auriculo-ventricular) como resultado de la
ingestion de T. peruviana. (Y. Aular de Gonzalez, 2003) La intoxicacion por la
ingesta de ésta especie vegetal puede presentarse de inmediato o, en algunos
casos por su ingesta continua, puede exhibirse de manera crénica. Si llegase a
suceder el ultimo caso, es decir por ingesta crénica, los médicos podrian confundir
los sintomas con el sindrome de Guillain Barre ocasionando que el tratamiento
sea mas extenso de lo necesario. (Aguilar Garcia & Maycotte, 2013)
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Aspectos toxicoldégicos de Nerium oleander.

La segunda especie vegetal, N. oleander, se ha empleado en la medicina popular
como abortivo y en el tratamiento de la hidropesia, la malaria y las enfermedades
venéreas. Los activos contenidos en N. oleander son glicosidos cardiotonicos
similares a la digitoxina, molécula digitalica usada en el dmbito hospitalario y
clinico. Las intoxicaciones por N. oleander son relativamente frecuentes, tanto en
humanos como en animales. Sin embargo, la mortalidad en éste caso es baja
incluso en los casos de ingesta con fines autoliticos, posiblemente por su gran
capacidad emetogena. ( Montero Aparicio, Arriola Martinez, Martinez Odriozola, &
De la Villa, 2006)

El diagnostico de intoxicacion por N. oleander debe sospecharse ante un cuadro
clinico similar a una intoxicacién digitalica, descrita con anterioridad para T.
peruviana. ( Montero Aparicio, Arriola Martinez, Martinez Odriozola, & De la Villa,
2006)

Herramientas analiticas en el andlisis de glicésidos toxicos

La espectrometria de masas tiene un alto grado de sensibilidad y fiabilidad cuya
principal ventaja en comparacion de otras técnicas de deteccién, es su capacidad
para suministrar informacién desde el punto de vista cualitativo; mientras que por
otro lado, es un detector universal basado en la separacién de especies cargadas
de acuerdo con su relacion masa/carga. (De Castro Rios, 2007) La espectrometria
de masas se fundamenta entonces en la separacion de iones de moléculas u
atomos por su diferente masa. El proceso de la espectrometria de masas
comprende basicamente cuatro etapas: (México, s.f.)

lonizacién de la muestra.

Aceleracién de los iones por un campo eléctrico.

Separacion de los iones segun su masal/carga.

Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefal. (México,
s.f.)

Dentro de esta perspectiva, cabe resaltar que existen grandes diferencias entre las
técnicas de introduccion y analisis de muestras liquidas al equipo, sin embargo,
suelen distinguirse dos grandes grupos: el primero se caracteriza por introducir la
muestra en la fuente de iones de manera directa, mientras que el segundo realiza
una ionizacion blanda determinada a bajas energias. (Montoya P., 2011)

Experimentalmente se uso la fuente de iones por electrospray (ESI) para lograr la
caracterizacion quimica. Al tomar provecho de ésta metodologia es posible
generar los iones a presion atmosférica, el flujo de solvente pasa a través de un
capilar y al mantener un voltaje de cono predeterminado, la muestra liquida se
dispersa formando una niebla de gotas diminutas que al estar cargadas
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experimentan el proceso de desolvatacion por el uso de un gas de secado
(usualmente nitrogeno). (Montoya P., 2011)

Otro componente importante del equipo es el analizador cuadrupolar, el cual
consiste en cuatro barras opuestas, que mediante un valor especifico de voltaje
permiten que los iones con una relacion especifica de masa/carga lleguen al
detector. Los analizadores de cuadrupolo son detectores ideales para la
cromatografia puesto que tienen la habilidad de realizar un escaneo rapido
(Montoya P., 2011) Sin embargo, el analizador que se utiliz6 experimentalmente
corresponde a un cuadrupolo simple el cual suele ser clasificado como un equipo
de baja resolucion.

Por otro lado, la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es una
técnica de separacion que ha sido utilizada por décadas, y mediante el
acoplamiento a la espectrometria de masas se ha convertido en un método
analitico que permite no solo rapidez en la separacion, sino ademas alta
sensibilidad en la deteccién. (De Castro Rios, 2007)

El acople LC-MS es una técnica adecuada para el andlisis de sustancias polares
como los glicésidos de interés, que poseen peso molecular elevado y al mismo
tiempo tienen enlaces quimicos que pueden romperse por la temperatura. Con ello
se evita el proceso de derivatizacion que es obligatorio en la cromatografia
gaseosa. (Quintela O., Cruz A., Concheiro M., De Castro A. y Lépez-Rivadulla M.,
2004)

Esta metodologia de analisis tiene diversas aplicaciones tanto cualitativas como
cuantitativas entre las cuales se destacan: (Skoog, Hiller, & Nieman , 2001)

o Determinacién del peso molecular de todas aquellas sustancias que
pueden volatilizarse por la posicion del pico correspondiente a la masa
patron.

o Determinacion de la férmula molecular. Si el instrumento es de gran
resolucion bastard la determinacion precisa de su masa molecular para
poder atribuirle una férmula empirica. Otras veces, se puede determinar la
férmula por la relacién entre las alturas del pico correspondiente a la masa
patrén y la de los picos de los is6topos.

o Identificacion de compuestos por su fragmentacion patron: la
fragmentacién de la mayor parte de las moléculas produce un gran nimero
de picos que permiten la identificacion de numerosos compuestos y el
reconocimiento de ciertos grupos funcionales de ellos y asi, es que éste
proyecto de investigacion analizara los resultados obtenidos

o lIdentificacibn de productos de reaccibn o de productos
metabolicos: se usa en cinética quimica y en farmacologia pudiéndose
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llegar a identificar impurezas y metabolitos a concentraciones de pocas
partes por millon.

Espectrometria de masas y su aplicaciéon en el andlisis fitoquimico.

El descubrimiento de nuevas entidades quimicas ha sido durante los ultimos afios
la actividad cientifica de mayor demanda, dado que a grandes rasgos, pretende
desarrollar alternativas terapéuticas para las enfermedades de mayor impacto
para la humanidad. (Montoya P., 2011) En la actualidad, los productos naturales
son fuente de casi la mitad de los farmacos usados en el ambito clinico y por
consiguiente los estudios que se centran en sus propiedades quimico-
estructurales y su bioactividad se han visto incrementados. (Xing, Xie, & Lou,
2007)

Es evidente entonces, que aquellos paises con amplia biodiversidad han
comenzado a descubrir alternativas terapéuticas potenciales en sus recursos
naturales, gracias a la alta sensibilidad que tiene la metodologia previamente
mencionada. Asi mismo, se ha logrado la identificacion y cuantificacion de
digitalicos en muestras biologicas y por lo tanto puede ser util para la identificacion
absoluta y la cuantificacion de la oleandrina en posibles envenenamientos por N.
oleander usando como estandares la digoxina o la digitoxina. (A. Tracqui , P.
Kintz, B. Ludes, P. Mangin, 1997)

Existen actualmente varias aplicaciones que vislumbran la importancia y
versatilidad del acople de espectrometria de masas y del impacto que seguira
tendiendo esta técnica en el desarrollo de la fitoquimica moderna. (Montoya P.,
2011)
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Objetivos

Objetivo General

Extraer, identificar y caracterizar los glicosidos cardiotonicos presentes en Nerium
oleander y Thevetia peruviana.

Objetivos especificos:

v Extraer los glicosidos cardioténicos de Nerium Oleander y Thevetia
peruviana partir de hojas y frutos de cada especie, respectivamente.

v Obtener un producto liofilizado a partir del material vegetal recolectado en el
sur de la ciudad de Cali.

v' Realizar caracterizacion mediante UPLC acoplado a espectrometria de
masas de los glicosidos extraidos.
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Recoleccion

Obtencidn del
tamafio de
particula

Extraccion
liquido-sdlido

Liofilizacion

Caracterizacidn
Quimica

Metodologia propuesta

eEstablecer zona geografica con maximo 20m a la redonda.
eUniversidad Icesi: Parqueaderos de los auditorios y edificio G.
*Se recolectan: frutos de T. peruviana y hojas de N. oleander

eDepositar el material vegetal en las bandejas del horno, no hay necesidad de
progamarlo con altas temeperaturas.

*A las 24-48 horas, verificar que el material vegetal se encuentre seco pero no
tostado.

ePara N. oleander, moler el material vegetal con el molino de cuchillas y un tamiz
No. 60 (ASTM). Para T. peruviana se utiliza todo el fruto: tanto el nicleo como la
cascaray se licuan.

eSonicacion del material vegetal con 200mL de Etanol 50%. Se realiza por
triplicado cada 30 minutos.

eEnfriamiento y filtracién del material vegetal.

eAdicionar lentamente y con agitacidon suave 100mL de diclorometano a cada
extracto. Si se agita fuerte se forma emulsién.

eMediante decantacion recolectar la fase acuosa: fase inferior.
eRotaevaporacion de cada especie vegetal.

eVerificar higiene y vacio del equipo liofilizador.
eAnclar muestras al equipo.

eComo las muestras tienden a volverse una masa semisdlida, se recurre al uso de
Nitrégeno liquido como ayudante de secado de las muestras.

ePreparar muestras para el andlisis con Metanol UPLC. Las muestras son
altamente higroscépicas y por lo tanto la muestra liofilizada debe tomarse
rapido e inmediatamente adicionar el metanol.

eSolventes para eludir metabolitos: N. oleander con Acetonitrilo
hipergrade:Metanol (80:20) y T. peruvina con Tolueno:Acetato de etilo (3:1)

eVoltajes de cono: 5kV y 10kV
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Figura 4. Material vegetal para sonicar. T. peruviana a laizquierda y N. oleander a la derecha.

APPROX. VOL.

Figura 5. Separacion de fases de los extractos obtenidos. A la izquierda T. peruviana cuyas
fases tienen a tener coloracién café pdalido mientras que a la derecha con N.
oleander se observan dos fases: una verde y otra café oscura. Las fases

superiores corresponden a las fases acuosas mientras que las inferiores a la
mezcla organica que se lleva a rotaevaporacion
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Figura 6. Muestras liquidas y purificadas de Nerium oleander y Thevetia peruviana.

Figura 7. Proceso de liofilizacion con T. peruviana a la izquierda y N. oleander a la derecha.
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Matriz de marco légico.

Objetivo General: Extraer, identificar y caracterizar los glicésidos cardiacos

presentes en Nerium oleander y Thevetia peruviana.

Objetivo Actividades Supuestos Indicador
especifico
Extraer los Recoleccion del Los glicésidos | Seleccionar las
glicésidos material vegetal. cardiacos  se | condiciones
cardiacos de Secado del encuentran apropiadas para
Nerium material vegetal presentes  en | extraer los
oleander y recolectado. las hojas de | glicosidos
Thevetia Tritura del Nerium cardiacos de
peruviana a material vegetal oleander y los | cada  especie
partir de hojas sSeco. frutos de | sin generar
y frutos de Realizar Thevetia degradacion
cada especie, extraccion peruviana. quimica.
respectivament liquido-solido Los glicésidos
e. del material cardiacos  no
vegetal. son volatiles y
Eleccién de los son solubles en
solventes a los solventes a
utilizar. utilizar.
Los materiales
y reactivos
estan
disponibles en
la universidad.
Obtener un| e Verificar la Los glicésidos | Conseguir  un
producto presencia de cardiacos son | polvo solido a
liofilizado a glicosidos marcadores partir del
partir del cardiotonicos guimiotaxonémi | extracto,
material vegetal mediante -cos de ambas | obtenido del
extraido. espectrometria especies y | material vegetal
de masas, deberan estar | recolectado.
analizando los en los extractos
fragmentos polares.
obtenidos.
La universidad
e Liofilizar el cuenta con los
extracto de equipos que se

cada material
vegetal.

utilizaran.
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Realizar

caracterizacion
mediante UPLC
acoplado a
espectrometria
de masas de
los glicésidos
extraidos.

Establecer los
mejores
parametros
cromatograficos
para que el
analisis por
UPLC de los
resultados
esperados.
Identificar  los
glicésidos
cardiacos.

. La
universidad cuenta
con el factor
econdmico asociado
al uso de los
equipos.

. Los
materiales y
reactivos estan
disponibles en la
universidad.

Identificar  los
glicésidos en
mayor

proporcion  de
cada  especie
vegetal y

caracterizarlos
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Resultados
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Figura 8. Cromatograma y espectro de masas de Nerium oleander. El espectro de masas que se
observa a la derecha, fue obtenido con un voltaje de cono de 5kV y presenta el
pico 901,54 el cual sera descrito en la discusion de resultados y corresponde al
metabolito Oleandrina gentobidsida.
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Figura 9. Espectro de masas de Nerium oleander con voltaje de cono de 10.
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Figura 10. Relacion del cromatograma de
Thevetia peruviana con PDA.
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Figura 11. Espectros de Thevetia peruviana. A la izquierda se encuentra el espectro de masas
obtenido para T. peruviana y a la derecha la absorcion UV que presentd el Thevetin A,
metabolito presente T. peruviana, el maximo de absorcién se encuentra en el rango
reportado en la literatura: 215-220 nm (Alejandro, 2002)
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Figura 12. Espectro de masas de Thevetia peruviana para compuesto desconocido.
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Discusion de Resultados.

Nerium oleander

La recoleccion del material vegetal en la Universidad Icesi, permitié observar que
las flores de la especie N. oleander, utilizada como objeto de estudio para el
proyecto, eran de color blanco, razén por la cual segun lo mencionado en el marco
tedrico puede haber una menor concentracion de los glicésidos como metabolitos
secundarios. Ademas, al utilizar un analizador de cuadrupolo sencillo la resolucion
suele ser baja y por ello los resultados pueden resultar distintos a los objetivos que
se habian idealizado.

Adicionalmente cabe resaltar, que los metabolitos esperados se caracterizan por
tener una fraccion glicosidica unida al nucleo esteroidal, la cual, confiere polaridad
a la estructura quimica y por ello pueden ser tanto termolabiles como susceptibles
a hidrdlisis. Teniendo en cuenta esto, experimentalmente se utilizaron voltajes de
cono de 10kV y 5kV con la finalidad de proteger la integridad estructural de las
moléculas y por ende no se viesen afectadas por altas energias de ionizacion.
Complementariamente, en la cromatografia liquida de alta eficiencia se us6 una
columna cromatografica de fase reversa la cual mediante el mecanismo de reparto
entre dos fases liquidas logra que los compuestos de interés sean separados.
Ademas, dicha técnica utiliza una fase movil que contiene grandes proporciones
de agua como eluyente principal en conjunto con un modificador organico que
completa la composicion del eluyente. (Abascal)

Asi pues, ya que los metabolitos se caracterizaban por ser polares, se esperaba
gue a medida que el agua comenzara a fluir a través de la columna cromatogréfica
en los primeros tiempos de retencién dichos compuestos eluyeran y por ende se
idealizaban tiempos de retencion cortos, en comparacion con los compuestos
quimicos con naturaleza hidr6foba que tienen afinidad por solventes orgénicos.
Por consiguiente eluyeran cuando el solvente polar se acabara y s6lo quedase el
solvente organico (apolar). Al contrastar lo anterior con el cromatograma
observado en la Figura 8. es posible evidenciar que los compuestos de interés
tienen alta probabilidad de estar apareciendo en los primeros seis minutos.

Tedricamente, las matrices bioldgicas utilizadas permitirian realizar los analisis
espectrométricos mediante el patron de fragmentacion, sin embargo, al realizar el
screening en los espectros de masas obtenidos -para ambas especies vegetales-
no fue posible evidenciar las fragmentaciones que ya habian sido reportadas y por
consiguiente, se realizo el andlisis de los datos comparando los pesos moleculares
de los metabolitos con los picos del espectro de masas. Como el equipo se
emple6 en modo positivo, los picos del espectro corresponderian al peso
molecular del metabolito protonado.
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Por lo tanto, al evaluar el espectro de masas de la Figura 8. para los primeros dos
minutos, se observa que el pico de masa correspondiente a 901,54 es la
oleandrina gentobidsida protonada, glicésido reportado en 1983 (ver Figura 13.)
(Yamauchi, y otros, 1983); el cual conservl su estructura gracias a que se utilizé
un voltaje de cono de 5kV. Por otro lado, se observd que a un voltaje de cono de
10kV se observan glicosidos cuya fraccion glicosidica no era tan grande,
caracteriza que le otorga mayor resistencia a la hidrélisis y fragmentacion, de tal
manera que, a comparacion del anterior metabolito, se puede ver su pico
molecular facilmente a un mayor voltaje de cono. Los datos que conllevan a inferir
esto se encuentran en la Figura 9. la cual contiene un pico en 519 el cual
corresponde al glicosido denominado como odordsido (ver Figura 14.) y se
encontraria protonado y otro pico en 517 que pudiese ser la adinerina (ver Figura
15.) o el oleasido A (ver Figura 16.) pero debido a su alto grado de similaridad
estructural no es posible afirmar con seguridad cual de los dos es.

Glicosido m/z= 518.32
Aglicona m/z =374

Glicésido m/z=900.44
Aglicona m/z =432

Glicésido m/z= 516.31 o
Aglicona m/z =372

o Glicosido m/z= 516.31
\ Aglicona m/z =372

HOo. HOo. -
o o
@ ° O
o o o o

El objetivo principal de este proyecto consistia en confirmar la presencia de los
metabolitos mayoritarios en N. oleander y T. peruviana, sin embargo, al observar
los datos de N. oleander es evidente que no fue posible ver otros compuestos
quimicos del grupo de los glicésidos esperados. Por ello, surgio la probabilidad de
gue algunos metabolitos hubiesen sufrido fragmentaciones de su estructura pese
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a la baja energia de ionizacion. Ambas partes (glicésido y aglicona) tendrian unos
pesos esperados, sin embargo, al buscarlos en los espectros no fue posible
encontrarlos y por lo tanto se infiere que no estaban presentes en la muestra o de
pronto durante el proceso de purificacion de la muestra se perdieron.

Thevetia peruviana.

Al analizar el comportamiento cromatografico de los metabolitos esperados para
esta especie vegetal, es posible observar en la Figura 10. que hay ciertas
moléculas que estan absorbiendo luz ultravioleta, con ello es necesario analizar
gué tipo de metabolitos presentan dicho comportamiento. Por consiguiente, dichos
metabolitos pueden ser de tipo flavonoles segun reportes bibliograficos (Abe,
Yamauchi, Iwase, Yahara, & Nohara, 1995) (Tewtrakul, Nakamura, Hattori,
Fujiwara, & Supavita, 2002), su presencia se logra confirmar porque dichos
metabolitos suelen tener pesos moleculares alrededor de 700-800 y por lo tanto, el
pico de 803 observado en el espectro de masas de la Figura 11. Tiene gran
probabilidad de ser el esperado.

Adicionalmente, al continuar con el analisis de la especie vegetal y teniendo en
cuenta que el peso del Thevetin A es de 872,409, y que la capacidad de absorber
energia ultravioleta también ha sido reportada para los glicésidos esperados
debido al cromdéforo presente en la y-lactona a,B-insaturada, el cual muestra un
maximo de absorcion alrededor de 215-220 nm (Alejandro, 2002) es valido afirmar
que conforme a la Figura 11. el metabolito que se encontré como glicésido
cardiotonico es el Thevetin A cuya estructura se encuentra a continuacion.

Glicésido m/z= 872.40
OH Aglicona m/z= 388.22

HO

HO

Thevetin A
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Conclusiones.

Se encontré6 que las hojas de N. oleander contienen a la oleandrina
gentobidsido y el odorosido como glicésidos cardioténicos, ademas, existe
un tercer glicésido presente en la especie vegetal que no pudo ser
distinguido entre adinerina y oleasido A.

No se evidencio la presencia de oleandrina como glicésido cardiotonico en
mayor proporcion de N. oleander, por lo que se deben realizar estudios
posteriores para elucidar mejor los metabolitos téxicos de la especie
vegetal.

Se encontro que las semillas del fruto de T. peruviana contienen Thevetin A
como metabolito secundario principal al cual se le asocian los efectos
observados en pacientes intoxicados por la ingesta de dicha especie
vegetal. Ademas, ésta especie vegetal también contiene flavonoles como
metabolitos secundarios que no lograron ser identificados, razén por la cual
se sugieren estudios quimicos posteriores para lograr una mayor
recoleccion de datos y un mejor argumento en la elucidacion de estructuras.

Se verificd que las especies ornamentales N. oleander y T. peruviana, del
sur de la ciudad de Cali, contienen marcadores quimiotaxonémicos que les
atribuyen los efectos toxicos reportados en distintos articulos de distintas
ciudades, por lo anterior se hace necesario el desarrollo de una guia
toxicoldgica de las especies vegetales y ademas la inclusion de las mismas
en el INVIMA y el vademécum como plantas toxicas que requieren
restricciones en su uso.
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Anexos

Tabla 1. Cardioténicos esperados en Nerium oleander y Thevetia peruviana
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