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I.INTRODUCCION

En general el problema mds importante en la terapia
es aque frecuentenente al lado del efecto prinecipal o cu-
rativo de los fdrmacos se presentan efectos secund:rios,
Esto ha sido causa de una gran cantidad de investigacién
qufmica, la cual va directamente enfocada a disminuir los
efectos secundarios, comunmente téxicos, mediante modifi-

cacinnes estructurales en la molécula de los fdrmacos.

Los cardiotédnicos que actualmente estdn en uso cli-
nico presentan serizs desventajas debido principalmente
a su elevada toxicidnd y a los riesgos gque se corren en

su administracién, por su estrecho margen de seguridad.

La bUsquedad de un cardidtonico con cualidades supe-—
riorés a los ya existentes es de gran importancia para
la terapéutica, ya que mds del 55% de lus muertes por

causa natural son debidas a enfermedades cardiovasculares,




IT.FUNDAMENTACION DEL TEMA

Los glucdsidos cardiacos son uno de los grupos de f4r-
macos de mds importancia y mayor uso en medicina clinica,
estos fdrmacos vegetales producen en el corazdén con insufi-
ciencia un marcado efecto inotrdpico positivo (1) (zumento
en la fuerza de contraccidn). E1 término "glucédsidos cardi:-
cos™ se aplica a un gran ndimero de esteroides de origen natu-—
r«+l. Al hidrolizur estos compuestos con enzimas o agentes
quimicos producen una lactona esteroidal y una o mds moldé-
culas de carbohidratos (azdcares).

La porcién no azucarada del glucdsido es llumada genina.,
Generulmente, las geninus existen combinadas con azdcares, pe-
ro ciertos compuestos, tales como los venenos de sapo (bufo),
se encuentran como esteroides libres.

La unién entre el esteroide y el azdcar est{ formada por
un oxigeno que une al grupo 3-hidroxi de la genina y la ter-
minacién de un acetal cfclico.

Los glucdsidos cardiacos pueden ser divididos en dos cla-—

ses principales.
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Ias estructuras de la digitoxigenina (I) y de la bufali-
na, (II) geninas cardiacas,representativas respectivamente

de las dos clases mencionzdas son:

& 0 20

. OH
OH HO

HO

1 I II

Los glucésidos czrdiacos son obtenidos de fuentes natura-~
les. Las hojas de las plantas herbaceas Digitalis Purpurea
y Digitalis Lanata contienen principios cardiacos activos
¥y han sido utilizadas durunte muchos afios en Europa y Rstados
Unidos. La Thevetia neriifolia, drbol tropical de la familia
de las apocindcas producen un fruto llamado nuez malaya, cu-
ya semilla contiene un alto porcentaje de glucédsidos
cardioactivos.

En la Repdblica Mexicana existen distribuidas en 22
estados del territorio nacionil 5 especies del genero Thevetia,
por lo que el pafs posee grandes recursos naturales renovables
par: la obtencidn de glucdsidos cardiotdénicos. (2,3)

Bl primer trabajo en México sobre la utilizacion de semi-~
llas del genero Thevetia, lo realizaron Cruz y colaboradores
en 1977. (4). 5in embargo los estudios clfnicos de los glucé-
sidos cardiacos se han venido realiz.ndo desde hacz ya verios

aios, en el instituto Nacion:l de Cardiologia.
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La estereoquimica de los cardenélidos es poco usual y
fue descrita por Tamm(:5) y Chem(6). Propusieron un esguele
to esteroidal 1l4p¢-hidroxilado en el cual, los anillos A/B
estan unidos en configuracién cis, B/C en trans y C/D en
configuracidn cis ; ademds, el esteroide contiene una lacto
na insaturada en posicién 17 con orientacién(® y un grupo
funcional oxigenado en orientacién 3@(grupo ~0H o union
glucosfdica), Tamm asume que los grupos hidroxilados adi-
cionales son de menor importancia para el efecto cardiaco;
considera que la distancia entre el carbonilo de la lacto
ng y la funcién oxfgeno en C-3 es un valor crftico para
su actividad(5,7), esta distancia exactamente definida por
los dos polos electronegatives y el esqueleto rigido del
esteroide debe estar relacionado con las propiedades del
receptor digitdlico. Los componentes azucarados que se en-
cuentran en los glucésidos naturales, aunque no tienen ac=—
tividad cardioténica, son de gran importancia con respecto
a las propiedades farmacocinéticas: de’los esteroides car-

dioténicos(7). Los compuestos libres del azicar(geninas)

si tienen actividad cardioténica. Las geninas con una lacsi. .-

tona de 5 miembros en contraste con las que contienen una

lactona de 6 miembros, son de menos activas que sus co-

CH,
CH, O

rrespondientes glucésidos.
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Desarrollo de métodos sintéticos

Las dificultades presentadas en la quimica de esteroi-
des cardioténicos es demostrada por la considerable cantidad
de trabajos publicados durante muchos afios con el objeto de
la sintesis total de cardendlidos. En la década de los cua-—
renta, Ruzika, Plattner y Elderfield y colegas realizaron -
una intensa investigacidn para encontrar métodos eficientes
para la sintesis del anillo 17p-butenélido y la introduccién
de un grupo 1l4p-hidroxilo dentro de esteroides modelos. Pero
fallaron en el intento de introducir estos dos grupos funcio
nales a esteroides con configuracidén cis en la unién de los
anillos C/D. E1 control estereoquimico en la posicién 17 no
fue logrado o las condiciones de reaccién eran muy drdsticas
para conservar el alcohol terciario en la posicién 14p (8).
Sin embargo, estos trabajos sirvieron de base para que en -
1962, Danieli Mazur y Sondheimer(9) anunciaran 1la sintesis
total de la digitoxigenina(I), la primera sintesis total de
un cardenélido(Esq. 1).

Esta sintesis incluye nueve pasos y el material de pég

tida es la 3@—acetoxi-5@—androstan—17vona(III).

9 COOCHS COOK
! oy ——
H H OH
AcO AcO
H RO
11T Iv vV a) R= H-

b) R= Ac~




5 0H3
C=0 C=0
—_— >
OH OH
AcO A
VI l Vil
CH CH
£-3 i 3
HO~C-CEC~0Bt «.C=CH-COOEt
0 OH
A A
Viil IX
0
OH
RO
R= Ac-—
I R= H-
Esq. 1

Esta elegante e importante sintesis presenta la dificul
tad para obtener el l4p-hidroxi-20-oxoesteroide(VI) con un -
rendimiento atractivo, ademds esta sustancia es rapldamente
deshidratada con 4cidos para dar el correspondiente lﬁicom -
puesto. La cadena lateral en 17 del 14B-hidroxiesteroide tie
ne una configuracién termodindmicemente inestable Yy la conver

816n al isomero 174 mds estable ocurre si es posible. La in-—
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teraccién entre el 14@—hidréxilo y la cadena lateral en 17¢

da lugar a un hemiacetal, relativamente no reactivo(XV).

?H3 FH3
C=0 C=0
OH
Ac
H
cH CHy
Vi ) =
o-C ¢=0
~
OH
XI VI

En afios posteriores a la sintesis de sondhéimsr se
publicaron nuevos y eficientes métodos para la sintesis del
anillo butenélido., En 1966 se dieron a conocer dos métodos,

uno por Ruschig y colaboradores(10) utilizando un reactivo

de Wittig(Esq.2)

A\

-
C=0

Et0_ 0

Et0~F~CH, COOEt )

0~

™
Y

Q

cuema 2
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El segundo de Deghengi y colaboradores(ll) por una oxi-
dacién de un intermediario furano, seguida por una reduccién

(BEsq.3).
HOA,

1) NaBH,/HO

Eerécido

+
2) H3O

OH OH

OH
Esquema 3
Otras sintesis de la genina digitoxigenina han sido pu-
blicadas(12,13). Pritsh y col. sintetizaron digitoxigenina -

a partir de 1l5«~hidrocortisona(14).

COCH,0H

O o

En 1974 Kruger(1l5) comunicé la sintesis de 33, 14p-193-
oxigenados y de 3p~19-oxigenados -14,15-dehidrocardenélidos
de acetato de pregnenolona. Ademds, Martelli(1l6) prepard el
3~acetato de 6A-metildigitoxigenina de 2l-hidroxi-preg-—4——-~
eno-3,20~diona en 18 pasos que presentd una actividad cardia
ca equivalente al 3-acetato de digitoxigenina( prueba efec-—

tuada en corzzén de cuyo).
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Modificaciones estructurales de geninas cardiotidnicas.

E1 mayor énfasis en esta seccibn se centra en la guimi--
ca de nuevos compuestos sintetizados con acecidén similar a -
los digitalis , también se hace referencia a los efectos bio
1légicos en donde la informacién fue disponible o fueron efeg
tos significativos. En muchos casos los datos bioldgicos no
fueron proporcionados o como en el caso de los compuestos -
recopilados en la secc;6n dé patentes del Chemical Abstracts
no son fééilmente obtenibles, l

Hidroxilo 3f@.- Sayto(17) sintetizé 3~desoxidigitoxigeni
na que mostrd en corazén aislado de rana(preparacién de 8traudb)
ura actividad similar a la que presenta la digitoxigenina, .
ademas Z#rcher(18) demostr§ que en la prueba de la ATPasa,
este derivado pierde solamente 50% de actividad; mds tarde
witty (19) confirmé estos resultados, sin embargo, mostré
que la hidrogenaci-n de la lactona en 3~desoxidigitoxigeni-
na conduce a una mayor pdrdida de actividad(prueba de ATPasa)
que la asociada con la dihidrodiéitoxigenina, obtenida a par
tir de digitoxigenina. Esta es una tendencia observada en to
das las pruebas realizadas en los compuestos 3-desoxi~ .Por
otro lado, un cambio en la configuracién de C~3 del cardené-
lido, digitoxigenina disminuye el efecto en la prueba de la
ATPasa a alrededor de 1/30 de la actividad de la digitoxige
nina(19). El correspondiente bufadienélido 3ol-bufalina mos
tré 1/7 de la actividad téxica de la bufalina(II)(prueba de
Hatcher)(20).

Union de los anillos A/B .- Los anillos A/B en glucési

dos naturales muestran una. configuracién cis. Un cambio de
configuracién en C-5 produce compuestos 19 veces menos po

tentes que sus originales. La pérdida de actividad(prueba
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en corazén de rana) en los cardenblidos, viene a ser menos
pronunciada que la mostrada por los bufadiendlidos, sin em~
bargo, para estos se utilizé la pruebes de Hatcher(2l).

Los conocimientos que se tienen sobre el efecto de un
doble enlace en C-4 y 0-5 0 C~5 y C~6 en la funcién inotrs
pica y téxica en los cardenélidos son ain muy pobres; 1la -
xismalageninaqucardenélido) tiene unicamente actividad car
diotéxica(solamente se utilizé la prueba de Hatcher)(22).

Anillos C/D .- Al igual que el hidréxilo en C-3 , el

grupo hidréxilo en C-~14 no es indispensable para la activi-

dad cardioténica, pero su substitucién por l4p~hidrégeno es

acompafiada por una considerable pérdida de actividad; 14-de

soxi—l4@—H—uzarigenina ¥y la 14-desoxi-14p-digitoxigenina(23)
mostraron en corazén aislado de rana 1/3 de actividad de uaa
rigenina(XII) y alrededor de 1/10 de actividad de digitoxi -
genina respectivamente. La actividad biolégica de 1la 14p-ar-
te~bufogenina(XIII) también fue evaluada(sin embargo, solo se
utilizé” la prueba de Hatcher)(24).

N\

OH o OH
HO

XII XIII

Mds importante que el grupo 1l4-hidrdxilo es la configu
racién cis/fy de los anillos C/D; los l4a—-compuestos son to

talmente inefectivos. La l4-epi-digitoxigenina(prueba de




-]P-

ATPasa)(18) y la l4o~artebufogenina(prueba de Hatcher)(24)
son inactivos en contraste con los correspondientes p-and-
logos. El principio de que una configuracidén trans del ani
1llo C/D es acompafiada por una pérdida de actividad no pre-—
senta excepcién en ningdn glucédsido cardiaco(18,20). Pero

la prednisona sintética (XIV) y su.derivado prednisolona,

con muchisimos efectos similares a los digitalis, son bio-
logicamente activos a pesar de su 1l4a~H(pruebas en corazén,

aurfcula aislada de cuyo y corazén de cuyo)(25).

(‘}HZOH I;IH

1
C=N-NH-C-NH, <2HC1
0 ---0H

NH
1
HoN~C-NH-N#

X1V

Cadena lateral. La lactona es comunmente considerada

como el grupo funcional indispensable de los glucésidos -

cardioténicos. Es necesario que esta lactona esté en orien
tacibén b, un cambio de configuracién produce compuestos -
inactivos(5,7,17). Se han investigado algunos métodos de -
sustitucién de la lactona con otros anillos heteroisbste——
ros(26). Existen varias rutas para convertir el anillo

butendlido de la genina a un furano unido en 1la posi——
cién 3 al carbono 17 del esteroide (27)(XV), por ejemplo,
la reduccién del 3-acetato de la digitoxigenina con

hidruro de diisobutilamonio da el COTY B8 ~—m—mmeme
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pondiente derivado 17p~(3-furil)(XV) tal compuesto puede
ser oxidado por diferentes caminos para dar el derivado -~
21-hidroxi- del cardendlido de pdrtida o un cardendélido
isomero(XVII).

0
o 4°
e ——
l OH OH
XV
NBS
0
z,
0] 20 * Perdcido 7
H OH
XVI XVIT

El ltimo compuesto es de particular interés porque ai
fiere de los cardenélidos naturales solamente en la posicién
de-unién del anillo butendélido a la posicién 174 del anillo
esteroidal.

Algunos 17@~(3—furil) esteroides derivados de cardenéli
dos nuturales han sido preparados para su evaluacidédn farmaco
l6gica., Minesita y col. (28) publicaron que los 17¢-¢3~furil)
esteroides tal como (XV) tienen una actividad cardiotédnica
seme jante 2 la de los cardenflidos. Esto hizo concluir a los
autores que la lactona insaturada no es indispensable para

la actividad fisioldgica y puede ser sustituida por un ani-
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1llo de un heterodtomo iséstero. Igualmente muchos cardqu
lidos isdmeros han sido preparados por oxidacién de 17-fu
ril esteroides. Deghengi(29) demostrd que un cardendlido
isdmero tal como(XVII) también es activo y posee un fndi-
ce terapeudtico mds favorasble que los cardenélidos natura-—
les. Con esta informacion se aclard la influencia de la -~
modificacidn estructural del anillo butendlido en el efecto
farmacolégico. Mendez y col. (30) notifican en experimen—
tos cou la misma sustancia, cue la diferencia entre una do-
sis mfinima terapéutica y una dosis arritmogénica o letal
es mds favorable que en glucésidos con una lactona normal.
Pettit(31) describe otro cardenédlido isdmero(XVIII) -
en el cual el anillo de la lactona es substituido en el car
bon ¥ en lugar del > 0 o« establecido respectivamenta: en los
cardendlidos naturales o en el cardenélidv Zsdmero antes -
descrito(XVII).

H ;
AcO H

XVIII XIX

El compuesto(XVIII) y su andlogo butendlido(XIX) también
difieren de la serie natutal, en que ellos carecen del grupo
hidrdxilo en C-14 y que la unién entre los anillos C/D estd
en una configuracién trans. Estos compuestos fueron biologf-

camente inactivos.,
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Investigaciones adicionales de los 17¢-furil esteroides
(32) muestran que los 17p=(3-furil), derivados de los 16p-hi }
droxi-cardenélidos(XX) sufren una rara- condensacién con com ‘
| puestos carbonilo en presencia de sulfato de cobre o dcido - 1
’ ?-toluensulfénico para formar el derivado bicfclico(XXI)., <= I
La oxidacién de (XXI) con perdcido, da el lactol(XXII), el - |
cual por reduccién con borohidruro de sodio da el biciclo - j
(XXTII). No se pub1106 la actividad biorbgica de estos com - |
puestos. l
Nembara y col.(33) comunicaron la preparacién de 17p-
(5-isoxazolil) y 17p—~(3-pirazolil) derivados de 14p y 15p4-
oxidoesteroides(XXIV y:XXV respectivamente) como posibles -
compuestos cardenélidos. En cada caso la lactona del carde-

nélido original es reemplazado con un heterodtomo iséstero.

0
R
OH RR'CO R!
p 0
CuSO4
OH oH
XX XXI perdcido
0
i
G
H OH
R |
[ ]
0 ", 1) NaBH4 o B 1
2) H* |
OH OH

XXIII XIT
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o—=
~4
——
o

HO

XXIV XXV

Estos compuestos poseen la configuracién 149,17@ indigpgg
sable para la actividad fisiolégica en los cardenédlidos natu-
rales.

Se ha descrito(34), una lactama(XXVII) anfloga de la isé
digitoxigenina obtenida por amonfolisis de la digitoxigenina
en solucién metanblica para dar la lactol amida(XXVI), la -
que calentada a 200°C o por tratamiento con £cido, se cicla
para dar la lactama (XXVII). la isodigitoxigenina es conside

rada de interes por ser un intermediario en la reaccidn.

4 g
OH
CH 30H 0
P m—————
OH NH 3
0
it XXvi A o © H+
\\
H
-~ -~

XVIII XXVII
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Se examind$ la influencia de la lactama(XXVII) en la res
puesta fisioldégica de los cardendlidos activos en tres dife-
rentes sistemas biolégicos. Aunque la lactama no tiene acti_.
vidad cardioténica, inhibe 1la respuesta inotrdpica de la -~
acetildigitoxigenina en aurficula aislada de cuyo..Sin embar-
g0, los efectos de acetildigitoxigenina en la prueba de to -
xicidad en gato o en NatK+ATPasa no son alterados por la -~
lactama. Esto sugiere que la lactama puede inhibir el meca -
nismo responsable para el transporte del cardiotédnico a tra-—
ves de la membrana celular y entonces incrementa el tiempo ~
requerido para cue el cardenélido llegue a una concentracién
6ptima en el receptor inotrépico. El andlisis de la acetil -
isodigitoxigenina(XXVIII) revela que este compuesto tambidn
inhibe la respuesta inotrépica positiva en aurficula de cuyo,
para los cardendlidos . Compuestos de esta naturalez: pueden
ser Utiles para descubrir el modo de accién de los cardenéli
dos.

Estudios adicionales(35) relativos a la lactona en la -
actividad biolégica de los glucdsidos cardiacos pusieron al
descubierto que el 20~0x0~21-iodoacetato(XXX) derivado de la
degradacidn de diacetato de estrofantidol(XXIX), mostré - acti
vidad cardiaca en pruebas con gatos. La actividad de estos -
compuestos se interprétd originalmente como un efecto car -
dioténico resultante de las propiedades alquilantes del gru-—
po iodoacetato. Este descubrimiento abrié el campo para la -
sintesis de compuestos relacionados con (XXX ¥ X¥XXI)(36), en
los cuales el anillo butendlido de estrofantidol y digitoxi-
genina es reemplazado por grupos funcionales capaces de reac

clonar con grupos sulfhidrilo.




0

I
0 0 CHpOCCH,I
9
| -
OCCH =0
¢ R
‘—-———*——b-——.
OH OH
AcQ AcO
OH OH
XXIX XX
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=0
OH
A
i b " 0
. |
= -C-CH2-Cl, ~C-CH=CH, 0 =C-CH2-@H,COOH
XXXI
B
e HC1
H
Ac

XXXIT
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También se prapard una serie de compuestos 17« con otra
serie de esteroides con los mismo grupos alquilantes. Prue-
bas en aurfcula aisladas de conejo mostraron que todos los -
compuestos preparados carecen de actividad cardioténica. Es~
to ilevo a la conclusién de que la actividad cardiaca obhser-
vada , cuando se probd en gatos, era una accién cardiotéxica
sin relacién con un efecto cardioténico. Esto hace notar los
culdados que se deben tener al interpretar los datos biolégl
cos de nuevos compuestos.

Se publicd(37,38) la introduccién de un sustituyente ha
logeno, alquilo y alcoxi dentro de la posicion 22 de la lac-
tona. Estos compuestos dse prepararon por la condensacién de

derivados fosforados de 2l-hidroxi-5¢-preg-20-ona(XXXIII).

o 29
HO
c1
Gt OH
CH3C00 C=0
OH
XXIV
o .0
oH HO
R
H
XXXIII OH
XXXV

Los autores se refieren a la actividad biolégica de esg
tos compuestos considerando que el efecto inotrépico positi

vo se ve incrementado por la introduccidn de un grupo fluo-
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ruro y disminuye por la sustitucién con un grupo metoxilo -

(aurfcula aislada de cuyo).

Los cardendlidos isémeros(XXXVI y XXXVII) se consideran
inhibidores debiles de Na',K*'ATPasa y Mg2*ATPasa (39)+

0 OCH3

AcO A
H

XXXVI XXXVII

También Dittrich y colaboradores (42 ) sintetizaron un

conjunto de 2l-substituidos digitoxigeninas, digitoxinas y -
digoxinas.

R' = MeO- , EtO-
R= H— [ ] Me"'

OH

Todos los compuestos sintétizados tuvieron efecto inotré
pico positivo.

La reduccién de 3-acetato —16—aphidrodigitoxigenina con
un sistema de borohidruro de sodio-cloruro-metal de transi —
cibén produce los compuestos (XXXVIII y X¥XIX)(41l). No se in-

formd sobre la actividad farmacoldégica de estos compuestos.



OH OH

XXXVIII XXXIX

Fullerton y col.(42) prepararon a partir de digitoxige-
nina, los isdmeros 22-metilen-3p-hidroxi-5p,20(R)-car-14- -
enélido y el 20(S). El isdmero 20(R) es alrededor de 408 Ve~
ces mds activo en la inhibicién Na*,K+ATPasa que la l4-dehi-
drodigitoxigenina y el isdmero 20(S) es m4s o menos 50 ve -
ces menos activo.

Recientemente fueron preparados varios compuestos lacta
ma andlogos de la digitoxigenina(43)(Esq. 4). Las propieda -
des farmacolégicas de las cardenamidas sintetizadas fueron ~
caracterizadas en corazén de cuyo; estos compuestos presenta
ron la decima parte en la inhibicidén del transporte de ——
Nat,K*ATPasa, en relacién a los cardenélidos andlogos, Sin
embargo, estas cardenamidas presentan poco efecto inotrépico
positivo. Los substituyentes N-metilo y/o0 la ausencia del =
14@-hidrdkilo no tiene una gran influencia en la actividad
biolbégica de la cardenamida, de modo que (segun los autores)
este resultado indica que es indispensable el anillo oxigeng

do en el carden6lido para un efecto inotrépico.




fa o 2%

HO

HO

Ac

R = H- , Me~, n-propil-,
Benpil-

Me
}

AcO

OH

AcO

4

Esq.
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Reemplazamiento de la lactona por estructuras de cadena

abierta
Como parte de un estudio general en el modo de accién
de los esteroides cardiotdmnicos Boutagy y Thomas reemplaza
ron la lactona de la digitoxigenina(44,45) con una serie -
de estructuras de cadena abierta . El1 proposito de este -
estudio era definir la relacidn estructura actividad para
generar una serie de nuevos compuestos con posible valor -
como agentes terapéuticos.
En el esquema 5 se muestra el plan general de la serie
de compuestos sintetizados. La digitoxigenina(I) se convir
ti6 primero al 17pmformilesteroide(XL), el cual es el interxr
mediario clave para esa serie de compuestos. Este interme--
diario es entonces condensado con un grupo de reactivos fos
forados o con varios derivados de la hidracina, tal como 1la
guanilhidracina, para dar los compuestos requeridos. Los -
cambios realizados son enumerados en seguida:
1.~ Reemplazamiento de la lactona por un éster o 4cido -
trans «,g insaturado(grupo A)
2.~ Supresién de la conjugacién del grupo carbonilo (B).
3.- Extensién de la conjugacién del grupo carbonilo y .
expansién de la distancia entre el oxigeno del car
bonilo y el anillo D (grupo C).
4.~ E1 papel del oxigeno éter del grupo A se estudio -
por reemplazamiento del grupo alcoxi, con un grupo
alquilo o arilo o un grupo con nitrégeno(D).
5.- Tanto el oxfgeno éter como el grupo carbonilo fueron
reemplazados por otro grupd con alta densisad elec~—

tronica, tal como; X=C] (E), arilo (F) o —C2N (G).
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6.~ El 68~-20 fue unido directamente a un heteroétomo,por
ejemplo, para la preparacién de hidrazonas y deriva
dos (H)

7.~ La importancia de lz configuracién 17@ fue estudiada
por la preparacién de una serie de compuestos simila
res con configuracién 17=< (1),

0 _0
H
\
=0
H s
HO OH
HO
I XL 2
0 ‘¢0
-0
z~-0 _0O Z 0 -
H H H
OH OH OH
(4) (B) (¢)
,_-;.0 -
H H

CH H H

(D) (E) ()
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OH OH OH
(@) (H) (1)

De los compuestos sintetizados el &ster metf{lico del -
deido trans acrilico(XLI) y el trans-acrilonitrilo(XILII) re
sultaron compuestos activos. En la pruebs Na*,K%ATPasa, as{
como en el efecto inotrépico positivo(prueba en corazén de
cuyo) ambos muestran igual efectividad que la digitoxigeni-
na., Con un grupo guasnilhidrazoico como cadena abierte, la -
efectividad se reduce ligeramente.

En los 17<-andlogos, la alteracién de la configuracién
también produce compuestos inactivos. E1 incremento de la -
distancia entre el carbonilo del éster en(XLI) y el micleo
esteroidal por la introduccién de un doble eniace conjugado
es acompaflada por una gran pérdida de actividad. E1 grupo -
carbonilo no es indispensable y esto puede ser observado -~
por la efectividad del nitrilo (XLII). Sin embargo, vemos -
que la distribucién de la densidad electrénica si es impor-
tante. De estos resultados, Boutagy y Thomas deducen que 1la
lactona no es un constituyente estructural indispensable, -

”
pero que el elemento estructural R §® en C-17p debe
-c=0-?~A

ser un prerrequisito para un esteroide cardioténico, A nece
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sariamente un heterodtomo(=0, =N), R' y R" usualmente un H-

o un grupo alcohoxilo.

it = Hygmg- COOCH
-
H
R H
XLIT Higag~ CEN
R= s ~
H
OH
XLITI
HO R=  NC=N-NH-C-NH,
. I
NH

Ebelein y ool. (46) sustituyen también el anillo butené
1lido de glucésidos y agliconas 14@-hidroxi—C/D—cis—esteroidg
les por cadenas laterales abiertas y obtlienen resultados si-
milares . Los ésteres del dcido acrilico y los nitrilos mues
tran, en vivo efectos cardioglucosfdicos tfpicos(aurficula -
aislada de cuyo, perro y gato) y in vitro(inhibicién de -

Na+,K+ATPasa en eritrocitos humanos).
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Introduccién y modificacién de otros grupos funcionales

La introduccién de varios sustituyentes dentro del nd
cleo esteroidal y la modificacién de los centros moleculares
asociados con actividad cardiaca ha producido un.gran mimero
de nuevos compuestos, algunos de los cuales van ha ser discu
tidos en esta seccidn.

Danieli y col.(47) describen la sintesis de un 17 -hi :=
droxicardenélido(XLIV) por oxidaccién del 3-acetato de la di
gitoxigenina con dioxido de selenio(Esq. 6). ElL 17 -hidroxi
no mostré una gran influencia en la actividad cardioténica
de la digitoxigenina, aunque la inversién de los dos sustitu

yentes en C-17 suprime la actividad.

0 //O 0//0
---0H
3602
—_——
dioxano
OH OH
Ac
H XLIV

Esquema 6

Las consecuencias biolbgicas de la inversién del grupo
hidrdxilo en el carbono C~16 de la gitoxina(XLV) para produ
cir l6-epigitoxina han sido ya estudiadas y comparadas con
la gitoxina y ouabaina, el compuesto epi muestra una gran -
diferencia entre dosis, produciendo un efecto inotrépico -~
minimo y mdximo (48). Con l6-epigitoxina y con 1l6-acetal-16
epigitoxina (49) se registro una separacién parcial(por lo
menos en corazén de cuyo) de los efectos terapéuticos y t6-

xicos, Estos compuestos tienen un efecto marcado sobre el -~
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misculo ventricular y menor en el aurfcular y en el sistema
de Purkinje, este ltimo considerado por ser el origen de -
muchos efectos téxicos de digitalis(50).

El cloro fue introducido en diferentes posiciones del
micleo esteroidal. As{ se obtuvieron algunos compuestos ac—
tivos. Sin embargo, ninguno de ellos superd las cualidades-
farmacolégicas de los glucésidos naturales. Meyer(51l) intro
dujo un Atomo de cloro en la posicién 15« de la bufalina(IIl)
pero este compuesto no mostré-aectividad. Stache y colabora
dores(52) sustituyeron el hidrégeno- en C~4 por un cloro en
la canarigenina(XLVI), en 14,15p~epoxi-canarigenina y en -
1l4~-desoxi-l4x-H~canarigenina. Las pruebas biolégicas se rea:
lizaron en aurfcula izquierda de cuyo, la 4-cloro-canarige-
nina --mostré una actividad cardiotdénica mds o menos semejan
te a la de la canarigenina y la 14,15¢—epoxi-canarigenina -

carece totalmente de actividad. .0
o ' o

OH

OH

0 HO
(digitoxasa)3

OH

XLV XLVI
La relacién entre la estructura en (-14 y en C-15 y 1a

actividad biolégica es adn muy obscura y algunas veces con-

tradictoria. Ya ha sido mencionada la posicidén obligatoria del

hidroxilo en C-14. Experimentos de Shiegl y Okada y col. -
(23, 53,54,55) muestran que la introduccién de una fuuncidn
ox{geno en el C~15 de la digitoxigenina, siempre da
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como resultado una disminucidn de la actividad farmacolégi-
ca, cuando las pruebas se realizan en corazdn de rana(Straubd)
Se obtuvd el siguiente cuadro de resultados(estidndar de digi-

toxigenina; actividad relativa de 1.0) tadbla 1.

15p-0H 15-CX0 15%=~0H
144-0H R R
OH W N\ -
H H OH HO OH OH
Act. 1.0 0.1 0.02 (=)
14¢-H
HO H OH 0 H OH
(0.04-90.15) 0.1 N.1-0.3 (=)
R
14(-C1
\ )
1 oH cL O- cl OH
(=) (=) N0.1-0.3
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En la primera serie; 14@—OH es notoria la disminucién
de la actividad; digitoxigenina (1.0)> 15s~hidroxi-digitoxi
genina(0.1) >15-oxo-digitoxigenina(0.02)> 15a~hidroxi~digi~
toxigenina(inactiva). En la seris de 14-desoxi~-l4p~-H-~digito
xigenina; la actividad también decrece, el 15-oxo-derivado
retiene de 10-30% de actividad en relacidn con la digitoxi-
genina, Sin embargo, este resultado contrasta con los de ~
Henderson y Chem(prueba de Hatcher)(56), quienes encontra -
ron que la 15-o0xo-diglitoxigenina éra inactiva.

Los 14@.15p-ep6xidos son en general menos efectivos -
que los correspondientes l4p-hidroxicompuestos(57). Sin em-
bargo, su actividad es superior porque frecuentemente pre -
sentan un Indice terapéutico mejor. Por consiguiente, es re
comendable una evaluacifin cuidadosa del Indice terapdutico
de tales compuestos. As{ se podria establecer una medida
para reducir los riesgos en la terapia con glucésidos car-
diacos.

N-andlogos. Se desarrollaron varios N-andlogos de carde
nélidos activos con posibles propiedades farmacolébégicas. Es-—
tos compuestos son 3« y 3p-amino-3-desoxi-digitoxigenina, -
3-amino, 3-amino-3-desoxi- derivados de uzarigenina, olean-_
drigenina, gitoxigenina y digoxigenina los que fueron prepa
rados por Meyer(58,59). Estos derivados tuvieron actividad
inotrépica positiva en el misculo del corazdén de gatos y cu
yO.

Schmidt y colaboradores prepararon recientemente(60)
derivados de los cardenélidos 14 y 15 N-andlogos..Estos nue
vos ccompuestos se obtuvieron a partir de 14@—159 ¥ 1415~

epuxicardenélidos y l4-desoxi~cardendlidos(fss.T).




NaN3 DMSO
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BEn las pruebas bioquimicas estos compuestos mostraron,
una inhibicién a la Na*,K ATPasa., En relacién con la activi
dad cardioténica fueron 20 veces menos activos en compara -
cidén con el 3-acetato de digitoxigenina. Los l4«-hidroxicar
denélidos mo mostraron ninguna actividad.

También 8e ha iniciado la sintesls de derivados sulfo
nados andlogos a la digitoxigenina. Huang y col.(61) infor-
maron del tioacetato de digitoxigenina(XLVII). Las propieda
des t6xicas de este tioamcetato no fueron diferentes signifi
cativamente de las de la digitoxigenina, las pruebas se rea
lizaron en corazén de rana o de cuyo. Sin embargo, en ratas

intactas fue menos tdéxico que el 3-acetato de digitoxigenina.

N

AcS

XLVII
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Modificacié& de las propiedades farmacocindticas

A partir de la decada de los 608 se ha puesto mucho in-
terés en los estudios de las propiedades farmacocinéticas
de los digitalis como una medida para mejorar las cualida-
des terapéuticas de estas drogas y reducir los efectos téxi-
co3., Las propiedades farmacocindéticas del esteroide cardio-
ténica ideal son las siguientes (62); a) Una absorcién
completa, b) Inicio rapido de la accidén, c¢) Reducir la acu-
mulacidén, mediante un incremento de la velocidad de elimina-
cidn.
Con base en experimentos realigados estas propiedades pueden
ger establecidas en compuestos que se pueden modificar, in-
crementando asf su caracter hidrdfobico para que despues o
durante la absorcién sean convertidos a derivados mds polares,
los cuales son eliminados rdpidamente. BEn este campo ya se
han realizado algunos intentos para sintetizar tales comvues-
tos, uno de los primeros intentos para modificar deliberada-
mente las propiedades farmacodindmicas de los glucésidos
cardiacos es el trabajo de Megges y Repke (63), quienes es-
tudiaron la penta- acetil digitoxigenina. Debido a su baja
liposolubilidad, la gitoxina es absorbida muy pobremente y
es virtualmente inactiva cuando se administra por via orals
La conversién a el derivado penta-acetflo da una compuesto
cue se absorbe mucho mds rdpidamente cue la digitoxina, que
es muy liposoluble. Durante y despuds de la absorcién el
compuesto es rdpidamente desucetilado pare producir nueva-
mente gitoxina, la cual es eliminada a una velocidad mayor
que la digitoxina. Una relacidn similar es aplicada en la
designacidén de dos derivados de la digoxina; -acetil digo-
xinu (4"'-acetildigoxina) (XLIX) y ~metildigoxina (4" '-me-
tildigoxina) (L),
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o
HO
CH3
OH
CH, 0
° o OH
RO XLVIII R = H- (digoxina)
OH XLIX R = -GOCH3(@-acetildigoxina)
OH L R = -CHy (pmetildigoxina)

En 1971(62) se pudlicd el desarrollo y evaluacién bio-
18gica de p-metildigoxina, asi{ como de una serie de alquil
y aril derivados de la porcién azucarada de los glucésidos
cardiacos, se ha demostrado claramente que 1la metilacién
de un simple grupo hidréxilo en la digoxina produce un in-
cremento pronunciado en la velocidad con la cual es absor-
vido el férmaco. Algunos pequefios ensayos clinicos indl -
can que la @-metildigoxina es efectiva y bien tolerada. -
Sin embargo, lea observacién de que el fédrmaco era desmeyi-
do solamente en una pequefla cantidad, sirvio para que es—
tudios mds exdustivos revelaran que este fdrmaco es mds -
t6xico que la digoxina.

Merz y Loesel (64) estudiaron un grupo de compuestos
ncetilados derivados de la digitoxina, gitoxina y digoxina

los cuales fueron reabsorvidos mds fdcilmente por adminis
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tracidn oral que los glucésidos no acetilados. Estos deriva—
dos fueron preparados por la reaccidén de los glucédsidos con
MeC(OEt)3 en presencia de dcido p-toluensulfénico, y poste-—
rior hidrdlisis parcial de los orto acetatos.

Esteroides guanilhidrazonag y otros compuestos cardiactivos

Algunos compuestos que no contienen la estructura tipi-
ca de los glucésidos cardiascos han presentado actividad car-
dioténica. De particular interes son las 3,20-bis-guanilhi-
drazonas derivadas de prednisona (LI) y prednisolona (LII).
En 1969 fue publicada una revisidén de la quimica ¥y activi-
dad bioldégice de las guanilhidrazonas (25). Esta revisién
atrae la atencidén sobre algunos importantes aspectos concer-
nientes a la relacidén estructura—-actividad de estos compues-
tos:
l.~ Un:amplio grupo de esteroides 3,20-bis-guanilhidrozonas

ha mostrado ejercer una accién inotrdpice positive en

misculo cardiaco; comparada con les de los glucésidos
cardiacos, su actividad no es alterada significativamen-
te por un cambio en la estereogquimica del ndcleo esteroi-
dal o de los sustituyentes en el anillo.

2.~ La alteracién de la distancia entre los dos grupos gua-—
nilhidrezonas por cambios en la posicidén de unidn al
grupo esteroidal, no hace variar mucho {(conciertos 1f{mi-
tes) la actividad de la molécula. Ademds, algunas bisgua-
nilhidrazonas no esteroidales muestran también actividad
cardioténica. Por ejemplo, algunas difenilbisguenilhidra-

zonas ¥ bisguanilhidrazonas derivadas de moléculas di- y

tricfclicas poseen actividad.
3.~ Ciertos esteroides mono y trisguanilhidrazonas son acti-

vos. De particular interés es la puasnilhidrazona de 3-oxo

digitoxigenina (LIII), 1lu cual es cardioactiv: y el deri-
0
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vado guanilhidruuzona del corresnondiente l4-desoxi-
l4k-cardendlido(LIV) carece de actividad.

4.~ La hidrogenacidén de lus guznilhidrazonas produce los
derivados diaminoguanidinz, en 198 cuales no hay pér-
dida significativas de wctividad. 3in embargo, la susti-
tucidn de las guanilhidrazonas nor otros grupos rela-
cionados, tales como la hidracina o l: .S-metilisotio-

semicarbazona produce compuestos imactivos.

GHpOH N CHOH  NH
]
C=N-NH-C~NH,, C=N-NH~C~NH,
o0n ---OH HO -~ OH
, NH
ﬁH ! " H
U g ”
H N~ G-~ H HoN-C-NHNZ
LI L1I
20 20
NH :
0 S .
HoN—-C-NHNZ HpN~C-NHN=
LIII LIV

La Britrophleum (65), alcaloide de 1= cassaina (LV) ha sido
reconocido por muclios afios nor tener un=z fuerte sccidn digi-
talice sobre el musculo ¢ rdiuco. isf como el anillo de 1s

lacton: insatursda es un 7runo import nte pur:: 1© activided bio

-
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logica de los glucosidos cardiacos, las propiedades de 1la
cassaina dependen de l: presencia del grupo €ster inszturado,
aminoetil. ILa hidrdlisis de este grupo, para dar el correspon

diente dcido , destruye la actividad.

B /CO0(CHp ) ,N(CH3 ),
H H
CHy
HO
CHy CHj
LV

Recientemente se han investigado las propiedades farmacold
gicas de dos clases de compuestos gue presentan actividad car
diaca y una significativa selectividad de actividad inotropica
(66). Estas dos clases de compuestos son derivados del tetrahi
drocarbazol y la bipiridina . El prototipo de estos derivados
son los compuestos (LVI y LVII respectivamente) .

N/CH3

‘\0H3
* HO1

LVI

NH,

e 2

LV1I
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Se deméstrd in vitro la actividad inotrépica positivas
de ambos compuestos en aurfcula aislada de gato y prepara-
ciones de misculo papilar y en vivo en animales anestesia-
dos y no anestesiados. La amrinona(LVII) no causa cembios
significativos en la enzima Ne K'ATPasa.

Sin embargo, hasta ahora no se conoce el mecanismo -
exacto de la accifn de amrinona., Evidencias experimentales
indican que el fArmaco actia directamente en elementos con
trdctiles del miocardio.
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Separacién de los efectos cardioténicos y téxicos

No se han superado a¥n las dificultades y riesgos de 1la
terapia con glucésidos cardiacos, esto se debe al estrecho -
espectro terapéutico(67), asi{ como a las diferentes respues-
tas de los pacientes que se someten a esta clase de com~—-
puestos (68,69). aunque se ha perseguido intensamente 1la bis
queda de mejores propiedades terapéuticas pares substancias
naturales o sintdticas, estd no ha producido resultados sa-
tisfactorios. Dos prerrequisitos para tener éxito en tales -~
tentativas son; el conocimiento de la relacién estructurz ac
tividad de tales moléculas, asf como la separabilidad de los
efectos terapéuticos y téxicos. Es posible separar estos dos
efectos, solamente, si dos diferentes mecanismo o dos dife--
rentes receptores son responsables de ellos.

Aunque la investigacién de los mecanismos de accidén de
los glucbsidos cardiacos esta lejos de ser completa(70,71) -
hay cada vez mg€s informacién que indica que los efectos car-
dioténicos y cardiotéxicos no estan necesariamente correla--—
cionados. Conforme a la teorfa de Repke, el macanismo bioqq{
mico para los dos efectos,terapéuticos y téxicos de los glu-
césidos cardiacos es basado en la inhibicién de una enzima -
(69,72). BEs decir, que las arritmias inducidas por digitalis
son particularmente debidas a la inhibicién del transporte -
Na*,K"ATPasa en la membrana celular. Sin embargo, Okita y =
col.(73) exoluyen una relacidén causal entre 1la inhibicidn
de la enzima y el efecto inotrépico positivo. Usando pre -
paraciones del corazén de conejo, fueron capaces de

demostrar que el tiempo necesario para que haya efecto
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inotrdpico no coincide con el que es necesario pars cue

haya inhibicidn de la enzima. En realidad, despuds de cue

se presentd el efecto inotrdpico, el tejido muestra inhibi-
cidn enzimdtica arriba de un 40% en relscidn a celulas de
control (Okita es uno de los oocos, cue miden el efecto ino-
trdépico y 1lu inhibicidn de 1. enzima ATPasa en el mismo ma-
terial biolégico). Una comnaracidn de la vida nedia para
estos dos efectos, despuds de lu administracidn de 3-bromo
acetzto de estrofantidina, muestria claramente que 1:» sepura-
cidn; t(1/2) para el efecto inotrdpico positivo es aproxima-
damente 4 min., en cambio t(1/2) pars la inhibicidn de la
enzima se extiende hasta alguna horas. También para el glu-
c6sido ouabaina, ellos establecen unz marcada diferencia en
el peridédo necesuario pvara que ocurr:n 1los dos efectos(73).
Esto fue ademds confirmado por Akera y colaboradores (74). De
acuerdo con los resultados de Okiti, LiUllmznn, fue capaz de

demnstrar la gran estabilidud del complejo ouab:in:-ATPasa,

el también notdé una sorprendente discrepzncia entre la rdoi
da desaparicién de la ouzbaina, para inducir el efecto ino-
trdépico y la fuerte unidn de glucdsidos cardiacos par: el
transporte de la engima,

No solumente los datos de estudios cinédticos sirven para
demostrar «ue es improbable que exista una rel:cidn causal
entre la inhibicién de Na+,K+LTPasa y el efecto inotrdnico
positivo. Zuinidina, oligomicini, grunos sulfhidrilo y aci-
das de s8n0dio bloguean a la enzina en el tr.nsporte de Nat-x*
en varios experinentos, pero ninguna de estus sustancias
tiene un efecto inotrdpico positivo (7J). Ademds, hz sido de—
mostrado por varios zutores (7544) que no hay deoendencis

del efecto inntrdnico positivo de un ndmero de compuestos
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cardioténicos con su eficiencia para inhibir el transporte
de la enzima. Estas evidencias adicionales hacen suponer
una ausencia de coneccifn directa entre inhibicién de - -
ATPasa e inotropismo. Ademds, Murthy y col. (76) mostraron
que con un gran nimero de esteroides digitalis, el porcen-
taje dado de enzima inhibida no coincide con una simple -
potencia inotrépica. Por otro lado, Katzung y col. (77), -
demostraron que el efecto inotrépico de los cardehélidos -
en aurfcula izquierda de cuyo, puede ser evitado o retarda.
do por tratamiento preliminar con acetilisodigitoxigenina
o lactama-acetil-isodigitoxigenica, donde los efectos =——w-:
inhibidores de los cardendlidos en la Na¥, K*ATPasa, asf{ -
como los signos téxicos son totalmente eliminados.

Todas estas observaciones indican que los efectos car
denélidos en el transporte de la enzima y el poder de con-
traccién pueden ser desacoplados y ademds que la inhibi-
cién de la Na*K*ATPasa por digitalis es responsable de los

efectos téxicos pero no de los efectos inotrdépicos(78).

Pruebas Parmacolbgicas

La efectividad de varios compuestos cardiotdnicos es,
estrictamenhte hablando, solamente comparable, ai todos -~
estos compuestos son probados bajo las mismas condiciones,
Sin embargo, como se pudo observar, esté de ninguna manera
se realiza. La informacidén inherente en los métodos de prue
ba de la ATPasa 0 en los cuales el efecto deseado no es di-
rectamente medido(prueba de toxicidad en gatos), deben ser
complementados con datos de otras fuentes en donde se pue-
da hacer una interpretacidén de la accidén inotrépica posi-

tiva.
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El valor informativo de la prueba de la ATPasa , la cusal
mide el efecto inhibitorio de un glucésido cardiaco en la -
Na+,K+ATPa8a, es necesariamente limitado. De acuerdo a algu-
nos autores es probable que el efecto téxico, pero no el ino
trépico, sea debido a la inhibiciéa de la enzima. Substancias
con las cualidades farmacolégicas deseadas(buen efecto inotr§
pico con pequefla toxicidad) son fdcilmente pasadas por alto
(79).

La prueba de Hatcher se considera le primera prueba far-
macolégica que sa debe realizar a nuevos compuestos potencial
mente activos, en la cual usan una enorme cantidad de gatos
(80).

La prueba en aurfcula aislada de cuyo, un modelo clasico
para la evaluacién de glucésidos cardiacos, debe no solamente
ser incluida en el andlisis de los efectos inotrépicos de ta-
les compuestos, sino también debe ser importante en la deter-
minacién de su fndice terapbutico. Sin embargo, esta prueba -
da exclusivamente informacién acerca de los efectos inotrépi-
cos y t6xicos de una substancias y no de sus propiedades an-
tiarrftmicas(81).
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IIT. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la considerable cantidad de trabajos publi-
cados en lus Ultimas décadas en el camnro de los cardendli-
dos y-del enorme nuUmero de investigadores que han partici-
pado en ellos, no se ha logrado obtener el cardendlido ideal
pues de 178 métodos sintéticos de cardendlidos, se han obte-
nido cientos de sustancias que no han logrado superar a los
cardiotdénicos naturales. Sin embargo, la felta de €xitos no
ha sido motivo para aue esta formidable tarea se de por ter-
minsda, por el contrario, el esfuerzo debe ser mayor, para
as{ obtener resultados satisfrctorios.

En el campo de los cardendélidos, México esta en posibi-
lidades de participar, ocupando un lugar muy importante, de-
bido a sus fuentes naturales de materinl digitdlico. ILa
extracecidn y purificacién de este materizl es un factor
primoriial para la obtencidén de materis prima, que se em~
plearfa en lz investigecién cufnica, para el desarrollo de
nuevos cardiotdénicos. Ademds, el vafs es duelo de una gran
cantidad de material renovable, que le permitird en el fu-
turo, exportar materiz orim:, sosteniendo -asf{ su propia
investigacidén y la de otros paises.

El problema se limite z la bdsqueda de tecnologfz, po-
ra la utilizacién de los recursos con los que cuents el
pafs y el desarrollo de investig-cidén quimice, para el dise-
o de métodos sintéticos que permitan obtener nuevos cardio-

ténicos semisintéticos.
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IV. OBJETIVOS3S

Algunas especies de Thevetia, por ejemplo, Thevetia the-
vetoides y Thevetia neriifolia, son abundantes en el terri
torio nacional. Las semillas de estas plantas tienen un al-
to contenido en triglucdsidos cardiotdnicos.

Los glucdsidos cardiotdnicos han sido identificados como
derivados de la aglicona digitoxig=nin: o con algunas modi-
caciones en su estructura. Todos estos compuesto: son intere
szntes como materias primas para la sintesis de nuevos com-
puestos con posible accidén farmacolébgica.

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo y
adaptacidn de técnicas de extraccién Yy aislamiento de theve
tésidos presentes en las semillas de plantas mexicanas del
género Thevetia.

Ta oxidacidn degradativa de la mezcla de thevetésidos(mg
noglucésidos cardiotdnicos) nos conduce a la obtencidn de
digitoxigenina. Esta constituye el material de pArtida pa-
ra la semisintesis de nuevos cardioténicos modificados con

posible accidn inotrdpica.

El segundo objetivo es la sintesis de 14¢,15¢-ep6xi-di
gitoxigenina, para su posterior estudio bioldgico. Este

nos permitird evaluar sus propiedades farmazcol8gicas.




—45-

V. HIPOTESIS

Los triglucdsidos cardioténicos presentes en la semilda
de Thevetia por tener tres unidades de azdcar tienen un ca -
racter hidréfilico, la hidrélisis de estos azicares, con en-
zimas hidroliticas contenidas en la misma semilla(enzimas en
dbgenas), degradan estos triglucésidos a monoglucésidos(the
vetosidos), cambiando asf{ sus propiedades fisicas, ya que a-
hora se comportan como moléculas hidréfobicas. Sin embargo,
su caracter lipofilico no es muy grande, por lo tanto no son
solubles en disolventes poco polares, como el hexano, pero si
en cloroformo o cloruro de metileno. Estas variaciones de so-
lubilidad serdn aprovechadas para poder extraer la mezcla de
thevetésidos, de la harina de semillas de Thevetia y dejarlos
libres de grasa.

La hidrélisis de triglucédsidos cardioténicos sera reali-
zada por las enzimas hidroliticas, con la simple adicién de
agua a la harina de semillas de Thevetia. Una vez hidroliza-
dos 1los glucésidos, estos precipitaran en el agua y podran
ser extraidos con cloroformo.

Si deshidratamos la digitoxigenina en el hidrdxilo 14 y
posteriormente la &fAhdigitoxigenina pPreparada de esta mane
ra, la tratamos con N-yodosuccinimida o N-bromosuccinimida
obtendremos 149,ISp—epoxidigitoxigenina.

En general los 149,lSp—epoxicardenGlidos son menos po
tentes que sus correspondientes l4g-hidroxicardendlidos. Sin
embargo sus cualidades farmacolégicas son mejores, debi-

do a que su Indice terapdutico sera mayor, esto es
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Su margen de seguridad se ve aumentado, por una mayor dife-—
rencia entre la dosis de accidn inotrdpica positiva y la
dosis cardiotoxica 5T}
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Vi. MATERIAL Y NETODO

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un avna-
rato Pye Unicam LTD en pastilles de bromuro de potasio, =

o

menos cue sSe indique lo contrario.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se deter—
minaron en un aparato Varian EM-~399 y un Varian PT-8JA, en
deutereoclofoformo, con tetr:metilsilano como referencia
interna estdndar; los resultados de dan en partes por mi-
116n(ppm).

Los puntos de fusidn se determinaron en un apcrato Bil-
chi S%P-20K y no fueron corregidos, los resultcdos se dan

en grados centigrados (°¢)

Le cromatografiu en capa delgzla se realizd en cromatofo-

lios Al de gel de silice 67 F254 esvesor D.2mm.Merck.

La cromztografia en columna se realizé en gel de sflice-62

tamafio de particulz 2.263~2.20dmm

Estufe de secado WMAP3. HDP-334

Estufa de vacfo, Presicidn 3cientefic Group 13aJ-5
Balanga analftica Bosch 32720

Agitadores de propels

Molino de cuchillas v»ara d»rocuctos vegeti.les
Matraces Pyrex de 5 gulones

Eouipo de quimica oreenica KIT

Material de vidrio (matraces erlenmever, vasos de vrecini-
t“do, etc-)o
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Equipo de laboratorio(parrillas, soportes, pinzas, ect.)
Semillas de Thevetia.(codo del fraile)
Disolventes( hexano, cloroformo, etanol, etc.)
Hidrdéxido de sodio, grado reactivo
Hidrdéxido de potasio, grado reactivo
Acido clorhfdrico concentrado, reactivo analftico
" sulfdrico o " "
N-¥odosuccinimida
Acida de sodio, reactivo analftico
Nitrato de plata, " "

8loruro férrico, grado reactivo.



Eéguema de trabado

Recoleccidn de semillas
de Thevetia

moliendsa

v

tamizado
malla #1190

a—
Residuo Harina de Phevetia

7.0787 in.

hidrdlisis
enzimatica

filtracién
por celita

aguas madres
(azdcares) ‘residuo

(mezcla de theve-
tdsidos)
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Residuo
(mezcla de thevetdsidos)

!

secado(50°C)

Extraccidén con
cloroformo a
reflujo

L J
decantacion

4 >
residuo extracto clorofdrmi-

co(thevetdsidos)

evaporacidn de <
disolvente

v
thevetosidos di-
sueltos en aceite
de Thevetia

precipitacién de
thevetésidos en
hexano

l

filtracién al va-
cfo.
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Filtracidn al vacfo

mezcla de

solucifn de aceite

thevetdsidos <

" desengrasado
exhaustivo(éter)

Thevetdsidos
(mezcla)

oxidacidn de
Brown

l y

de Thevetia en he
xano

A 4
evaporacién

L 4
aceite de Thevetia

OH
HO

Digitoxigenina

AcO
3-acetoxi-14¢ =15¢~

epoxidigitoxigeni .
XTI

F9013
—
anhidrido .
acético
AcO
1x 3-acetoxi-l4p-anhidro
digitoxigenina
NIS 0 -
¥/
acetona of
0
OH

J-acetoxi-15~Iodo~di~
gitoxigenina

-y

LXT




-5 D

VII. DESARROLLO

Consideracién previa

las semillas de Thevetia tienen un alto contenido de tri
glucésidos cardenélidos, los que ya. han sido previamente es-
tudiados, estos triglucésidos son hidrdlizados por enzimas -
endégenas de la semilla, para dar una mezcle de monoglucosi-—
dos, la cual consiste principalmente de neriifonilina(LVIII),
as{ como una menor cantidad de monoacetato de neriifolina(LIX)
¥y otros componentes menores.

Un método degradativo de neriifolina y monoacetato bajo
condiciones suaves, para producir digitoxigenina en un rendi-
miento practico fue disefiado por Cruz y col.(4). Este método
fue objeto de un estudio mds profundo realizado por Rodri ——
guez(82) buscando mejorar las condiciones de reaccidn y el
rendimiento de digitoxigenina. Zn la‘realizaciﬁn de esg in-
vestigacidn fueron utilizados los thevetésidos obtenidos en
este proyecto. Estos thevetdsidos fueron transformados a di-
gitoxigenina,la que posteriormente se utilizé para la termi-
nacién del proyecto, por 1o que en este desarrollo no Se in-

cluye la transformacién de thevetdsidos a digitoxigenina.

0 7
/

OCH3
HO R

CH; 0 OH LVIII R= H-
0 LIX R= CH3CO-
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Desarrollo del trabajo

Hidré6lisis

La semilla de Thevetia se trituré en un molino de alta
potencia(7 caballos de fuerza) con cuchillas, se recolect$
en bolsas de tela porosa una harina semifina, la cual se ta
mizé a traves de una malla del No. 10, abertura 2.0 mm. $ Kg
de esta harina de Thevetia se depositaron en un matraz de -~
20 litros con 10 litros de agua y 1.25 g de acida de sodio
(para evitar contaminacién por hongos), la mezcla se incubé
a 37°C por 4 dias, tiempo suficiente para que la enzima the
vetasa hidrolizara los triglucésidos cardioténicos, el con~
tenido del matraz se filtré al vacfo, utilizando un filtro
ayuda de tierra de diatomeas, el s6lido se colocé en un re-
cipiente de pldstico y se dejb secar a temperatura ambiente
por 24 horas{opcionalmente se puede secar en una estufa, pe-

ro existe el peligro de caramelizacién de los carbohidratos)

Bxtraocién

5in haber secado completamente el hidrolizado, se depo
8ité en un matraz de 20 L. con 6 L de cloroformo, se calen
t6 a reflujo durante 5 horas, transcurrido este tiempo, se
enfrié a temperatura ambiente y se decanté a vasos de preci
pitado de 4 litros, la extraccién se repitié dos veces méds,
los extractos cloroférmicds se reunen, se evapord el disol-
vente a presién reducida y quedd un residuo aceitoso que -~

contenia la mezcla de monoglucésidos (thevetdsidos).
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Aislamiento

El residuo aceitoso se adiciond lentamente y con agita
ci6én vigorosa a un matraz con 1.2 litros de hexano, de esta
manera precipité un sélido amarillo, una vez que se agregd
todo el residuo se continué agitando por una hora, después
se recolectd el precipitado(mezcla de thevetdsidos) en un -
embudo Bifchner y finalmente,se desengr6- completamente
con éter empleando un extractor soxhlet, obteniendose 81.6 g
de mezcla de thevetésidos (1.63%4). ’

Se evapor$ completamente el hexano del filtrado; dejé
un residuo aceitoso que por su aspecto denominamos "aceite

de Thevetia". Obtuvimos 508 ml (10%) de este aceite.
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3~acetoxi~-1l4-—panhidrodigitoxigenina(LX)

Mdtodo A

Una mezcla de digitoxigenine (I)( 1 g, 2.67 mmol) ,
metanol(100 ml) y dcido clorhidrico concentrado al 35%
(0.2 m1) se calenté a reflujo durante 18 horas, se neu —
tralizé el dcido con solucién de bicarbonato de sodio al
10%, se evaporé el metanol hasta 1/3 del volumen, se adi
cioné agua frfa y se extrajo con cloroformo. El extracto
clorofdérmico se lavé con agua, secado con sulfato de 850~
dio anhidro, decantado y evaporado hasta sequedad. E1 -
producto crudo se pasé por una columna de cromatografia
con 25 g de gel de silice y eluido con n-hexano-acetato
de etilo(1:1), se recristalizé con metanol. Se obtuvie~
ron 112 mg de l4~panhidrodigitoxigenina, pf. 198-200 ;
IR (KBr) 3500,1780,1750,1720,1630,1450, 1175, 885 cm—1;
1 nvr (cDC13) & 0.8(s, 3H), 0.99(s,3H), 2.7(s, 1H),
4.28(s, 1H), 4.75(t, 2H), 5.22(4,1H), 5.87(t, 1H).

A 50 mg. de l4-panhidrodigitoxigenina se adicionaron
0.5 ml de anhidrido acético, se agitéd a temperaturs am-
biente durante una hora, después se afiadié 1 ml de agua
y se calentd a T70°C por 20 min., se extrajo con cloruro
de metileno. E1 extracto orgdnico se secé con sulfato de
sodio y se destilé hasta sequedad, el producto se recrisg’
taliz6é de acetato de etilo, se obtuvieron 45 mg de 3-ace-
toxi-l4-panhidrodigitoxigenina, pf. 162-164 ; IR (CHC13)
1785,1725, 1730, 1630, 895 cm™1; lm NMR (CDC1;) &
0,8(s, 3H), 2.97(b, 3H), 2.02(s, 3H), 2.69s, 1H), 4.7(%,
2H), 5.95(s; 14}, 5,2(s, 1H) 5.85(t,.1H).
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Método B

2.0 g (5.34 mmol) de digitoxigenina se suspendieron
en 5 ml de anhidrido acético, se adicionaron lentamente
50 mg (0.3 mmol) de cloruro ferrico , se disolvié total-
mente el precipitado, se dejd reaccionar por 5 min a tem
peratura ambiente y despuds se adicionaron 10 ml de agua
destilada, agitandose hasta precipitar el producto.de co
lor blanco, se filtrdé al vacfo. E1l producto crudd se se-
cd completamente y se recristalizé de acetato de etilo.
Se obtuvieron 1.82 g de 3~acetoxi-l4~panhidrodigitoxige-
niné, pf. 163-164. los datos espectroscédpicos resulta -

ron los mismos del compuesto obtenido por el método A.
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3-acetoxi~14p~15p-epoxidigitoxigenina (LXII)

900 mg. de N-yodosuccinimida se disolvieron en 30 ml
de acetdna y 90 ml de agua, esta solucidn se agregd a -
900 mg. de 3-acetoxi-l4-panhidrodigitoxigenina en 135 ml
de acetona, la mezcla se protegid de la luz forrando el
matraz con papel aluminio y se agité por 22 horas, se sis
guib el curso de la reaccidén por cromatograffa en placa
fina. Cuando la reaccidén no avanzo més se adicioné una so
lucién de 900 mg. de sulfito de sodio y 18 ml de agua. lLa
solucién se concentré hasta 1/3, se extrajo con cloruro
de metileno, los extractos se reunieron, se secaron sobre
sulfato de sodio y el disolvente se evapord hasta sequedad.
El producto crudo se cromatograffo en columna con 20g. de
gel de sflice y eluiddé con hexano -acetato de etilo(3;2),
se recritalizé de acetona-éter de petroleo, se obtuvieron
180 mg de 3-acetoxi-1l4p~15vepoxidigitoxigenina, pf. 1T74+175
IR (KBr) 1785, 1750, 1739, 1625, 1250, 1025, 890 cm™<;
la NMR (CDCl3) § 0.94(s, 3H), 1.01(s, 3H), 2.05(s, 3H)
2.72(s, 1H), 3.45(s, 1H), 4375(q, 2H), 5.05(s, 1H), 5.73
(t, 1H); espectro de masas m/e 414 (M'), calculado 414.
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Resultadog

En el método descrito para la extraccién y aislamiento
de thevetésidos , al tamizar la harina de Thevetia se obtu
vieron 463 de harina fina y 54% de cascara o desecho.

Del 46% de harina el 10% es aceite y 1.632% son thevet$
sidos. El rendimiento global de thevetdésidns y aceite resul

ta ser 2.75% y 4.6% respectivamente.

Al analizar los datos espectroscdpicos para las sustancias

preparadas , se obtuvieron los siguientes resultados:

14-p~-anhidrodigitoxigenina

Espectro de infrarrojo (espectro num. 1)

~f cm~1 Intensidad Grupo funcional

3500 y 1175 fuerte y media -~0H alargamiento
2870 y 2930 fuerte ¢-H (sat) »

1730, 1750 y 17283 fuerte C=0(butendlido)

1630 fuerte c=c @alargamiento

1459 fuerte ~CHo~ flexién en el plano
1382 media -CHy flexién en el plano
1059 fuerte C-0(butendlido)

385 y 859 media C=C~H flexidén en el plano

Enpectro de Resonancia Mrgnética Nucelear 1y (espectro num.2)

-— D T D A ot S ity A 4D e etnn St

desplazamiento § multiplicidad
9.9 sin,utede (3H) -CH, 17
o
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desplazamiento multiplicidad
0.99 singulete(3H) -CH3y , 19
2.70 singulete(1H) ~H , 17%
4.28 singulete(1H) -H, 3 =
4.75 triplete (2H) ~CHo~ 21
J= 2 Hz
5.22 doblete(3FH) ~C=C~-H 15 ¢
5.87 triplete(1H) -H, 22
J= 2 Hz

En 1.6 ppm se observa una seflal, que desaparece con agua

deuterada y fue asignada al -OH 3¢e.

3-acetoxi~14~f-anhidrodigitoxigenina

Bspectro de Infrarrojo’espectro num. 3)

~ ecm-1 Intensidad Grupo funcionmal

2945 y 2870 fuerte C-H(sat) alargamiento
1788, 1754, 17390 fuerte ¢=0(butendlido)

1633 fuerte C=C alargamiento
1455 fuerte ~-CH2~ flexidn

13890 fuerte ~CHy flexidn

1265 y 1040 fuerte c~-0 (butendlido)

895 y 867 media C=C-H flexion

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear 1H

desplazamiento J mualtiplicidad
0.8 singulete(3H) ~CHy, 18
7.97 singulete(3H) ~CH3y, 19




desplazamiento Y
2.02
2.63
4.7
5.05
5.2
5.35
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multiplicidad
singulete(3H)
singulete(1H)
triplete(2H)

singulete(1H)
singulete(1H)
triplete(1H)

J= 2 Hz

~0COCH3, 3¢
-H, 17
~CHp=, 21
-H, BJef--
~@=C-H 15§
~H, 22

Los rendimientos obtenidos para la s{ntesis de 3-aceto-

xi-1l4-@-anhidro digitoxigenina fueron;

Meétodo A 3.48 ;i
Método B 86 %

3-acetoxi—14@—15§-epoxidigitoxigenina

Espectro de Infrarrojo(espectro no. %)

-~ cm—1
3400-3590

2940 y 2875

1735, 1759 y 1739
1625

1455

1380

1259

1725

837 y 365

D G i Gy Gt S e e D Sant S D s G St S W S

intensidad

- O — - — . GUP v S St M Gt S Y

agua residual

grupo funcional

fuerte C-H(sat.) alargamiento
fuerte ¢c=0(butendlido)

media 8=C alargamiento
fuerte ~CHpo~ flexiocn

fuerte -CH, flexidn

fuerte ~0-(epdxido) alare.
fuerte ¢-0(butendlido)

media -0=C-H flexién




Ve

By

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear 1H (espectro num. 6)

desplazamiento & multiplicidad
0.94 singulete(3H) -CH3 18
1.01 singulete(3H) -CH3 19
2,905 singulete(3H) -0COCH3 3 3
2.72 singulete(1H) -H 1704
3.45 singulete(1H) -H 3a¢
4.75 cuadruplete({ 2H) -CHy~ 21

J = 2.5 Hz

+J= 1.5 Hz
5.05 singulete(1H) -8=C:H 15
5.73 triplete (1H) -H 22

J= 2.5 Hz

El rendimiento obtenido para este compuesto fue de 26%.

En el espectro de masas se observa una sefial para el ion
molecular a 414, la masda molecular calculada para el epdxido
fue de 414.
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VIII DISCUSION

En la téonice desarrollada para el aislamiento de mono
glucbgsidos cardendlidos a diferencia de otras técnicas ya -
publicadas, se hidrolizah los triglucésidos de la harins de
la semilla de Thevetia sin desgrasar, lo que implica un ahpo
rro de disolventes y menor trabajo. Por ejemplo, en el méto
do descrito por Helfenberger y Reichstein(8§), la harina
es desengrasada antes de hidrolizarse , realizando un gasto
de 6 litros de hexano por cada kilogramo de harina de Theve
tia. Ademds, al trabajar con grandes cantidades de material,
esta operacién se complica. Sin embargo, si se trabaja con
el material sin desgrasar(lo que no afecta en la hidrélisis)
en la extracoién con cloroformo y evaporacién del mismo, el
volumen se reduce aproximadamente a 10%. Cuando se precipita
y filtra la mezcla de monoglucdsidos, el material ge reduce
a un 4% que es fdcilmente desengrasado con poco disolvente.
Bn total, el gasto para 1 kg. de harina de Thevetia es de
430 ml de hexano y el trabajo es disminuido, porque ahora S0
lamente hay que dengrasar 40 g.

En lo que respecta  a la sintesis de cardioténicos; el
método A, que es una técnica ya publicada, nos proporciona
9.48/% de 3-acetoxi~l4-panhidrodigitoxigenina y el método B;
86%, esta técnica fue desarrollada en nuestros laboratorios.,
Ademds, en el primer método se utilizan dos pasos para lle—
gar al compuesto deseado; en el primer paso son .necesarias
18 horas de reflujo y el empieo de cromatograffa de columna

por la presencia de los isémeros Yy anhidrodigitoxigenina.
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3in embargo, en nuestro método, se emplean unicamente 5 ni
nutos en la reaccidn y el producto es fdcilmente purifioca—

do por recristalizacién.

En la preparacién del 3J~acetoxi-~14p-15(epoxidigitoxige
nina, se sospecha de la presencia del intermediario(ILXI),
que se transforma rédpidamente al epdxido, por 1o que no
se puede aislar, Ademds, esta reaccién no es completa porque

se aislé también materia prims.




IX.

lo"'
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CONCLUSIONES

En este trabajo de desarrobla un método para la utili
zacién del fruto de las especies de Thevetia, como =
fuente para la obtencidn de monoglucdsidos cardiacos,
gue por degradacién oxidativa se transforma a digito-
xigenina, la que es una materlia prima para el fesarro

llo de la investigacién en cardendlidos.

Esta técnica resulta ser mds prdctica y econdémica que

técnicas ya publicadas,

Se muestran métodos quimicos para la preparacidn de
J.acetoxi-l4-panhidrodigitoxigenina y 3—acetoxi—l¢@,15p
epoxidigitcxigenina, imtermediarios en la sintesis de

nuevos cardendélidos.

El 3-acetoxi~14p,15pepoxidigitoxigenina tiene uso poten
cial como cardioténico. Palta aun probar su espectro

terapéutico.
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X PROPUESTAS

Como ya se menciond anteriormente, la @-anhidrodigito
xigenina y el epéxido son posibles intermediarios en la
sintesis de nuevos cardenélidos, en base a esta considera«

cibén se proponen las siguientes sintesis.

0
7 o O Q =20
8302
~> OH i
—_—
1) NIS \
2) H
) HF OH P
_0
HF
- %
0 OH °F

3e prooonen estos compuestos porque los lé6~hidroxicar-
denbélidos y los compuestos fluorados tienen propiedades far

macolégicas muy apreciables.

Tambidn queda aun por realiz:r una cuidadosa evaluacién

biolégpica de la 3-ncetoxi~14(,15p~epoxidigitoxigenina,
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