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ABSTRACT

The species Grindelia tarapacana Phil. It grows in abundance in the surrounding
towns of the province of Cordova District Huaytara, in the department of
Huancavelica. Ethnobotany-based survey conducted by the "Huitco" association
Puquio - Ayacucho, ascribed to this species anticancer activity.

As cancer responsible for over 12% of the causes of death in the world and in our
country is the second cause of death, we found it necessary to focus our studies in
a plant species with antitumor effects, to evaluate the activity extracts were
obtained root treated with ethanol at 96°, identification was made by phytochemical
screening secondary metabolites obtained:. free phenolic groups, flavonoids,
steroids and/or triterpenoids, alkaloids and catechins. The cytotoxic activity was
found with the technique of cytotoxicity Bioassay Artemia salina and Bioassay
cytotoxicity in sea urchin embryos; and the cytostatic inhibition assay germination
of tomato and lettuce.

The ethanolic root extract in Artemia salina bioassay showed an CLso of
112.10 ppm (fraction D), in the bioassay of inhibition of germination in tomato and
lettuce with 36% and 25% inhibition (fraction A) respectively. In the bioassay
cytotoxicity against sea urchin embryos 5 fractions were active.

Therefore we conclude in saying that the ethanol root extract has cytotoxic and
cytostatic.

Keywords: Grindelia tarapacana Phil., cytotoxic activity, cytostatic activity,
antitumor, phytochemical screening, cancer, inhibition, germination.



RESUMEN

La especie Grindelia tarapacana Phil. crece en abundancia en los pueblos
aledaiios del distrito de Cérdova provincia de Huaytara, en el departamento de
Huancavelica. Basados en la encuesta etnobotanica realizada por la asociacién
“Huitco” Puquio - Ayacucho, que le atribuye a esta especie actividad
anticancerigena. '

Siendo el cancer responsable de mas del 12% de las causas de muerte en el
mundo y en nuestro pais constituye la segunda causa de muerte, hemos
considerado necesario enfocar nuestros estudios en una especie vegetal con
efectos antitumorales, para evaluar dicha actividad se obtuvieron extractos de raiz
tratado con etanol a 96°, se hizo una identificacién de metabolitos secundarios por
screening fitoquimico obteniendo: grupos fendlicos libres, flavonoides, esteroides
y/o triterpenoides, alcaloides y catequinas. La actividad citotéxica se comprobd
con la técnica de Bioensayo de citotoxicidad sobre Artemia salina y Bioensayo de
citotoxicidad en embriones de erizo de mar; y la citostatica por el ensayo de
Inhibicién de germinacién de semillas de tomate y lechuga.

El extracto etandlico de raiz en el bioensayo de Artemia salina mostré una CLso de
112.10 ppm (fraccion D), en el bioensayo de Inhibicién de germinacion en semillas
de tomate y lechuga con 36% y 25% de inhibicion (fraccion A), respectivamente.
En el bioensayo de citotoxicidad frente a embriones de erizo de mar Ias
5 fracciones resultaron activas.

Por tanto concluimos en decir que el extracto etanélico de raiz posee actividad
citotoxica y citostatica.

Palabras claves: Grindelia tarapacana, actividad citotoxica, actividad citostéatica,
antitumorales, screening fitoquimico, cancer, inhibicién, germinacion.



INTRODUCCION

Desde tiempos muy antiguos el hombre ha utilizado a las plantas como medio
terapéutico para minimizar las dolencias que le causan las diversas
enfermedades.

Las plantas medicinales siempre han estado envueltas en una aureola de
misterio y espejismo en muchos grupos sociales, como soluciéon a problemas
de salud o facilitadora de estados especiales del ser humano. La existencia de
unas propiedades terapéuticas, descubiertas mediante la praxis, conferia a sus
descubridores poderes magicos. Hechiceros y brujeria han sido algunos de los
protagonistas e incluso hoy dia, hay mercado de plantas medicinales que se
denominan en Latinoamérica “de hechiceros”.

El reino vegetal contiene aproximadamente 250 000 especies de plantas y solo
un pequefio porcentaje ha sido investigado biolégica o farmacologicamente. Ya
que las plantas pueden contener cientos y aun miles de metabolitos,
actualmente hay un interés renovado en estudiar el reino vegetal como fuente
posible de nuevos compuestos con actividad farmacolédgica determinada .

La flora peruana comprende alrededor de 25 000 especies, que se distribuyen
en los distintos pisos ecolbgicos. Una parte importante de la flora se desarrolla
en los valles interandinos de Perd, en los que pueden habitar hasta el piso
subnivel de 4 500 m.s.n.m., en esta zona, debido a la alta radiacién solar y
bajas temperaturas a las que estan expuestas, las plantas han desarrollado
defensas quimicas especificas que les otorgan ventajas para la adaptacion a
su habitat.

El Perd, es uno de los cinco paises con mayor diversidad a nivel mundial,
cuenta con 28 climas de los 32 existentes en el planeta y con 84 de las
103 zonas de vida reconocidas en la tierra, sus mililtiples pisos ecolégicos y
ecosistemas permiten encontrar numerosas especies vegetales, de las cuales
un alto porcentaje tiene aplicaciones medicinales que podrian ser estudiadas
para lograr un desarrollo integral de las comunidades, con la participaciéon de
diversos actores: comunidades, universidades, organismos no
gubernamentales y gobierno a través de las diversas instituciones de salud,
educacion y agricultura. Para ello se hace necesario la realizacién de un
diagnéstico de los recursos vegetales, de uso en salud, empleados por las



comunidades andino-amazénicas, validar el uso consignado, de una manera
cientifica, promover el manejo sostenible de estos recursos vegetales
medicinales, impulsar su producciéon y comercializacién bajo estandares de
calidad y con la debida proteccion de propiedad intelectual y, sobre todo,
difundir el uso racional de plantas medicinales en los profesionales de la salud
y en la poblacién, promoviendo la formacién y desarrollo de banco de
germoplasma, la formacién de jardines botanicos, el fortalecimiento de las
colecciones del herbario nacional, construir viveros e invernaderos, impulsar la
implementacién de biohuertos familiares, comunales y escolares.??

El 80% de la poblacion mundial vive en paises en via de desarrollo y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que, aproximadamente, el
80% de esa poblacion dispone casi exclusivamente de la medicina tradicional
para cubrir sus necesidades sanitarias primarias. Dado que las plantas
medicinales constituyen la “espina dorsal’ de la medicina tradicional, mas de
4 000 millones de personas de los paises en desarrollo utilizan plantas
medicinales de forma regular. Asi, para este segmento de la poblaciéon mundial,
que generalmente son incapaces de pagar el coste de las drogas occidentales,
existe la necesidad de estudiar estas plantas para regular su seguridad y
eficacia y para desarrollar productos farmacéuticos normalizados.

La blsqueda de nuevos agentes terapéuticos, sintéticos y de origen natural,
para combatir una serie de enfermedades como: cancer, SIDA, enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas, se ha convertido en una preocupaciéon que
deriva de un esfuerzo emprendido por instituciones universitarias y compaiias
farmacéuticas, a nivel mundial, etc.*

El cancer es un proceso maligno y tiene como resultado un crecimiento celular
sin regulacién, ausencia de diferenciacioén, capacidad de invadir los tejidos
locales y de originar metastasis; este proceso puede desarrollarse en cualquier
tejido de cualquier 6rgano y a cualquier edad.®

Los agentes quimioterapicos antineoplasicos son drogas capaces de dafar
células malignas respetando rélativamente al organismo, como dichas drogas
son venenos celulares también se las denomina agentes citotoxicos; dado que
su propiedad fundamental es la de inhibir el crecimiento de los tumores
malignos, se les conoce también como citostaticas. El agente antineoplasico
ideal deberia destruir selectivamente las células cancerosas sin efectos



adversos o toxicidad, pero la mayoria de las drogas neoplésicas conocidas
producen muchos efectos secundarios y son substancias toxicas pues su
accién se extiende a las células normales, sobre todo a las de crecimiento
rapido.5:6

Dentro del arsenal de plantas utilizadas, encontramos a la especie Grindelia
tarapacana Phil., conocida como “Escobita” por los pobladores de los pueblos
aledaios del distrito de Cérdova provincia de Huaytara en el departamento de
Huancavelica; es una planta que se utiliza en la medicina tradicional para
cancer reciente.

El proposito del presente estudio fue determinar la actividad citotdxica y
citostatica del extracto etandlico obtenido de la raiz de esta especie, con el fin
de revalorizar los conocimientos de la medicina popular de los pobladores
mediante un respaldo cientifico, ademas de brindar una alternativa terapéutica
natural.

Objetivo General

o Evaluar la actividad Citotoxica y Citostatica del extracto etandlico
obtenido de la raiz de Grindelia tarapacana Phil. “Escobita”.

Objetivos Especificos:

> ldentificar los metabolitos secundarios presentes, mediante un Screening
fitoquimico en el extracto etanolico obtenido de la raiz de Grindelia
tarapacana Phil. “Escobita”.

> Determinar la actividad citotdxica mediante el Bioensayo de Artemia
salina.

> Determinar la actividad citostatica mediante el porcentaje de Inhibicion
de Germinacién de las semillas de tomate y lechuga.

> Determinar la Actividad Citotoxica y Citostatica mediante el Bioensayo
de citotoxicidad en embriones erizo de mar.

» Comparar la actividad citotéxica y citostatica de la especie Grindelia
tarapacana Phil. con farmacos antineoplasicos.



CAPITULO1
ASPECTOS GENERALES



1.1 Grindelia tarapacana Phil. “Escobita”

1.1.1 Caracteristicas generales de la familia Asteraceae

Las Asteraceae ocupan el segundo lugar entre las familias mas diversas de la
flora peruana. Esta familia es reconocida en el Per( por presentar alrededor de
250 géneros y 1590 especies, mayormente hierbas, arbustos y subarbustos.
Los géneros con mayor nimero de especies son Senecio, Gynoxys y
Verbesina. Esta familia incluye 11 géneros endémicos del Perd: Ascidiogyne,
Aynia, Bishopanthus, Chucoa, Ellenbergia, Hughesia, Notobaccharis,
Pseudonoseris, Schizotrichia, Syncretocarpus y Uleophytum. Los endemismos
reconocidos ocupan la mayoria de las regiones ecolbgicas, principalmente la
Mesoandina, bosques pluviales montanos y bosques muy himedos montanos,
desde el nivel del mar hasta por encima de los 4000 m de altitud. 7

1.1.2 Clasificacion Taxonomica

El material vegetal fue clasificado por la Dra. Haydeé Montoya T. (José
Campos), en el Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos como Grindelia tarapacana Phil. “Escobita” y
segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988), se ubica en la siguiente
categoria taxondmica:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Grindelia

ESPECIE : Grindelia tarapacana Phil.

1.1.3 Sinonimia Vulgar
Escobita.



1.1.4 Breve Descripcion

La familia Asteraceae se caracteriza fundamentalmente por poseer
inflorescencias de cabezuelas con involucros (capitulos) de una a muchas
flores, sobre un receptaculo comun rodeado por filarias; corola unidad con
5 I6bulos; 5 estambres formando un cilindro alrededor del estilo; ovario con dos
ramas del estilo y unilocular con un solo 6vulo.

Esta familia presenta hierbas y arbustos, con hojas alternas, opuestas o
raramente verticiladas. Es una de las familias mas grandes dentro de las
plantas con flores. 8

La especie Grindelia tarapacana Phil. es una planta ramosa, hojas resinosas,
flores amarillas vistosas. Su habitat es en lugares secos.

1.1.5 Estudio Etnobotanico ?
Parte usada
Flor, rama y raices.

Usos

Tos:

- Reposar 5-6 flores con “leche” por taza y tomar el mate.

- Tomar el mate de una rama.

Amigdalitis, garganta:

- Reposar 3-4 flores sin leche por taza.

Caracha:

- Poner la “leche” que tiene la flor directamente a la mancha.

Heridas:

- Moler las flores o poner directamente la “leche” en la herida.

Problemas oculares:

- Gotear la “leche” de las flores al ojo.

Golpes:

- Preparar un mate y bafiarse. También calentar una rama y amarrarse 24
horas.

Cancer reciente:

- Tomar el mate de la raiz.



FIGURA N°2 Ubicacion geografica de Grindelia tarapacana Phil. en el
Departamento de Huancavelica - Provincia de Huaytara



1.2 CANCER Y TRATAMIENTO

E! cancer es una enfermedad caracterizada por la existencia de una
proliferacién anormal de células con capacidad para invadir érganos y tejidos y
diseminarse a distancia, dando origen a las metastasis. El proceso de
metastasis es largo y complejo ya que las células cancerosas primero deben
invadir un tejido cercano, y luego llegar al flujo sanguineo o a un vaso linfatico
para migrar a una nueva zona del cuerpo y establecer una nueva colonia. Las
fases en la produccidon de una metastasis son las siguientes: desprendimiento,
invasion, penetracion vascular, transporte intravascular, embolizacién con
muerte celular y embolizacion con crecimiento (colonizacion). 1% 11

El cancer se considera una enfermedad genética, resultado de las alteraciones
que presenta las células cancerosas en genes relacionados con el control del
ciclo celular. Durante este proceso de transformacién de células normales a
células cancerosas, ocurren varias alteraciones genéticas dando lugar a una
pérdida de control de los mecanismos de replicacién y reparacién del ADN, asi
como de la segregacion del material genético. 23 Aunque las células normales
tienen estrategia de defensa (reparacién del ADN, genes supresores de
tumores, sistema inmune, entre otros) contra el desarrollo del cancer, las
células tumorales activan diferentes vias de escape que permiten la progresion
de la neoplasia.
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FIGURA N°3 Esquema de la citotoxicidad.



1.2.1 ACTIVIDAD CITOTOXICA Y CITOSTATICA

La citotoxicidad celular se define como una alteracién de las funciones
celulares basicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser
detectado. '

La citotoxicidad celular constituye uno de los mecanismos efectores de
determinadas poblaciones celulares especializadas del sistema inmunitario,
consistente en la capacidad para interaccionar con otras células y destruirlas.
Cualquier tipo celular, normal o patolégico, puede ser potencialmente
susceptible a las células citotéxicas, y se emplea graficamente el término
“células diana” (target cells) para su designacion.

célula diana
4 7 cEomo
COR Cromo céluln diana

destruida libro

FIGURA N°4 Reacciones citotoxicas

Los citostaticos son farmacos capaces de inhibir el crecimiento desordenado de
células, alteran la divisién celular y destruyen las células que se multiplican
rapidamente. El efecto citotdéxico no se limita sélo a la célula maligna sino que
ejercen también su accion sobre los tejidos de proliferacion rapida, como piel,
mucosas, medula 4sea, intestino, y otros.

Los medicamentos citostaticos incluyen una serie de sustancias quimicas, que
se utilizan para el tratamiento de enfermedades neopldsicas, como terapia
Unica o asociados a otras medidas como son cirugia, radioterapia,
inmunoterapia u hormonoterapia.

El buen resultado obtenido en tratamiento de dichas patologias por estos
farmacos han provocado un aumento de su utilizacién en los Ultimos afios, de



forma paralela también ha aumentado la preocupacién por los riesgos que
conlleva su manejo.

Los citostaticos tienen un gran peligro toxicoldgico, que puede afectar al
manipulador, al paciente y al medio, ya que estan disefiados para originar la
muerte celular, sin diferenciar entre células sanas y cancerosas. La mayoria de
los citostaticos han demostrado propiedades mutagénicas, carcinogénicas,
teratogénicas, y embriotdxicas en modelos animales. Su toxicidad afecta sobre
todo a tejidos y 6rganos de alta capacidad de proliferacién, como son piel,
mucosa, tejido hematopoyético, gbnadas, etc. 1°
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FIGURA N°5 Esquema de un ciclo celular

Debido a la alta toxicidad y a la multirresistencia de las drogas citostaticas
utilizadas actualmente, ademas de los programas de desarrollo de farmacos
estandares, cada vez se da mas énfasis al desarrollo de nuevos agentes
naturales antitumorales derivados de plantas. En la actualidad, existen
evidencias clinicas de las propiedades inmunomoduladoras y antitumorales de
un gran namero de productos obtenidos de plantas que presentan menor
toxicidad que los actuales tratamientos empleados. 16 17,18

10



1.2.2 TRATAMIENTO DEL CANCER

La eleccién del tratamiento adecuado para el cancer viene determinado por
varios factores, incluyendo el tipo, las condiciones generales del paciente y por
supuesto cual sea el objetivo buscado: curarlo, evitar que se extienda, o aliviar
los sintomas causados por éste. Dependiendo de todos estos factores, el
paciente puede recibir uno o varios de los tratamientos siguientes:

- Cirugia.

- Quimioterapia.

- Radioterapia.

- Terapia hormonal.

- Inmunoterapia o terapia bioldgica.

- Medicina complementaria y alternativa.

- Transplante de células hematopoyéticas. 1°
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FIGURA N°6 Tratamientos de cancer.
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1.2.3 CLASIFICACION DE LOS ANTINEOPLASICOS
CUADRO N° 1. Quimioterapéuticos ttiles en enfermedades neoplasicas
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* Las neoplasias son carcinomas a menos que se indique de otra manera.

FUENTE: Goodman & Gilman. Las bases farmacoldgicas de la terapéutica 1°.

1.2.4 FARMACOS ANTINEOPLASICOS UTILIZADOS EN EL ENSAYO
FARMACOLOGICO

1.2.4.1 Ciclofosfamida, es un farmaco antineoplasico que también tiene

propiedades inmunosupresoras. Pertenece a la familia de los farmacos
alquilantes.

a) Estructura: (RS)-N,N-bis(2-cloroetil)-1,3,2-oxazafosfinan-2-amina-2-6xido

o_ 0
“p? /CHe—CHy—Cl

NH " NcH,—CH,—cCl
FIGURA N°7 Estructura basica de la ciclofosfamida

b) Farmacocinética

Después de una dosis oral de hasta 100 mg, la ciclofosfamida se absorbe por
el tracto digestivo. Las dosis de 300 mg o mas, muestran una biodisponibilidad
del 75%. Los metabolitos activos de la ciclofosfamida se distribuyen por todos
los tejidos, pero el farmaco no pasa la barrera hematoencefalica en dosis
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suficientes como para tratar la leucemia meningea. La ciclofosfamida se
detecta en la leche materna y alcanza unas concentraciones en el liquido
amniético que son un 25% las observadas en el plasma. El farmaco se une
sblo en pequefia proporcion a las proteinas del plasma. Aproximadamente el
15% de la dosis se elimina como farmaco sin alterar en la orina. 2

c¢) Indicaciones terapéuticas

- Tratamiento de induccion en la leucemia linfocitica aguda, neuroblastoma,
retinoblastoma, o micosis fungoide.

- Tratamiento de cancer de mama.

- Tratamiento de la leucemia mielégena aguda.

- Tratamiento del cancer de pulmén.

- Tratamiento de ia enfermedad de Hodgkin.

- Tratamiento del linfoma no de Hodgkin o el linfoma de Burkitt.

- Tratamiento de la leucemia linfocitica crénica.

- Tratamiento del mieloma maltiple.

- Tratamiento del cancer de ovario.

- Tratamiento previo al trasplante de médula 6sea.

- Profilaxis del rechazo en el trasplante de rifién.

- Tratamiento del sindrome de Behcet.

- Tratamiento del sindrome nefrético.

- Tratamiento de la artritis reumatoide.

- Tratamiento de la granulomatosis de Wegener.

d) Reacciones adversas

La toxicidad hematoldgica es la principal reaccion adversa de la ciclofosfamida.
Las reacciones adversas sobre el tracto digestivo incluyen anorexia y naduseas
o vomitos. La emesis es mas probable después de dosis intravenosas elevadas
y suele aparecer a las 8 horas de la administracién manteniéndose varios dias
después. Ofras reacciones adversas sobre el tracto digestivo menos frecuentes
son dolor abdominal y diarrea.

Se puede desarrollar cistitis hemorragica como consecuencia del tratamiento
con ciclofosfamida.
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La ciclofosfamida puede ocasionar infertilidad debido a la supresion de las
funciones de las gbnadas.

La ciclofosfamida ocasiona alopecia reversible en muchos pacientes (50%) y
fragilidad capilar en la mayor parte de los mismos.

La rapida lisis de las células leucémicas y linfaticas por la ciclofosfamida
ocasiona un aumento de los niveles séricos de acido Urico.

También se han comunicado casos de visidon borrosa transitoria durante
tratamientos con dosis altas.

Se ha observado cardiotoxicidad en pacientes tratados con altas dosis de
ciclofosfamida.

El sindrome de la arginina-vasopresina inadecuada (SIADH) rara vez ocurre
durante el tratamiento con ciclofosfamida.

Durante el tratamiento con ciclofosfamida se han reportado casos de choques
anafilacticos que han desembocado en la muerte.

En el 5% de los pacientes tratados con ciclofosfamida se ha desarrollado
cancer de vejiga, una incidencia 39 veces mayor que la de la poblacién en
general. 21

1.2.4.2. Citarabina, es un farmaco antineoplasico antimetabolito analogo de la
pirimidina que inhibe la sintesis de acido desoxirribonucleico. La accién
principal de Ia citarabina consiste en la inhibicién de la sintesis de deoxicitidina,
aunque la inhibicién de las cinasas citidilicas y la incorporacién del compuesto
en &cidos nucleicos también podrian desempefiar un papel en sus acciones
citostaticas y citocidas.

a) Estructura: 4-amino-1-[(2R,3S 4R,5R)-3,4-dihydroxy-5- (hydroxymethyl)oxolan-
2-yl] pyrimidin-2-one
NH>

B
HO. o N/‘\o
HO

OH
FIGURA N°8 Estructura basica de la citarabina
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b) Farmacocinética

Menos del 20% de la dosis de citarabina se absorbe por el tracto
gastrointestinal. EI medicamento no es eficaz cuando se administra por via oral.
Tras la administraciéon subcutanea o intramuscular de citarabina marcada, las
concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan en 20-60 minutos, siendo
considerablemente inferiores a las que se obtienen tras la administracion
intravenosa. En perfusion intravenosa se obtienen concentraciones plasmaticas
relativamente constantes del farmaco en 8-24 horas.

La citarabina se distribuye rapida y ampliamente a los tejidos y fluidos,
incluyendo higado, plasma y granulocitos periféricos. Tras la administraciéon
intravenosa rapida de citarabina, aproximadamente el 13% del medicamento se
une a las proteinas plasmaticas. La mayor parte de una dosis intratecal de
citarabina difunde a la circulacion sistémica pero se metaboliza de forma rapida
y generalmente se obtienen concentraciones plasmaticas bajas del
medicamento inalterado. La citarabina parece atravesar la placenta. Se
desconoce si la citarabina o su metabolito ara-U pasan a la leche materna.

La citarabina se metaboliza de forma rapida y amplia, principalmente a nivel
hepético, pero también a nivel renal, en mucosa gastrointestinal, granulocitos y
en otros tejidos en menor proporcién.

Tras la administracién intravenosa rapida, las concentraciones plasmaticas del
medicamento disminuyen de forma bifasica con una semivida de
aproximadamente 10 minutos en la fase inicial y de 1-3 horas en la fase
terminal. Tanto la citarabina como su metabolito ara-U se excretan por la orina.
Tras la administracién intravenosa rapida, intramuscular, subcutanea, intratecal
o tras la perfusién de citarabina, aproximadamente el 70-80% de la dosis se
elimina por la orina en 24 horas.

c¢) Indicaciones terapéuticas
- Leucemia aguda no linfocitica.
- Crisis blasticas de leucemias crénicas no linfociticas.
- Leucemia aguda linfocitica (tratamiento secundario).
- Linfoma no Hodgkin.
- Leucemia meningea.
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d) Reacciones adversas

El principal efecto adverso es la mielosupresién relacionada con la dosis con un
bajon leucopénico de 3-11 dias y un bajén trombocitopénico de 12-14 dias; la
megaloblastosis es tipicamente advertida en el restablecimiento de la médula
Osea y en los casos raros en los que se desarrolla anemia. Son frecuentes las
nauseas y los vomitos de leves a moderados; los antieméticos profilacticos a
menudo son supresivos. La ulceracién oral leve ocurre de vez en cuando. Se
puede producir un sindrome similar al gripal, manifestado por artralgias, fiebre y
algunas veces erupcién. La toxicidad ocular aparece frecuentemente con
terapia a altas dosis; tipicamente, ocurre inyeccién conjuntival y opacidades
corneales. La toxicidad cerebelosa irreversible (ataxia, disfuncién cognitiva) es
un riesgo después de dosis acumuladas de 30 g/m? o mayores.

Las toxicidades intratecales estan relacionadas con la dosis e incluyen dolores
de cabeza transitorios y vomitos. Los ataques y la paraplejia son muy raros e
implican altas dosis y tratamientos poco espaciados. 2

1.2.4.3 Cisplatino, es un compiejo de platino. La estereoquimica de este
compuesto es critica para sus efectos terapéuticos, ya que el isdmero trans no
es citotoxico. El cisplatino tiene actividad en muchos diferentes tumores sélidos
y linfomas, como el carcinoma testicular, cancer de la vejiga, gastrico, de
cabeza y cuello, de pulmén de células no pequefas, cancer de ovario, y cancer
de pulmén de células pequefias. El cisplatino se considera como el compuesto
de platino de eleccién para el tratamiento de canceres de cabeza y cuello y
canceres testiculares.

a) Estructura: (SP-4-2)-diaminodicloroplatino

Cl'l,, ‘\\NH3

o
c” NH,

FIGURA N°9 Estructura basica del cisplatino
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b) Farmacocinética

El cisplatino se administra principalmente como una infusién LV. El cisplatino
se distribuye ampliamente en todos los tejidos del cuerpo, con altas
concentraciones en la prostata, el higado y los rifiones. Se une ampliamente a
las proteinas plasmaticas y de las superficies de las células rojas de la sangre.
El cisplatino experimenta una degradacidn espontanea en el torrente
sanguineo y no se metaboliza por via hepatica. El farmaco inalterado se
excreta por via renal, tanto por filtracion glomerular como por secrecién. La
eliminacién es trifasica, con una semi-vida media de la fase inicial que dura
20 minutos, de 48-70 minutos para a segunda fase, y de 24 horas para la fase
terminal. Aproximadamente el 23% de la dosis se elimina en las primeras
24 horas. El farmaco se pueden detectar en la orina de hasta 6 meses después
de la discontinuacion de la terapia.

c) Indicaciones terapéuticas

- Tratamiento de cancer de vejiga.

- Tratamiento de cancer de ovario en combinacién con ciclofosfamida.

- Tratamiento del cancer de ovario avanzado, en combinacion con paclitaxel.

- Tumores intraperitoneales (por ejemplo, el cancer de ovario avanzado,
carcinoide o mesotelioma) que se limitan a la cavidad peritoneal y/o
asociados con ascitis maligna.

- Tratamiento del cancer de ovario refractorio.

- Tratamiento de cancer testicular.

- Tratamiento de cancer de mama.

- Tratamiento de cancer gastrico.

- Tratamiento de enfermedad de Hodgkin o linfoma no Hodgkin (NHL).

- Tratamiento de cancer de pulmén de células pequefias y el cancer de
células no pequerias de pulmon.

- Tratamiento de primera linea del cancer de células no pequefias de pulmoén
(NSCLC), en combinacién con paclitaxel, en pacientes que no son
candidatos a cirugia potenciaimente curativa y/o radioterapia.

- Tratamiento del cancer de pulmén avanzado (por ejemplo, en estadios Ill y
IV) de células no pequernias (NSCLC) en combinacién con vinorelbina.
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- Tratamiento de primera linea del cancer inoperable, localmente avanzado
(estadio IIIA o 1lIB) o metastasico (estadio IV) de células no pequefias de
pulmén (NSCLC) en combinacién con gemcitabina.

- Tratamiento del mesotelioma maligno.

- Tratamiento de céancer de pulmén de células pequefias (CPCP) en
combinacién con etopoésido.

- Tratamiento de melanoma maligno.

- Tratamiento de sarcoma osteogénico.

- Tratamiento del sarcoma de tejidos blandos.

- Tratamiento del astrocitoma de alto grado y otros gliomas.

- Tratamiento de los canceres cerebrales primarios y metastasicos.

- Tratamiento de neuroblastoma.

- Tratamiento del cancer de pene.

- Tratamiento de cancer de cabeza y cuello.

- Tratamiento de cancer hepatocelular.

d) Reacciones-adversas

La toxicidad limitante de la dosis de cisplatino es la nefrotoxicidad, que puede
ser aguda o crénica.

La hiperuricemia, que generalmente ocurre 3-5 dias después de cisplatino,
puede indicar la toxicidad renal inducida por cisplatino. La nefropatia por acido
arico y la nefrolitiasis puede ser secundaria a la hiperuricemia. El tratamiento
con alopurinol es eficaz en la reduccion de los niveles de acido drico en suero
en estos pacientes.

Otras alteraciones electroliticas, como hipomagnesemia, hipocalcemia,
hipopotasemia, hiponatremia, hipofosfatemia, y pueden aparecer 48-72 horas
después de la administracién de cisplatino. Se han reportado casos de tétanos
ocasionalmente en pacientes con hipocalcemia € hipomagnesemia.

La ototoxicidad acumulativa que consiste en audiogramas anormales ocurre
hasta en el 31% de los pacientes tratados con cisplatino y el 10-15% de los
pacientes desarrollan una pérdida auditiva clinica que se manifiesta como
tinnitus y/o pérdida de audicién en el rango de frecuencias altas.

La neurotoxicidad, por lo general se manifiesta como una neuropatia sensorial
se produce después de 4-7 meses de tratamiento con cisplatino pero se han
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reportado neuropatias después de la primera dosis de cisplatino o hasta 3-8
semanas después de la ultima dosis de cisplatino.

Los supervivientes a largo plazo de cancer testicular tratados con cisplatino,
bleomicina y vinblastina informan parestesias, entumecimiento y sensibilidad al
frio en los dedos de manos y pies hasta 8 afios después de finalizar el
tratamiento. Otros sintomas neuroldgicos incluyen la pérdida de la funcidn
motora, arreflexia, pérdida de la propiocepcién y afasia. El cisplatino se debe
interrumpir cuando se observan por primera vez estos sintomas.

Un sindrome similar a la miastenia, con dolor de cabeza, convulsiones,
disgeusia que consiste en un sabor metalico, y la pérdida del gusto también
pueden ocurrir.

lgualmente las dosis altas de cisplatino se asocian con una visién borrosa, que
resuelve gradualmente después de interrumpir el tratamiento.

El cisplatino causa una supresién de la médula ésea relativamente menos
grave que lo hacen otros farmacos antineoplasicos. La anemia, neutropenia y
trombocitopenia pueden ocurrir entre los dias 18-23 después del tratamiento
con cisplatino.

El cisplatino es uno de los agentes antineoplasicos emetogénicos mas potentes
utilizados. Las nauseas y vomitos agudos pueden comenzar dentro de
1-4 horas después del tratamiento con cisplatino y durar hasta 24 horas.

Se han producido reacciones anafilactoides durante la terapia con cisplatino, y
puede manifestarse como edema facial, rubor, respiracion sibilante, taquicardia
e hipotension.

En el tratamiento de cancer de ovario, la terapia a base de platino se ha
asociado con un mayor riesgo de malignidad secundaria, principalmente
leucemia mieldgena aguda, sindromes mielodisplasicos, leucemia linfocitica
aguda y leucemia mielégena crénica. Otras reacciones adversas notificadas
con el cisplatino incluyen hipo, enzimas hepéticas elevadas incluyendo
hiperbilirrubinemia, y alopecia.
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CAPITULO II
PARTE EXPERIMENTAL
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2.1 MATERIALES Y METODO

Materiales

Raices secas de Grindelia tarapacana Phil. “Escobita”

Huevos de Artemia Salina

Semillas de lechuga y tomate

Erizos de mar (“ Tetrapygus niger’)

Ciclofosfamida 1000 mg Polvo liofilizado para solucién inyectable.
Citarabina 500 mg Polvo liofilizado para solucién inyectable.
Cisplatino 50 mg Polvo liofilizado para solucion inyectable.
Material de vidrio: Los necesarios para la realizacién de la tesis.
Reactivos: Los necesarios para la identificacion de metabolitos
secundarios segun la marcha fitoquimica.

Solventes y reactivos necesarios para la investigacion.
Equipos:

- Balanza analitica sartorius.

- Balanza de precision sartorius.

- Agitador magnético de calefaccién.

- Manta eléctrica.

- Evaporador rotatorio HEIDOLPH LABORATORA 4000.

- Microscopio estereoscopio electrénico compuesto Zeiss.

- Incubadora.

- Agitador Shaker.

- Autoclave RAYPA.

2.2 ESTUDIO FITOQUIMICO
2.2.1 Métodos y procedimiento

2.2.1.1 Recoleccién, seleccién, secado y conservacion de la muestra en

estudio

La especie vegetal fue recolectada en los pueblos aledafios del distrito de

Cérdova provincia de Huaytara ubicada a una altitud de 3 316 m.s.n.m., en el

departamento de Huancavelica, en el mes de Junio; se seleccionaron las raices

que fueron secados al aire libre en un lugar seco y sin presencia de rayos

solares por un periodo de 30 dias aproximadamente. Luego se procedid a

minimizar el tamafio de la muestra mediante una tijera de podar.
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2.2.1.2 Obtencion del extracto etandlico

Se obtuvo el extracto etandlico a partir de las raices secas y picadas,

extrayendo por reflujo hasta agotamiento con etanol de 96°, posteriormente se
llevé a concentrar a un rotavapor modelo HEIDOLPH LABORATORA 4000
hasta sequedad. Obteniendo el extracto seco de color marron.

FIGURA N°10 Secuencia de extraccion de Grindelia tarapacana Phil.

2.2.1.3 Screening fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas principales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos,
constituyentes quimicos presentes en una planta y, a partir de alli, orientar la
extracciéon y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés. 24
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[ Muestra seca y picada.

200 mL. de etanol, macerar 20 horas a
Taninos temperatura ambiente, reflujar 4 horas, filtrar en
R. Gelatina caliente, lavar con etanol y llevar a 50 mL.
R. FeCls Fraccién A
Aminoacidos Separar 2 mL.
R. de ninhidrina Extracto ]
Flavonoides etandlico
R. shinoda —
+HCI 1%
Insoluble Solucién acida
Filtrar, alcalinizar con
Lavar con Hz20, secar, agregar NHs, extraer con CH:CI
5 mL. de CHz Cly, , filtrar, secar (2x15mL)
(Na2S0s), llevar a5 mL.
{ Fracci6n B Fase diclorometanica Fase acuosa
Esteroldes secar  (Na280a),
R. Liebermann Burchard fiitrar
Quinonas Saturar con Naz504,(0.1 g
R. Bortraguer . de sal anihidra), extraer con
Fraccién C CH:CIEtOH (3:2),
(2x25mL.)
Evaporar a sequedad
+2 mL. HCI 1%, filtrar
Cardendlidos Evanoracié l
R. Kedde aporacion
Esteroides —— 4 mL.
R. Liebermann  +2mL. CHCls Fase dicloremetanica Fase acuosa
y etanélica remanente
Filtrado
Secar NazSQs filtrar
[ Fraccién D
Disolver en 2ml de EtOH [ Fraccién E
0,
[ I I CHCls l HCI 1% Flavonoldes
Flavonoides Leucoantocianidinas Cardenélidos Esteroides, Alcaloides R. shinoda
R. shinoda R. rosenheim Anillos lactona Triterpenos R. Mayer
R. liebermann R. Wagner Leucoantoclanidinas
Burchard R. Hager R. Rosenheim

FIGURA N°11 Esquema General de una Marcha Fitoquimica
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2.3 ENSAYO DE INHIBICION DE GERMINACION DE SEMILLAS DE
TOMATE Y LECHUGA

Estudios sobre interaccion planta-planta fueron introducidos por Molish en
1937, como parte de las investigaciones sobre las interacciones quimicas
beneficiosas o perjudiciales entre diferentes plantas ?°. Las plantas eliminan
productos “alelopaticos” para impedir el crecimiento de otras plantas a su
alrededor en forma de vapores, exudados y descomposicién de materia vegetal
que contienen “toxinas” que impiden la germinacién de semillas. 2

El ensayo de inhibicion de germinacion se semillas de lechuga y tomate sirve
para detectar metabolitos secundarios de especies vegetales con capacidad de
inhibicién de crecimiento vegetal, el cual consideramos indicativo de actividad
citostatica y serviria para complementar el ensayo de la Artemia salina. %

2.3.1 Preparacion de extractos vegetales
El extracto fue procesado hasta obtener soluciones de concentracién de 1000,
100 y 10 ppm utilizando agua y DMSO, de acuerdo a la metodologia publicada.

2.3.2 Preparacion de los farmacos control

Ciclofosfamida 1000 mg Polvo liofilizado para solucion inyectable, Citarabina
500 mg Polvo liofilizado para soluciéon inyectable, Cisplatino 50 mg Polvo
liofilizado para solucién inyectable. De cada una de estas drogas patrén se
prepararon soluciones de concentraciones finales de 50, 5 y 0,5 ppm, utilizando
agua destilada esteril.

2.3.3 Germinacidn de semillas

En 7 cajas petri se colocaron papeles de filtro previamente autoclavados y
cortados del mismo diametro de las cajas petri; se afadié un volumen de 5 mL
de agua destilada estéril por caja y luego se adicionaron semillas de tomate
(aprox. 100), se tapé las cajas y cubrié con parafilm, y se dejo germinar durante
3 dias a una temperatura de 25°C, teniendo cuidado de no dejar secar la
humedad de cada caja. Se realizé el mismo procedimiento para la germinacion
de semillas de lechuga, a diferencia de que una vez colocadas las semillas en
las cajas petri, se dej6é germinar durante 1 dia. Para la prueba se utilizaron las
semillas germinadas que tenian raices de longitud de 0,5 cm.
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2.3.4 Prueba bhiolégica

En cada caja petri se colocaron discos de papel de filtro estériies y se
embebieron con las soluciones de las drogas o extracto vegetal por evaluar,
seguidamente se colocaron 7 semillas germinadas. Todas las pruebas fueron
ejecutadas por triplicado y como controles negativos se usaron agua destilada
estérii y DMSO a las concentraciones de trabajo (1000, 100 y 10 ppm).
Finalmente las cajas fueron incubadas a 25°C por 4 dias, concluido este tiempo

se relizo la lectura de la longitud de las raices.

2.3.5 Calculo del % de inhibicién
Para definir si el extracto o droga mostré actividad en esta prueba, se calcul6 el
procentaje de inhibicién de acuerdo a las formulas siguientes:

% Crecimiento = Long. raiz con la muestra evaluada x 100
Long. raiz en control

% Inhibicion = 100 - % crecimiento

2.4 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD SOBRE ARTEMIA SALINA

Se trata de una prueba utilizada para la evaluacion de la actividad toxica
general no especifica de extractos vegetales, y en algunos laboratorios es
utilizada como tamizaje preliminar en la busqueda de agentes anticancerigenos
28, 29, 30, 31, 32, 33 dado que se ha demostrado que existe una directa relacion
entre los valores de la DLso calculada y las pruebas anticancerigenas
realizadas utilizando sistemas de cultivo in vitro, como las pruebas de disco de
papa y células 9KB, 9PS, 3PS. 34.35,36,37

2.4.1 Preparacioén de extractos vegetales

Los extractos (fraccién A, B, C, D y E) fueron procesados hasta obtener
soluciones de concentracién de 1000, 100, 10 ppm utilizando agua y DMSO,
de acuerdo a la metodologia publicada.
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2.4.2 Preparacion de los farmacos control

Ciclofosfamida 1000 mg Polvo liofilizado para solucién inyectable, Citarabina
500 mg Polvo liofilizado para solucion inyectable, Cisplatino 50 mg Polvo
liofilizado para solucién inyectable. De cada una de estas drogas patrén se
prepararon soluciones de concentraciones finales de 500, 50 y 5 ppm,
utilizando agua destilada esteril.

2.4.3 Prueba bioldgica

Dia 1: En una camara de eclosion, se colocé 8 g de huevecillos de Artemia
salina y 80 mL agua de mar doblemente filtrado, a una temperatura de 37°C,
con coneccién de una bomba de oxigeno.

Dia 2: Se disolvio 20 mg de la muestra en 2 mlL de disolvente (0,5 mL de
DMSO y 1,5 mL de agua de mar). A partir de esta solucidén se prepararon
diluciones de 1000, 100, 10 ppm, transfiriendo a cada vial 500, 50 y 5 pL
respectivamente. Siendo 3 viales por cada concentraciéon. Se realizd un control
por muestra. Como la muestra fue apolar se le agregd al control 500 pL de
DMSO (para asegurar que no es el solvente el que actlia sobre las Artemias), y
un control que solo recibe agua de mar (lo cual no debe producir mortalidad).
Dia 3: Luego de 48 horas, y con ayuda de pipeta Pasteur, los nauplios de
artemia fueron recogidos y distribuidos en un nimero de 10 por cada vial, las
que contienen las soluciones de extractos vegetales, drogas (farmacos
antineoplasicos) y controles.

Luego se agrega agua de mar hasta completar 5 mL por vial.

NOTA: Los nauplios pueden ser utilizados entre 48 a 72 horas de iniciada la
incubacioén; a las 72 horas deben ser descartados.

Dia 4: Después de 24 horas se cuenta y anota el nimero de sobrevivientes en
cada dilucion.

Se analizaran los datos con un programa estadistico para determinar valores
de CLso. 38
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2.5 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN EMBRIONES DE ERIZO DE MAR
(Tetrapygus niger)

Dos funciones distintas son llevadas a cabo por el acto de la fertilizacion: el
primero tiene que ver con la iniciacién de una complicada serie de cambios
fisioldgicos y morfolégicos en el embrion. Estos cambios en las propiedades del
embridon conducen al clivaje y el subsecuente desarrollo del embridn. Este
aspecto de la fertilizacién es a menudo llamado activacion.

En el presente caso esta prueba es utilizada como un método indirecto para
evaluar mutagenicidad y teratogenicidad en el desarrollo embrionario de erizo
de mar por considerar que si hay un cambio en el proceso de diferenciacion y
desarrollo del embridén de erizo de mar y si las condiciones ambientales son las
mismas, lo Unico que diferencia al grupo tratado del grupo control es el extracto
de la planta, por tanto, el extracto de la planta estaria afectando el material
genético de este animal causando problemas a nivel de la morfogénesis del
mismo. 3% 40 Entre los cambios que acompaifian la unién del espermatozoide y
el ovocito incluyen la formacién y regresién del cono de fertilizacién que esta
relacionado con la penetracién del espermatozoide para formar la membrana
de fertilizacion que claramente se puede observar al microscopio en contraste
de fase *!.

Para la realizacion del bioensayo de citotoxicidad se recolectaron los erizos de
mar en el distrito de Ancén, en horas de la mafana cuando la marea esta baja,
apoyado en la tabla de mareas (Fuente: IMARPE).

2.5.1 Obtencidn de Gametos

Se abrié cuidadosamente al erizo por la parte dorsal, con ayuda de una tijera
de diseccién, cortando en circunferencia, para no dafar los gametos.

El sexo animal se determiné al observar el color de los gametos. Los 6vulos del
Tetrapygus niger son de color granate y el esperma es cremoso. Se extrajeron
los racimos de 6vulos de tres erizos hembras con ayuda de una pinza limpia, y
se colocaron en una soluciéon de 500 mL de agua de mar doblemente filtrada
hasta que se tifieran de color purpura. Se utilizé un oxigenador para mantener
los 6vulos viables, después de lo cual se procedié a lavarlos decantando el
agua sobrenadante con la finalidad de eliminar el tejido celémico y restos
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internos que se encontraban adheridos a los mismos, recambiando el agua de
mar, doblemente filtrada, para luego completar la solucién a 250 mL.

Los espermatozoides activos, a diferencias de los huevos, son viables s6lo por
un tiempo limitado en agua de mar. En una caja petri se colocan las génadas
masculinas de dos erizos de mar (de preferencia colocar las goénadas
completas, sin maltratarlas).

2.5.2 Fertilizacion

Se agreg6 dos gotas de espermatozoides con ayuda de una pipeta Pasteur,
sobre el beaker que contenia la suspensién de 6vulos lavados listos para ser
fecundados. Agitar suavemente los espermatozoides y los 6vulos con una
pipeta Pasteur limpia para que ocurra la fecundacién. La fecundacién se
comprueba mediante la observaciébn al microscopio, de la membrana de
fertilizacién.

La observacion del évulo fecundado significé que el procedimiento de
fertilizacion se realizd en condiciones dptimas.

2.5.3 Preparacién de las muestras

Se pesd 100 mg de cada uno de las fracciones del extracto (fraccién A, B, C, D
y E) y se diluyé en 4 mL de agua de mar filtrada, mas 10 uL. de DMSO. A partir
de esta solucién stock se tomé: 100 pL, 50 pL y 25 uL de los extractos y se
afiadi6 a cada uno de los viales que contenian 2 mL de agua de mar
doblemente filtrada, realizandose este procedimiento por triplicado.

Luego se afiadid 3 mL de agua de mar con los huevos previamente
fecundados.

Los controles son de dos tipos: controles positivos, donde cada vial contendra
2 mL de agua de mar doblemente filtrada, con huevos fecundados de erizo de
mar y 10 yL de DMSQ, y controles negativos, que sélo contendran 2 mL de
agua de mar doblemente filtrada.

Los viales con las diferentes concentraciones del extracto fueron colocados en
un shaker (oxigenador) dentro de la incubadora, a temperatura entre 10 y 15°C.
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2.5.4 Bioensayo de citotoxicidad
Después de 3, 6, 18, 24 y 48 horas se observo en el estereoscopio las células
de embriones de erizo de mar, para visualizar el estadio de desarrollo
embrionario en que se encuentran.
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CAPITULO I1II
RESULTADOS
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3.1 RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA
Se determind la presencia de los siguientes metabolitos primarios y

secundarios: grupos fendlicos libres, flavonoides, esteroides y/o triterpenoides,

alcaloides y catequinas.

CUADRO N° 2. Resultados de presencia (+) o ausencia (-) de metabolitos

en la raiz de Grindelia tarapacana Phil.

METABOLITOS SECUNDARIOS
3 Y/
TANINOS FLAVONOIDES ESTEROIDES /O ANTRAQUINONAS|  ALCALCIDES CATEQUINAS | SAPONIMAS
A TERPENOIDES
FRACCION
{Rx. Cloruro | (Rx. Gelatina- . {R«. Lizbermann s ot | (Rx.Dragendorff {Re.d= {Prusba de
férrico) Sal) {Rx. Shinod) Burchard) {Rx. Borntrzer) y Mayer) Rosenheim} espuma)
A + - + -
B
C
D + - + +
E + - + +

FUENTE: Datos obtenidos por el autor UNICA — Farmacia y Bioquimica Laboratorio de Productos Naturales

3.2 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD CITOSTATICA

3.2.1 Ensayo de Inhibicion de Germinacion de semillas de tomate y

lechuga

CUADRO N° 3. Porcentaje de inhibicion del extracto de raiz realizadas en

semillas de tomate.

SEMILLAS PARTE USADA CONCENTRACION | % INHIBITORIO
1000 ppm 36
TOMATE RAizZ 100 ppm 1.03
10 ppm 0.61

FUENTE: Datos obtenidos por el autor UNICA — Farmacia y Bioquimica Laboratorio de Productos Naturales
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CUADRO N 4. Porcentaje de inhibicién del extracto de raiz realizadas en

semillas de lechuga.

SEMILLAS PARTE USADA CONCENTRACION % INHIBITORIO
1000 ppm 25
LECHUGA RAIZ 100 ppm 6.06
10 ppm 4.72

FUENTE: Datos obtenidos por el autor UNICA - Farmacia y Bioquimica Laboratorio de Productos Naturales

CUADRO N° 5. Porcentaje de inhibicion de los farmacos antineoplasicos,

realizadas en semillas de tomate.

SEMILLAS FARMACOS CONCENTRACION | % INHIBITORIO
50 ppm 18.23
CICLOFOSFAMIDA 5 ppm 10.96
0.5 ppm 7.58
50 ppm 59.36
TOMATE CITARABINA 5ppm 35.85
0.5 ppm 0.89
50 ppm 88.98
CISPLATINO 5ppm 81
0.5 ppm 36

FUENTE: Datos obtenidos por el autor UNICA ~ Farmacia y Bioquimica Laboratorio de Productos Naturales

CUADRO N° 6. Porcentaje de inhibicion de los farmacos antineoplasicos,

realizadas en semillas de lechuga.

SEMILLAS FARMACOS CONCENTRACION | % INHIBITORIO
50 ppm 43.93
CICLOFOSFAMIDA 5 ppm 18.11
0.5 ppm 2.94
50 ppm 59
LECHUGA CITARABINA 5 ppm 8.82
0.5 ppm 8.33
50 ppm 60.62
CISPLATINO 5 ppm 46.9
0.5 ppm 2.94

FUEN1

[E: Datos obtenidos por el autor UNICA — Farmacia y Bioquimica Laboratorio de Productos Naturales
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3.3 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

3.3.1 Bioensayo de citotoxicidad sobre Artemia salina

CUADRO N° 7. Concentracion Letal media (CLso) en fraccion A del
extracto etandlico de raiz.

CONCENTRACION {(ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 63 3
100 50 2
10 33 1
Valorder L.C 50
0.997050141 2.088365243 122.5646538

LC 50 Artemia

100
90
80
70 1=
60
50
40
30
20
10

Porcentaje de mortalidad

Q

100 1000

Concentracion

—
-
o
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CUADRO N° 8. Concentracion Letal media (CLso) en fraccion B del extracto
etandélico de raiz.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 63 3
100 47 2
10 37 1
Valor de r' LC 50
0.991240707 2.075581395 119.0094355

LC 50 Artemia

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje de mortalidad

o

1 10 100 1000

Concentracion
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CUADRO N° 9. Concentracion Letal media (CLso) en fracciéon C del extracto
etanélico de raiz.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracion

1000 60 3
100 50 2
10 37 1

Valorder LC 50
0.997176465 2.086466165 122.0298747
LC 50 Artemia
- 100
5 90
T 80
8 70
E 60 60
g 50
2 40
[xe]
g 30
$ 20
5 10
1 10 100 1000
Concentracion




CUADRO N° 10. Concentracién Letal media (CLso) en fraccion D del extracto
etanélico de raiz.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracion

1000 70 3
100 47 2
10 30 1
Valorder LC 50
0.996270963 2.049627792 112.105725
LC 50 Artemla
- 100
5 90
E 70 e — —— —4 70
60 S SIS S
8 50 e ,ﬁ/.
5] R o
‘E 30 i N (e v i ] - g
® 20 : ;
g 10
o 0 —T - T —
1 10 100 1000

Concentracion

37



CUADRO N° 11. Concentracion Letal media (CLso) en fraccion E del extracto
etanélico de raiz.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 67 3
100 47 2
10 33 1
Valorder LC 50
0.994849751 2.058219178 114.3455264
LC 50 Artemia
g 100 T
T 904
® &0 , : —
E 60 +—vi LR o v;/*"' 67
$ 50 p— _ /5,»47“’“7
T 30 __’_33/
<
3 20 ,
g 10
. o — —
1 10 100 1000
Concentraciéon
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CUADRO N° 12 Concentracion Letal media (CLso) en Ciclofosfamida.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracion

500 63 2.698970004
50 40 1.698970004
5 30 0.698970004
Valorder LC 50
0.97509738 2.025512496 106.0504451

LC 50 Artemia

100

90

80

50 i i, : i
et L T Lt 2528 IS

30 4 AT e

10

Porcentaje de mortalidad

o

T

1 10 100 1000

Concentracion
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CUADRO N° 13 Concentracion Letal media (CLso) en Citarabina.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracion

500 60 2.698970004
50 47 1.698970004
5 30 0.698970004
Valorder LC 50
0.997050141 1.986157044 96.8628056
LC 50 Artemia

= 100

S 90

T 80

S 70

E 60

g 50

,% 40

eg 30

g 20

5 10

o 0 T - T
1 10 100 1000
Concentracion
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CUADRO N° 14 Concentracion Letal media (CLso) en Cisplatino.

CONCENTRACION (ppm) Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracion

500 63 2.698970004
50 43 1.698970004
5 30 0.698970004
Valorder LC 50
0.992584082 1.977618979 94.97711622
LC 50 Artemia

= 100

S 90

T 0

5 70

£ 60

& 50

,% 40

= 30

§ 20

5 10

D. O e i I‘ : i B I' A ¥ PRI
1 10 100 1000
Concentracion
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3.3.2 Bioensayo de citotéxicidad en embriones de erizo de mar

CUADRO N° 15 Células segtin estadio de desarrollo, en erizo de mar.

Concentracion

Huevo o
cigoto

Mérula

Blastula

Gastrula

Prisma

Pluteus T

Inicio

3h

6h

18 h

24h

48 h

CONTROL +

Agua de mar +
DMSO

\

\

\Y

Vv

Agua de mar +
DMSO

CONTROL -

Agua de mar

Agua de mar

< <] <

< I <] <

< I <] <

< I < <

<< <

FRACCION A

500 ppm

250 ppm

125 ppm

FRACCION B

500 ppm

250 ppm

125 ppm

FRACCION C

500 ppm

250 ppm

125 ppm

FRACCION D

500 ppm

250 ppm

125 ppm

FRACCION E

500 ppm

250 ppm

125 ppm

SIZIZ IS I IR I IR RIS kI <

M = Muerte; V = Vivo

FUENTE: Datos obtenidos por el autor UNMSM ~ Ciencias Biolégicas Laboratorio de Biologia Celular y

genética
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IV. DISCUSION

Los métodos utilizados para el estudio de la actividad citotdxica y citostatica de
la Grindelia tarapacana Phil. son ampliamente aceptados y utilizados en
numerosos estudios de investigacion, debido a su simplicidad y a su
confiabilidad.

Hasta el momento aln no se han realizado estudios sobre la citotoxicidad ni
actividad farmacolégica del extracto etandlico de raiz de Grindelia tarapacana
Phil., razén por la cual no podemos hacer comparaciones de resultados para
dicha especie.

Para evaluar las actividades atribuidas a esta especie vegetal se realiz
diversos ensayos en los cuales hemos podido observar:

En el screening fitoquimico nos muestra la presencia de: grupos fendlicos libres
en las fracciones A, D y E; flavonoides en las fracciones A, D y E; esteroides
y/o triterpenoides en las fracciones B, C y D; alcaloides en las fracciones C y D,
y catequinas en las fracciones D y E.

En la fraccién D se observa presencia de grupos fendlicos libres, flavonoides,
esteroides y/o triterpenoides, alcaloides y catequinas (cuadro N° 2).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de inhibiciéon de
germinacion de semillas de tomate, el porcentaje inhibitorio 36%, es similar al
del cisplatino a 0.5 ppm (36%) y citarabina a 5 ppm (35.85%) (cuadros N° 3 y
5); y en germinacion de semillas de lechuga, el porcentaje inhibitorio 25%, es
mayor al de ciclofosfamida a 5 ppm (18.11%) pero menor al de cisplatino a
5 ppm (46.9%) (cuadros N° 4 y 6).

En el bioensayo de citotoxicidad sobre Artemia salina tuvo como resultado una
Clso de: 122.56 ppm para la fraccién A (cuadro N° 7), 119.00 ppm para la
fraccion B (cuadro N° 8), 122.02 ppm para la fraccion C (cuadro N° 9),
112.10 ppm para la fraccién D (cuadro N° 10), 114.34 ppm para la fracciéon E
(cuadro N° 11), 106.05 ppm para ciclofosfamida (cuadro N° 12), 96.86 ppm
para Citarabina (cuadro N° 13) y 94.97 ppm para Cisplatino (cuadro N° 14),
siendo la fraccion D el mas activo.
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Segln las pruebas fitoquimicas cualitativas, los metabolitos secundarios
esteroides y/o triterpenos y flavonoides, posiblemente sean los que estan
actuando favorablemente en la actividad citotéxica de las fracciones que
presentaron actividad. A los triterpenos y saponinas triterpénicas se les ha
~ comprobado propiedades farmacoldgicas importantes, entre ellas una buena
actividad citotoxica en varias lineas celulares derivadas de tumores humanos,
como lo referencia Sparg et al (2004) para varias familias botanicas y Cheng et
al (2002) y Setter et al (2003) para especies de la familia rubiaceae.

Uno de los géneros mas estudiado ha sido el género Uncaria, en la especie U.
rhynchophylla se encontraron varios esteres triterpenos tetraciclicos y acidos
uncarinicos, los cuales inhibieron el crecimiento de las lineas celulares de
cancer A-549, HCT-15, MCF-7 y HT-1197. Heitzman et al (2005).

Los flavonoides presentan una amplia variedad de propiedades biologicas
beneficiosas: antimutagénicas, anticarcinogénicas y antioxidantes como lo
referencia Kanadaswani y Cols (2005) y Hoensch y Cols (2005). Diversas
plantas ricas en flavonoides se utilizan en la medicina asiatica como agentes
terapéuticos desde hace afos, donde la incidencia de cancer de prostata, colon
y mama es menor. Trabajos in vitro con flavonoides han mostrado un efecto
antitumoral al inhibir el crecimiento del ciclo celular via quinasas, inducir
apoptosis y suprimir la secreciéon de metaloproteinasas y de la invasioén tumoral.
También inactivan radicales libres y previenen la lipido-peroxidacion. Estudios
in vivo muestran que una dieta rica en flavonoides mejora la actividad
antitumoral (Kanadaswani y Cols, 2005) e incluso estudios epidemiolégicos
recientes han mostrado que una dieta rica en frutas y verduras previenen la .
aparicién de neoplasias intestinales seguin Hoensch y Cols (2005).

En la evaluacién de citotoxicidad en embriones de erizos de mar, al cabo de
6 horas se observé en el microscopio las diferentes fases del desarrollo
embrionario del erizo de mar: primeros clivajes, moérula, blastula, gastrula,
prisma y pluteus, notandose que los resultados fueron significativos ya que a
las concentraciones de 500, 250 y 125 ppm de tratamiento, frente a los
controles positivos y negativos alcanzaron el estadio de desarrollo de huevo o
cigoto, por lo cual se afirma que las fracciones del extracto etandlico de raiz de
Grindelia tarapacana Phil. a las concentraciones ensayadas presentan efecto
embriotdxico, realizdndose de acuerdo a la técnica de Gustafson (1971) y
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Estus (1989), que en el presente caso fue utilizada como un método indirecto
para evaluar mutagenicidad y teratogenicidad en el desarrollo embrionario de
erizo de mar desde el momento de la fecundacién hasta la aparicion de la larva
pluteus, por considerar que si hay un cambio en el proceso de diferenciacion y
desarrollo del embrién de erizo de mar y si las condiciones ambientales son las
mismas, lo unico que diferencia al grupo tratado del grupo control son las
fracciones del extracto de la planta. Se puede afirmar que las 5 fracciones
presentaron muerte celular (cuadro N° 15).

El descubrimiento de farmacos a partir de plantas medicinales ha cumplido un
papel importante en el tratamiento del cancer, evidenciado en que la mayoria
de aplicaciones clinicas de metabolitos secundarios y derivados de plantas se
han empleado durante la dltima mitad de siglo, en combatir el cancer.
Alrededor de 100 componentes derivados de productos naturales estan
actualmente en ensayos clinicos y al menos 100 proyectos similares estan en
desarrollo preclinico.

Como podemos observar el extracto etandlico de la raiz de Grindelia
tarapacana Phil. tiene actividad citotoxica.

Los resultados de este estudio evidencian sustento en su uso como
anticancerigeno en la medicina tradicional. Seria interesante que futuros
estudios continlen evaluando las propiedades de la Grindelia tarapacana Phil.
y sobre todo los compuestos de sus raices, las cuales poseen un potencial
como fuente de nuevas sustancias anticancerigenas, mas aun teniendo en
cuenta la amplia distribucién de esta planta en nuestro pais.
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V. CONCLUSIONES

De la evaluacién de la actividad Citotéxica y Citostatica del extracto etandlico

obtenido de la raiz de Grindelia tarapacana Phil. “Escobita”. podemos

establecer las siguientes conclusiones:

1.

Mediante el screening fitoquimico se obtuvieron 5 fracciones, en las que se
identificaron los siguientes metabolitos secundarios: grupos fendlicos libres,
flavonoides, esteroides y/o triterpenoides, alcaloides y catequinas.

. La evaluacién citotéxica sobre Artemia salina, mostré que la fraccién D

presenté mayor actividad citotéxica con un CLso de 112.10 ppm.

. Grindelia tarapacana Phil. posee accién citostatica sobre las semillas de

tomate y lechuga con 36% y 25% de inhibicién, respectivamente.

. Grindelia tarapacana Phil. posee accion citotéxica sobre los embriones de

erizo de mar.

. En el ensayo de inhibicidn de germinaciéon de semillas de tomate, el

porcentaje inhibitorio 36%, es similar al del cisplatino a 0.5 ppm (36%) y
citarabina a 5 ppm (35.85%); y en germinacién de semillas de lechuga, el
porcentaje inhibitorio 25%, es mayor al de ciclofosfamida a 5 ppm (18.11%)
pero menor al de cisplatino a 5 ppm (46.9%).
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V. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda seguir con las investigaciones de la especie, para el
aislamiento y determinacién estructural de metabolitos secundarios
presentes en esta esta especie.

2. Realizar ensayos farmacologicos con lineas celulares antitumorales del
extracto etandlico de Grindelia tarapacana Phil.

47



VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Van Kate T, “Benefit sharing study, the Sarawak Program’. National
Cancer Institute, Washinton, (1998).

2. Brack Egg A. Diccionario Enciclopédico de plantas Utiles en el Peru.
Centro de Estudios Regionales Andinos “Bartolomé de las Casas’.
Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo, Cuzco — Per(
(1999).

3. Desmarchelier C, Witting SF. Sesenta Plantas Medicinales de la
Amazonia Peruana Ecologia, Etnomedicina y Bioactividad. (2000) ISBN:
9972-9186-0-2.

4. Avendario C, Introduccién a la Quimica Farmaéutica. Edit. Mc Graw-Hill.
ISBN: 8448603613. ISBN-13: 9788448603618. 242 Edicion.

5. Berkow R. “El manual de Merck de Diagnéstico y terapéutica’. 9"
Edicién, 1994. Impreso en Espafa.

6. Litter M. “Farmacologia Experimental y Clinica”. 7ma Edicion. Edit. El
Ateneo, impreso en Buenos Aires — Argentina, 1988, p. 1740.

7. Beltran H, Granda A, Ledn B, Sagastegui A, Sanchez | y Zapata M.
“Asteraceae Endémicas del Per’”. ISSN 1727-9933.

8. Franco Ledn J; Sulca Quispe L; Caceres Musaja C. Asteraceas comunes
de la provincia de Candarave — Departamento de Tacna y su
importancia como Recurso Natural.

9. Pietrellini F. Las plantas medicinales en un piso alto y mesoandino.
Estudio etnobotanico en la zona de Puquio (Ayacucho), 2007.

10.Fidler 1, Hart |. (1982). Biological diversity in Metastatic neoplasm:
Origins and implications. Science, 217: 998-1003.

11.Mareel M, Van Roy F, De Baetselier P. (1990). The invasive phenotypes.
Cancer metastasis Rev., 9 (1): 45-62.

12.Kastan M, Barkak J. (2004). Cell cycle checkpoints and cancer. Nature,
32: 316-323. ‘

13.Ford JM (2004). Clinical oncology, 11: 191-205.

48



14.Repetto M. Toxicologia fundamental. Métodos alternativos, toxicidad in
vitro. Sevilla - Espafa: Ediciones Diaz de Santos, ENPSES-Mercie
Group. 3™ Edicién, 2002. p. 303-305.

15.Martinez MT, Garcia F, Hernandez MJ, Manzanera Saura JT, Garrigés
JA. Los Citostaticos. ISSN 1695-6141. 2002.

16.Sawyers C. (2004). Targeted cancer therapy. Nature, 432: 294-297.

17.Shukla Y, Pal SK (2004). Complementary and alternative cancer
therapies: past, present and the future scenario. Asian Pac J Cancer
Prev., 5 (1): 3-14.

18.Takaray K, Haribe S, Obata Y. (2005). Effects of 19 herbal extracts on
the sentivity to paclitaxel or 5-fluoracil in HelLa cells. Bio Pharm Bull,
28 (1): 138-142.

19.Goodman & Gilman. Las bases farmacolégicas de la terapéutica. 11™m2
Edicion.

20.Grochow L. “A clinician Guide to Chemotherapy Pharmacokinetics and
Pharmacodynamics”. 1998.

21.Koopman W. Arthritis and Allied Conditions. A textbook of
Rheumatology. 2 volimenes, 2005.

22.McGuire WP, Hoskins WJ, Brady MF, Kucera PR, Partridge EE, Look
KY, Clarke-Pearson DL, Davidson M. Cyclophosphamide and cisplatin
compared with paclitaxel and cisplatin in patients with stage Ill and stage
IV ovarian cancer. N Engl J Med. 1996.

23.Cornelison TL, Reed E. Nephrotoxicity and hydration management for
cisplatin, carboplatin, and ormaplatin. Gynecol Oncol. 1993.

24.1.ock de Ugaz O. Métodos en el Estudio de Productos Naturales. Fondo
editorial, PUCP Lima — Pert, 1994.

25.Irahola P. “Manual de ensayo de Inhibicidén de Germinacion de semillas”.
Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas (Il FB). Manual
N° 004-Julio 1998.

26.Giménez Turba A. Manual de ensayo de Inhibicion de Germinacién de
semillas. UNAS-FCFB. Julio-1998, Manual N° 004 Il FB.

27.Ticona V. “Evaluacién in vitro de la actividad citostética/citbtéxica

presente en extractos de especies vegetales empleadas por la Etnia

49



Tacana”. Tesina de Grado de la Carrera de Quimica Farmaceéutica,
Tutores: Dr. A. Giménez y Lic. P. Irahola, UMSA, La Paz - Bolivia, 1997.

28.Pozo X, Irahola P y Giménez A. “Metodologia y Potencial del tamizaje de
plantas medicinales utilizando la prueba de la Artemia salina”
BIOFARBO; Vol V, 87-94; Enero (1997).

29.Morales G y MclLaughlin JL. “3b-o-Palmityl longispinogenin from
trichocereus Chilensis”. Journal of Natural Products. 1989. p. 38-52.

30.Anderson JE, Mckenzie AT, Byen S, McLaughlin JL. “Tubulosine: an
Antitumor constituent of Pogonopus speciosus’. Lloydia, 1990. p. 53,
1009.

31.Fang YP, Anderson JE, Chang ChJ y MclLaughlin TL. “Two new
Styryllactones, y Deoxygoniopypyrone and 7-epi-goniofuffurone, from
Goniothalaus giganteus”. Lloydia, 1991. p. 54, 1034.

32.Hui YH, Ruppercht JK, Lui YM, Anderson JK. “Bullatasin and
bullatacinone two highly potent bioactive acetogenins from Annona
bullata”, Journal of Natural Products, 1989. p. 52, 463.

33.Anderson, JK, Chang Chd, Smith D y McLaughlin JL. “Majorenoclide and
majorynolide: A new pair of Citotoxic and pesticidal alkyne d-lactones
from Persea major”, Journal of Natural Products, 1989.

34.Meyer BN, Ferrigini NR, Outnam JE, Jacobsen LB, Nichols DE y
McLaughlin JL. “Brine Shrimp: A convinient general bioassay for active
plant constituent”, Journal of Medicinal Plant research, 1982.

35.S0lis P, Wright C, Anderson M, Gupta M y Phillipson D. “A microwell
Cytotoxity assay using Artemia Salina (Brine shrimp)’, Journal of
Medicinal Plant Research, 1992.

36.Jung JH, Pummangura S, Chaichangpyuth C, Patarapanich C y
McLaughlin JL. “Bioactive constituents of Melodorum fruticosum
(Anonaceae)”, Phytochemistry, 1990. p. 29, 1667.

37.Sigel M, Mats J, Gilmore CJ y Brayan RF “Structure and Stereochemistry
of Jatrophone novel macroeyclin diterpenoid tumor inhibitor”, Journal
American Chem. Soc. 1976. p. 98, 2295.

38.Finney DJ. Statistical method in biological assay. 3@ Ed. Hafner, 1978.

39.Estus S, Blumer JL. Critical period of phenytoin teratogenic action in the
sea urchin, Arbacia punctulata embryo. J Pharmac ol Exp Nov 1989.

50



40.Gustafsson T. How genes control morphogenesis. American Scientist,
1971; 59: 452-462.

41.Casually L. Anticancer agents based on natural products models. New
York: Academic Press, 1980; p. 250-2.

51



ANEXOS

52



ANEXO N° 1: Constancia de la Clasificacion Taxonémica

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Musco de

Histeria
Natoral
ANy S
Staiande s B8

"“Afio de Ia Integracién Nacional y el Reconocimiento de Nuestra Diversidad™
CONSTANCIA N°, 289-USM-2012

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (Planta completa), recibida de Mayra Rosario FLORES
URIBE y Jorge Luis JAYO PACHECO de la Universidad Nacional “San Luis
Gonzaga” de Ica; ha sido estudiada y clasificada como: Grindelia tarapacana
Phil.; y tiene Ila siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema de
Clasificacién de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Grindelia

ESPECIE: Grindelia tarapacana Phil.

Nombre vulgar: “Escobita”.
Determinado por: Dra. Haydeé Montoya (José Campos).

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines

de estudios.
Fecha, 17 de octubre de 2012
. e,
TASTOR S —
. ‘-.!4 "i'zt\‘\ S )
R ;/g\\ A
B AN
MONTOYA TERREROS
Av.Arenales 1256, Jesiis Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: musechn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 470-7918, 619-7000 ancxo 5703 http:/ /musechn.unmsm.edu.pe
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ANEXO N° 2: Esquema del ensayo de la Actividad Citotéxica en

embriones de erizo de mar

FIGURA N°13 Con una tijera de diseccion, abrir cuidadosamente al erizo por la
parte dorsal, en circunferencia, para no daiiar los gametos.
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FIGURA N°14 El sexo animal se determiné al observar el color de los gametos.
Los 6vulos del Tetrapygus niger son de color granate.

FIGURA N°16 Se extrajeron los racimos de 6vulos con ayuda de una pinza
limpia, y se colocaron en agua de mar filtrada.
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FIGURA N°18 En una caja petri se colocan las gonadas masculinas del erizo de
mar (de preferencia colocar las génadas completas, sin maitratarlas).

FIGURA N°19 Génadas masculinas y femeninas de erizo de mar.
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FIGURA N°20 Agregar dos gotas de espermatozoides sobre el beaker que

contiene la suspension de évulos listos para ser fecundados. Luego agitar
suavemente para que ocurra la fecundacion.

FIGURA N°21 La fecundacion se comprueba mediante la observacion al
microscopio, de la membrana de fertilizacion.

FIGURA N°22 Preparacion de las muestras.
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FIGURA N°23 Los viales con las diferentes concentraciones del extracto
fueron colocados en un shaker dentro de la incubadora, a temperatura entre 10 y
15°C.

I

FIGURA N°24 Después de 3, 6, 18, 24 y 48 horas se observé en el estereoscopio
las células de embriones de erizo de mar, para visualizar el estadio de desarrolio
embrionario en que se encuentran.
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