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Ep affos  recientes - se ha despertado un  interés hacia la
cbtencion de farmacos a partir de recursos naturales poco
estudiados en nuestro pais, tal es el caso de la Digitalis
‘purpurea, especie originaria de Euwropa y Asia, que actualmente se

localiza en los Estados de Hidalgo, Fuebla, Veracruz, Guerrero, vy
Chiapas; donde crece en forma silvestre y escasa.
: La D. gpurpurea es una de las especies altamente explotada a
nivel mundial para 1la obtencidn de glucdsidos cardiacos como
digitoxina vy gitoxina, siendo el primero un farmaco de primera
eleccién en terapia cardiovascular y que México importa en su
totalidad (IMCE 1983). .

En el laboratorico de investigacidn en Farmacologia vy
Biotecnologis de 1a ENEP-Zaragora, se estd desarrollando un
programa de aobtencitn de cardioténicos mediante procesos
tradicionales y Biotecnoldgices a partir de especies de

Digitalis.
Los estudios relativos a la implementacidn de procesos
biotecnoldgicos se muestran como una alternativa para la

transformacién de glucédsidos cardiacos mediante .cultivos de
células vegetales de varias especies de Digitalis, las cuales
poseen la capacidad de biotransformar . sustratos como l1a
digitosina a digoxina vy purpurea glucédsido A; digitoxina y purpu-
rea glucdsido A a gitoxina y purpurea glucosido B (Fuwuya et al.
1270,1972); purpuwrea glucdsido A a acetil lanatdsido A, éste
dltimo hidrozilado en C-12 para dar lanatésido C (Reinhard
1974,1975), —los cardentlidos hidroxilados en C-12 tal como la
digoxina son los de mayor valor medicinal-. Posteriormente el em_
pleo del derivado B-metildigitoxina como sustrato de biotransfor
macion con células de D, lanata condujo a este mismo autor a
obtener casi 21 100% de hidrosilacién en C-12, resultando P—metil
digoxina como Unico producte,

En el presente trabajo se planted 1a obtencién de los
derivados de B-metildigitosina y B-acetildigitorina y su ensayo
como sustratos de bicotransformacidn cen cultivos celulares de D.
purpurea come parte del programa de seleccion de cultivos

capaces de realizar la hidrotilacidn especifica en C-12.



1. FUNDAMENTACION DEL TEMA.

Los glucdsidos cardiacos son uno de 1os- grupos.de  farmacas -
de mds importancia y mayor .empleo .en ~el’ tratamlento de

enfermedades cardiovasculares, estos i fdrmacos . obtenidos: de .

plantas producen en el corazén un  efecto ,1nutrap1cu ’pasxtivojg
{341,

La- hidrdlisis de estos compuestos con enﬁimas n por métodns‘
quimicos producen una lactona esteroidal y una'-o mds: moléculas de
azdcares. La porcidn no azucarada del glucésxdn ,esl llamada
genina. E N
La unidn entre la genina y el azucar se estable:e med1ante :
un enlace glucosidico en el grupo q—h1drax1 del esteroide y el
carbono anomérico. : o >

Los glucdsidos cardiacos - - son obtenidns cde fuenteS'
naturales, principalmente de las especies Digxtglls lgggta Yy
Digitalis purpurea, las cuales han sidao ut;llaadas en Eurapa y laf
Union Americana desde hace mucho t1empo.

Descripcion Botanica.

La D.purpirea es una planta que cre:e en montafas de cierta
altura vy por todos los montes de-Europa Atlantica, incluso en
algunas partes de América. Esta planta es aldctona y se encuentra
en México especialmente en el estado de Puebla; fue introducida
al pals desde Inglaterra, cultivada y dejada crecer en forma
silvestre o de manera exdtica -Giral F. 1986—~. Es una planta que
puede alcancar y superar el metro de altura, su tallo es un poco
peludo, al igual que sus hojas de forma oval & lanceolada; estas
pueden medir de 10 a 35 cm de longitud y de 4 a 11 cm de ancho.

Las flores tienen cierto pedunculeo, son muy npumerosas y se
cagn en racimes. Su corola es campaniforme, pero vuelta hacia
abajo, la cara externa de los pétalos es igual en todas las
flores vy el interior es rosado con manchas blancas y negras. En
algunas flores es completamente blanco. Fig., 1.

Posee digitorina en 0.2 a 0.3%, el purpurea glucédsido A y B,
digitalina, gitalina, gitoxina, glucogitaloiina, saponina, digi-.
tonina, un aceite volatil que contiene estearopteno, digitalos—
mina, la cuwal tiene un olor nauseabundo y sabor amargo, Acido
antiarrinica, una enzima oxidasa en hojas recién secadas y una
pequefra cantidad de acido tanico. (21, .

La proporcidn en 1a cual los componentes de la digitalis
estdn presentes depende no sdlo de la especie, la zubespecie, la
variedad y raza bioldgica a la que pertenece, también depende de
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Fig. 1. Es do de D. plrpurea

la. manera. en como se desecan las honjas y Como se  conservan
—debido:a.las enzimas presentes—, asi como de. .las condiciones
alas’cuales ocurre la extraccion. . )

wokaldigitodina y la digoxina (Fig. 2) poseen un esqueleto
-esteroidal . 14 hidroxilo y ambas contienen una lactona insaturada
en posicion 17 B y una unidn glucosidica en posicidn 3 B.

Solo‘difieren entre si por la presencia de un grupo hidroxilo en
C~12 en el casc de la digoxina, confiriéndole una mayor potencia.’

Autores como Granwold, Caspi, Jacobson et al,(18, 7, .27), .
han . encontrado que la ruta biosintética en la planta para un
cardenolido es la de un estercide partiende de acetil-Co-A vy
teniendo como intermediarios el Acido mevaldnico, el escualeno,
el colesterol, 1la pregnenolona y la progesterona. A partir de
este Ultimo intermadiario la formacion del anillo lactona
caracteristico de cardendlidos puede ser llevada a cabo por una
ruta alternativa como la de los Acidos norcolanoicos o de 1los
pregnanos L[3%].
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Fig: 2.7 Estructura ‘base ‘de ‘un-Cardioténico.



La actividad farmacoldgica res;de ‘las. ‘geninas. G5in
embargo las moléculas de azucar modi fican la solubxlxdad y 1las
propiedades para distribuirse, - ellas influencian principalmente
su absorcion. B

Segun F, Kaiser (303 las propiedades de un cardiotdénico
ideal son:

a. Absorcion completa

b. Inicio rdpido de accioén

¢, Reduccion de la acumulacion en el organismo, mediante un
incremento en la velocidad de eliminacidén.

En general, las actividades de las geninas son de corta
duracidn en comparacidn con los glucdsideps cardiacos y por tanto
las geninas no se emplean terapeuticamente.

Para su actividad todos los cardiotdnicos tiemren 1los
sustituyentes (OH,azdcares, lactonal) en posicion F con respecto
al plano esteroidal; un OH en posicion 14 vy la lactona en
posicidn 178 que puede ser de S & 6 miembros, aunque espec1+1:a
mente es importante su densidad electrénica,

Donde :

Abé,ﬁétéfoééumn

SR ' R y R' = hidrggenos



Deben  estar presentesilas:iuniones. cis / trans / cie de los
anillos A ¥y By BUy-CyCly Dijrespectivamente - en: &l nicleo
esteroidal .del cardictonice Fig.. 3. i . :

‘ o s lana ; cHs

FV’O

Fig. 3. Representacién de la unidn de los anillos esteroidales.

Finalmente cabe seffalar que su mecanismo de accidn no ha
sido establecidp, algunos auvtores come Belbert £14] opinan que
s6lo actuvan por inhibicién de la bomba de Na+ y K+ ATPasa en me-
nor o mayor grado Yy otros (581 sehalan que actua  sobre un
receptor en el miscule cardiaco pero aun no ha sido localizado.

LLa transformacion de digitoxina en digoxina se muestra difi-
cil por via quimica debido a la naturaleza 14bil del grupo
hidroxilo en C-14, el cual es facilmente removido en condiciones
dcidas (49). Esta limitante para producir cardiotdnicos par
medios quimicos de manera eficiente, ha orientado a realizar
modificaciones quimicas en la digitoxigernina con el objeto de au-
mentar  su actividad farmacoltgica, como por ejemplo la oxidacidn
del OH de la posicidan 3 de la digitoxigenina, ¢ la introduccidn
de haldgeno, ¢ de derivados sul fonados, Tabla f.

No obstante esta diversidad de compuestos, las caracteric—
ticas intrinsecas que poseen 1os cardioténicos de origen patural
les confieren un uso preferente, como ec el caso de la digoxina
que por otra parte ha ocasionado problemas de acumuiacion de
digitorina en paises como Alemania (221, uno de los principales
productores de éste tipo de farmacos;: de ahi que se buscaran
alternativas para el uso de este "subproducto". Una de ellas ha
sida llevada a cabo por Reinhard (2), qguién affadio digitoxina
y encontrd la formacidn de digoxina junto con purpurea glucédsido
A.
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Fostariormente mostrd gque cuando sa agreqga- E—mﬂt11d1q1to'ina
como sustrato de las ceélules en  suspension " de ta
transformacion sze dirige unicamente a.la foraacidn de @~n=t1!dx_

goxina, siendo este producto mas potente que 1a dxqosxnu; Fig. 4.

Q
CHy oH Tt )
CH CRS
H CHS Hé
Oy
B-metildigitoxina c¢élulas

vegetales

OH Gy
E-metildigoxina

Fig. 4. BRiotransformacién de ?—metxldxgxtu;xna an
F-n>ttld196n1na L2 ].
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Fig. 5. Biotransformacién de g«—acetxldlgxtomna en’
{*-aceuldxgonxna £21.



1. Metilacidn.  Autores . come Halomori, Hawort y Purdie no han
encontrado una regla que i1ndique, al menos en la mclécula de
glucesa, cual ‘de tedos los odhidrilos es mas activo sin
considerar 21 OH del carbono anomérice, pero se menciona  que
puede estar 2n funcidn de la base vy del disolvente empleado (431,
en ecte caco la reaccidn debe efectuarse en el oxhidrilo de la
posicidn 4 de la digitonosa terminal. En la sintesis normal de
éteres de Williamzon (RD 4+ R'X —----= * ROR® 4 ¥~ , donde
X= haldgeno) debe prepararse el alcoxide mediante una base fuerte
para dar iones alcdnides, come por ejemplo el hidrurc de sodio.
El hidronido de estroncio es una base suficientemente fuerte para
dar iones alcoxidos en el caso de carbohidratos, dado el efecto
inductive de los  demde dtomos electroneqativos de oulgeno en
carbones ~ecinnsgy  haciendo gue cads grupo oxhidrile sea algo mas
aAcido que el de un alcehol ordinario.

En estas condiciones el enlace glucosidico es estable (82,
Por lo tanto se deccartaron los siguientes tipos de metilacidn:

. a. Con =sulfato de digetilo en sosa acunsa, este reactivo

inactiva la formacidn del ion alcoxido por la presencia de agua.
. Diazometano en triflucboro-eterato, el cual presenta
preblemas de solubilidad de la digitoxina E191.

-

Digitoxina = R-QH - o : E = Sr(OH

10



2. Acetilacién. No obstante que eristen variocs mnétedos .de
acetilacidn ([543 como por ejemplo: anhidrido acético con cloruro
de :zinc & acetato de codio como catalitador, anhidrido acé®tico
mezclado con Aacido aceético y édcido perclorico como catalizador;
la seleccidn del método a emplear estd determinado por 1a natu-
raleza del oxhidrilo a acetilar, en este caso el oxhidrilo de la
posicion cuatro de la digito:xosa terainal. De ahi que los méto-
dos antes mencionados fueran rechazados: el primero porque no
es capaz de activar este OH y el segundo porgue el &cido per-
cldrico @5 tan fuerte que se corre el riesgo de hidrolizar los
azdcares de la digitonina (Fig.2),

El me#todo de acetilacion con Acido acético que emplea a la
Diciclohexilcarbodiimida como catalizador favorece este tipo- de
reaccisn debido a que la DCC, reacciona con el acido carbouilico
produciendo un intermediario con el grupo saliente en forma de
diciclohexilurea, "teniéndose como resultado que la molécula de
digitokina pueda sufrir acetilacion [481.

Digitorina = R—-0OH

O

11



i1. PL;;NrEAN_I ENTO DEL ERGE«L};m‘; OEJETIVO.E HIPOTESIS.

.

La obtenclén de cardloténxcos con una buena actividad
farmacoldégica se muestra dificil ‘por via quimica, debido a la na-
turalesa ! 1abil o del OH en.C-14 . que es FAcilmente removido en
condiciones ‘Acidas chando © se intenta la transformacién de
d1gxtnx1na Can d:goxxna'doma ha side demostrado  por séndheimer

i L‘l'?']. e !
: De ahi que e presente la alternativa de e+ectuar reacciones

aglicdn - de eétas mo]étulas, 1as CualEB presentan mayor actividad.

B, Opjetivos

Ry Dbtené{én y.caracteri"acinKde 1a B-metildigitorina vy
f-acetildigitonina.a . partir.de digitoxina estandar vy
'obtenlda de- un ey tracto de planfa D. purpuresa. -

2, Ensayo-delos derlvadns‘de‘dxgltouxna como sustratos de
“ biotransformacion con’ células:de D.. pUrpUrEaA.

So realizord 1z me*zlaclbn.y acetzlacxén de digitoxina para
obtensr sustratos mag: =speci{i:o= ‘y-con mayor capacidad para
sufrir hidro<ilacion en.el’ L—l“ por accidén de células de

D. gurgurﬂa en qu:pr-n:xén. i :

P
¥



III. MATERIALES Y METODOS.

matraces Erlenmeyer de S00 ml

probetas de S0 ml
buretas de 25 ml
matraz bola 100 ml

matraz bola de tres bocas 100 @l

embudos tallo largo

barras magnéticas E B .

recipients de plastice 41. : :

soporteg universal

anillos de fierro

pinzas de I dedos con nues

embudo de separacién de 1000 ml. -

embudo de separacidn de 125 ml .

papel filtro Whatman no. 40

] o

1 termémetro de —10 C a 400 C -
placas de vidrio para CCF 'de 't

1 camara para cromatografia en capa’

[ NA N NSRS R N NS

E. Eguipo

Tanque de nitrdgeno

Caframo mcd. Wiarton Ont, Stirrer type RIRI

Rotavapor mod. Buchi. Lab. Tech AG-CH-3239 Flawil/Schaeez. . 133833
Equipo de destilacidr, 24/40 Pyrex v " .
Folarimetro/ Bausch and Lomb cat 33.40.10 serial Q9Z1027R
Aparate para punto de fusion Fisher-Jones. ) 3

Balanza analitica Mettler

Espectrofotdmetro de IR Unicam SPIQSQ

Espectrofotometro de RMM Varian €M J601



Acetato de etilo
Acetona

Acido acético

Acido clorhidrico
Acido tricloroacético
Aldmina

Anhidrido acetico
Cloramina T
Claraformo
Diciclohexilcarbodiimida
Digitoxina

Dimetil formamida
Etanol

Eter etilico

Eter de petrdleo

Heptano

Hidréxido de sodio
Metanol

Nitrato de estroncio
Piridina

Sulfato de dimetilo
Silica gel para columna
Sitica gel para CCF F

Sigmé*

I Raker
W

"
el
o Mercki o
JT Baker
"

50 254

Tolueno
Oxido de plomo

JT Baker

14




D. Metodologia

1. Preparacion de hidréoxido de estroncio Sr (OH) .8 H O
2 2

A 2 g de nitrato de estroncio disueltos en 3 ml de agua
destilada se adicionaron 3 g de hidroxido de sodio disueltos en
un ml de agua, 1la splucidn se colocd en hielo para aobtener los
cristales de hidrozido de estroncio. Si se desea purificar el
producto se redisuelve en agua destilada recién hervida, se
evapora, se filtra en embudo Blichner y se enjuaga con agua fria.

Se evito la expusicidon prolongada del producto con el medio
ambiente, ya que tiende a carbonatarse. El rendimiento fue del
75%, Debido a la facil carbonatacidn que presenta el hidroxzido de
estroncio fue necesario efectuar su valoracidn, la cual se
realizéd de manera siguiente:

Se pesd aprozimadamente 0.1 g de hidréxido de estroncio y se
disolvio con 20 ml de agua recien hervida en un matraz Erlenmeyer

de S0 ml, se adicipnd fenolftaleina y se tituld con Acido
clorhidrico 0.5 N para encontrar la alcalinidad impartida como
hidréoxido, Fara encontrar 1la alcalinidad impartida comt

carbonato, se adiciond anaranjado de metileo a la misma solucidén vy
se titulo con Acido clorhidrico.

Cada ml de 4&cido clerhidrico 0.5 N requerido para el punto
final con fenolftaleina s equivalente a &66.45 mg de hidroxido de
estroncio y cada ml de Acido clorhidrico 0.5 N requerido para el
punto final con anaranjado de metilo es eguivalente a 36.9 mg de
carbonatoc de estroncio.

15
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1. Recoleccidn

Esta se realizo cuando la planta tenfa un afo y aedio de
edad, se menciona que la maitima concentracidn de cardiotonicos en
la planta se alcanza en dias soleados y al medio dia, despuds de
éste tiempo comienzan a decrecer, ya gque los glucotsidos emigranan
a otras partes de la planta, Por lo tanto 1a recoleceidn se efec-
tud bajo las condiciones seflaladas y las hojas fueron colectadas
de la parte media de la planta, las mds enteras y mds sanas, ade-—
MAS cuando empezaban a abrir ias flores de la planta, esto se re—

alizd en los meses de agosto a noviembre.

2. Secado

Esta operacion se efectud en las hojas recién cortadas con
el fin de inactivar laz enzimas responsables de la degradacién de
los - glucodsidos digitaliceos. 8i las hojas no eran inmaediatamente
secadas se guardaban en un cuarto frio a -5 grados centigrados.

El secadn se llevo a cabo en una estufa de charolas con co-~
rriente  de-aire a 60 grados centigrados, aunque previamente se
realizd un presecado del material por simple exposicion al sol.,

3. Mol lenda

A -Una . ver gecadas las hojas, se aolieron dos veces  en un
‘moling manual para obtener un tamafo de particula malla 20-30.
‘61 no se van a usar pronto,. las hnjas deben conservarse en
frascos de cristal y tapdn esmerilado siendo envasadas en dias de
buen .gal -y aire seco, va envasadas se deben guardar al abrigo de’
la-luz vy la humedad. . S

a. Se molieron 5S0C

b. Se adicionaron cuatra. 1
mediante un caframo a. la velnc"dad B(ﬁbr k4 1txcuatro
horas. ; S SR ; .




fla méhxma cantxdﬂd de etannl

—petréleo-heptano St 1)[
S veloeidad’ 10 por 30 ‘min
3pleta.

Se concentré pl E\tractc en un rctavap hastaeliminar -

zcla de'éter de
‘caframo a“la-
un-dia com—

Se elxmlno 1a grasa cnn 7

La‘fase organlca se separd de la ‘acuosa y se procedid a

-eliminar. las clorofilas’ con una solucion de 75 g de

acetato 'de plomo 2n 500 a1 de agua destilada a una tempe

‘ratura controlada de 59 grados centigrados.

-lLas.clorofilas precipitadas se eliminaron por filtracién

can .embudo Blichner.

Al filtrado obtenido del paso anterior se le extrajo el
conjunto de glucdsidos cardiacos con tres porciones de
350 'ml c/u (por separado) de cloroformo por 20 minutos,
utilizando el caframo a la velociodad 9.

Se concentrd el clorcformo y se prncedxé a separar la
digitoxina cruda.

La digitoxina cruda se separd mediante placas preparati-~
vas usando como sistema de eluciédn cloroformo-metanol
{F 1)

Fara terminar de purificar el crudo ocbtenido, se dispersd
en una solucion de acetato de etilo - metanol - agua
(77:1.5:1.9), de esta manera se disuelven las clorofilas
remanentes y precipita la digitosina cruda [373.

1=



luenospor goteo’a’”

gitacien de la

Cmezclaspor ! a temperatura ambxent

Al cabo de este t1empo la me"cla ‘se 25 Ul de
clvbrcfbrmfj,"'éef f'iltré sobre 5111ca '(':dbri_‘:i‘vj"m"l declg:

ncentréavacio Ly

‘sa’ separo preparativa, -

empleands .. como -‘xqtema da elu:lbn cla t'arjnl‘,- (9:1), el

procesa. s
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1501V1erun 500 m:lxgramns

enf7‘m1 de pirid1na, se mezclaron
" baho maria a 5 C, después  se
o de adicidn 1.5 ml de una.-mezcla de

2:1), junto con 1.5 gramoes

y;xclnhexiicarbodiimida previamente fundida;

‘por-filtracién en embudo Elichner y se puri-—

de elL fan= clnroformo metanol (?:1), SYe realizd la acetilacion

en el dar de dxg:tomlna y en el crudo de dxg1tna1na obtenido

de la plantn.
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7.  "Ensayos de Biectransformacion” £33

‘Cultivo en suspensian

En condiciones de asepsia se tomaron 5 g de tejido calloso
tivo que contenia 5O ml de medio nutritive Schenk-Hildebrant,A-13
A-23 A-F 6 D (tabla 2 y 3), el cultivo se dejd desarrollar hasta
sy maxime crecimiento (previamente determinado en cada medio). A
partir de esta suspension se procedid a hacer un subcultivo to-
mando una alicuota del sobrenadante que se depositd en 30 ml . de
medio fresco correspondiente. El subcultivo se dejé desarrollar
por I dlas a 24 grados centigrados, agitacidn 100 rom vy fotope-
riodo normal; enseguida se agrego el sustrato P-metildigitoiina
{1mg/ml)  disuelto en metanecl al 50¥%, e continud la incubacién
del cultivo y cada tres dias se tomd una alicuota del medio para
evaluar la transformacidn del sustrato. Cada allcuota de la
cingtica de biotransformacion se filtrd; el filtrado se eutrajo
con S ml de cloroformo por Ytres veces, se Jjuntaron estos
extractos y se evaporarcn a cequedad bajo presion reducida. El
residun se redisolvid en 0.5 ml de cloroformo-m-tanol (1: 1), de
esta solucion se depositd una muestra en una placa cromatografica
de silica gel, asl como estandares de digitoxina, P-metildigitoxi
na, y f-metildigo:nina. La placa se desarrolld en un zistema de di
solventes cloroformao-metanol 7:1, los compuestos se detectaron
por revelado con solucidn de Acido tricloreacétice-cloramina T vy
calentamiento a 100 grados centigrados.
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iTnBLn 2. Campoaxcxbn del: med1o nutr;tlvo Shenck Hxldebrant

i mg/ml

K1

Cus0 .5 HO
4 2

Na MoD .2 H O

2 4 2

CoCl .6 HOD
2 2

FeSO .7 H O
4. . 2
Na EDTA
2

Sacarosa
pH




tohormonas .
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10 RESULTADUS . V. DISCUSION.

A. Crudo de digitopina

Se obtuvieron 3.6 g . de crudo de cdrdiotédnicos totales que re
presentan un 0.42% en base seca .con .respecto. a los 500 g de hoja,
considerandose aceptable puesto que- “entra‘“en el rango reportado en
la literatura (0.15-0.4 % con no menas de 0.¢/ como digitorinal,
59,141,

MEﬁflaiQIﬁoxina se

Rotacisn
‘dptica .

~Rebortado-

Ewperimental . “150.C, 210

i. Rengimiento

Los factores que influyeron de manera importante en el
rendimtiento de la reaccion fueron:

a. Control estricto de la humedad. La cual fue un  factor
critico ya que de estar presente el agua, el ion alcéduido
raevertia al 0OH original (ver mecanismo de reaccidn pag. 10),

Una manera de evitar la humedad en el seno de la reaccidon fue la
presencia de aldmina [58]1 vy la otra no menos importante fue 1la
urificacion y destilade de displventes.



b, .Cantidsd vy tipo de hase wopleada. El hidrdilido  de:
estroncio fua 1a base adecuada psra sustragr =1 protén del OH  de
la posicién 4 de la digitouicsa terminal ~dadas 1l as
caracteri{sticas de gue ese hidroxilo es de un carbohidrato- [51],
sin. ucasionar la degradacion de la digitoxins (461, como ccurre
en el caso de emplearse hidréxido de sodio.

La concentracién relativamente alta del nucleafilo -ion al
corido- vy de la base -hidroxido de estroncio- permitieron’ una
reaccion del tipo SN (bimolecular),  asi comp de les - disolventes

2

aproticos como la dimetil formamida y el tnluenn los cuales fueron
capacez de no csolvatar el ion alcéxido. formade por. lo..que
prabablemente aumente su nucleofilicidad vy permite el pragreso de
la reacci1on. (203,

c. Agente metilante -sulfato de dimetilo-, ‘debido a 1la
temperatura y humedad ambientes este reactivo empieza a
hidrolizarse en Acido sulfdarice y metanol, por lo que fue
necesario agregar piridina que actud como una base débil ({311,
para evitar que el &cido sulfdrico producto de la hidrolisis del
agente wmetilante degradara a la digitoxina metilada pasado el
tiempo de reaccid de metilacidn.

£1 burbuiec de nitrogeno permitid contar con una atmdsfera
inerte y evitar que la base se carbonatara en detrimente de la
reccian . La temperatura baja  ayudd a que la reaccidn de
metilacion s0lo se dirigiera a wn hildrodilo de la digitoxina,

Las limitaciones del me¢todo de la reaccidn de metilacien
fuer-on las siguientes:

- La dimetilformamida; aunque éste disolvente favorece la
reaccian de metilacidn, tiene Bl inconveniente de que provoca
baja recuperacidn de Ya R-metildigitoxina, por la dificultad de
elimiriarla {11), 1o cual trae como consecuencia diesminucidn del
rendimiento.

-El hecho de contar con una metcla de reaccidn de dos fases,
una liquida constituida por tolueno, dimetilformamida v sulfato
de dimetilo en los cuales ce encuentra disuelta la digitovina vy
uha fase solida constituida por el hidrouido de estroncio vy la
altimina va que en la literatura se reporta que estas treacciones
por o tener una adecuada csuperficie de contacto producen
randimientos bajos [321.

[)
4]



Con respecto al ‘método reportado de ,‘purificacién 'y
recuporacidn de. @-met11d1gitax1na que.consistio “en una
distribucien multlplxcat1va"—medxante el uso, de ‘diszolventes- se
observd que disminula el rendimiento,. por lo: tantu se-opto por
emplear: ‘la’ - cromatografia ..preparativa, obten:énduse “mejores
resul tados. S . TEL

‘Una ‘vez-wrealizada -la-reaccidon de metilacidn tanto en el
crudo [ como en el estindar:. de.digitoxina, - se tomaron placas de
Ccramatografia.en capa fina donde se revelé un compuesto con un ®
B : R F
de: 0,72, mayor’ al. de l'a digitowina gue queds sin reaccionar e
~igual al da la Brmetildigitonina estandar. Esta determinacion es
muy s importanta. porque-- permite corroborar si la reaccion de
metilacién’ ha ofurridei-Cabe sefalar que el crudo contenia cierta
SCantidad “de gitoxina.la:cual probablemente se metiléd dando lugar
Tatlar apar1C\dn de un - compuesto con-un R “mayor a la gitoxina,
. p F

2. Punta do Fusidn.

Este fue determinado con el objeto de identificar a la B-me_
tildigitoxina, la cual mostré dos puntos de fusién, 150 y 210
qrados centigrados que pueden ser interpretados como
modificaciones polimérficas L[33].

20 o
Al  comparar el dato [ &) = +2.3 reportado en la
D <]
literatura, con el gque se determind de + 2,36., se infiere que

s2 tiene un compuesto de pureza dptica aceptable [563.



&, Ensayos de biotransformacidn

‘Las  diferentes cinéticas de biotransformcidn con adicién de

- digitoxina al cultivo celular de D: purpurea mostraron la

Cconversion  a purpurea glucoésido A, . estos resultados concuerdan

con los reportados por Reinhard. PFor otra parte couando se
adiciond P-metildigitoxina a 1los. cultivos, se observe la
aparicién incipiente de digitoxina y digmtina “(fig 8); la
formaci on de este wultimo producto: origina una serie de
especulaciones respecto al tipo de reacciones que efectdan los
cultivos celwlares de D. purpurea, vya gque se esperaba la

transformacidn especifica a @—metildigowina.

)
o
euy ediulas
Yogetulea
-
-
Nsi‘soxinn Purpires glucésido A
h
.
)
eélflas
vegeftales

Digoxina

Fig. 8. Reacciones de biotransformacidn efectuadas .por las
ceélulas de D. purpurea.



B.2 p-acetildigitoxina "

" Tedrico

‘Experimental

Los factores que influyeron en la reaccidn de acetilacién
“fueron los siguientes:

'a. Activacion del OH de la digitoxina en la digitoxosa
terminal con el agente adecuade, lo cual se llevd a cabo por
medio de la diciclohexilcarbodiimida -DCC-.

b, Control de humedad. En la reaccion éste se llevd a cabo
mediante el emplen de anhidrido acético y un reactor perfectamen-
te cerrado, de ahi que la adicidn de reactivos -DCC, &cido aceé-—
tico y el mismo anhidrido acético- se realizara a través de
un embudo de adicién y la DCC no se transformara en Diciclohexil-
urea (48B3,

c. Temperatura, en la reaccién fue controlada a 40 grados
centigrados por 1as razones siguientes:

i. Para obtener una mayor cantidad de isdmero B (251,
ii. Porgue de rebasar los 40 grados centigrados, podria
ocurrir una acetilacidén completa de la molécula de
digitonina [2&3.



b, Al igual que la reaccion de metilacidn tuve la limitante
de - presentar una mezcla de reaccion bifasica: - la’ fase 1liquida
caonstituida por piridina, 4cido aceético, anhidrido. acético, en
los cuales se disolvio la digitorina, y una fase solida formada
por la DCC, 1lo cual repercutié de manera  importante en el
rendimienta, porque en estas reacciones la superficie de contacto
no es alta como ya se mencione anteriormente [32],

e. El método de purificacidn por cromatografia preparativa
tambien influyd en el rendimiento; la cromatografia en columna
tal ver sea una alternativa para mejorarlo.

Por ultimo se considera gue el rendimiento fue adecuado
tomando en cuenta las caracteristicas de éste tipo de reacciones,
aunque cabe aclarar gue no se pudo contar con un dato tedrico.

2. Determinacién da R
F

Las muestras acetiladas de digitosina estandar y del crudo
fueron aplicadas en placas de cromatografia on capa fina, donde
se detarmind un R de 0.4%7 que correspondia caon el esténdar de

F
fracetildigite:nina, el cual estd acetilado en posicion 3 y el que
se obtuvo estd acetilado también en la Wltima digitoxesa terminal
pero en posicion 4; se procedid a compararloes por ser isdmeros:

3. Bunto de fusion

La PB-acetildigitoxina presentd dos puntos de fusidn. (al”
igual que 1a digito:iina metilada) que fueron 1860y 220 gradns-
centigrados, los cuales se interpretaren como un- pohmnrf;smo.,
como ya se menciond anteriormente [£333. -




o .

Esta constante tuvo el wvalor de + 16.17 , po s2 conbtd con
un . valor reportado en la literatura con el cual compararico.

Martindale (761 cehmala gque la forma beta-de la digitorina a
cetilada obtenida del lanatdsido @A, es mas insoluble. .en.
soluciones acuosas que la forma alfa, tanto una como la  otra
presentan actividad, pero si se contempla este problema desde el
punto de vista estabilidad de un medicamento y haciendo analogia
con el compuesto acetilado an 4, seria conveniente trabajar con
la forma alfa en lugar de la forma beta. :

Stoll, Kreis [50], quienes han trabajado con P-acetildigito_
#ina obtenida del lanatésido A, mencionan gque la forma alfa de
la digitoxina acetilada puede ser obtenida de la forma beta por
reflujo con alguwno de los siguientes disolventes:  metanol, .
etancl, alcohol isopropilico, solucidn de Acido acético Q.1N
0 solucion de piridina en agua, en una proporcion dé S partes de:
digitoxina acetilada en beta con quinientas partes de disoclvente,.

=3yl
a

Dentro de los objetivos de este trabajo estaba realizar los
ensayos de biotransformacién de los derivados de digitoxina
considerande que la B-acetildigitoxina acetilada er 4 podria su-
frir una hidroxilacién en C-12, -mediante células de D. purpuroa-
para transfarmarse en P-acetildigosina; sin eabargo se optd por
determinar su actividad farmacoldgica en base & que 1la
f-acetildigoxina tiene la misma actividad farmacolegica que 1a
digoxina - no seria redituable obtener un producto con la misma
actividad~ y porque la f-acetildigitozina cbtenida del lanatdsido
A es menos petente que la digitoxina como  férmaco  -pero  se
prefiere por seor menos térica-,

For lo tanto la determinacidn farmacoldaica consistid en
probar a la f~acetildigitonina en miscuwle cardiaco de perro (44),
encontrandose una potencia aparentements similar a la digitoenina,

-b
la cual a la concentracidn de 5 X 10 ug/ml presentd actividad
a los cinco minutos; a los seis minutos presentd los  efectos
toxnicos de un cardiotonico normal. Estos estudios habria que
confirmarlos especialmente en su absorcidén ya que la modificacidn
que se hizo fue en uno de los atvcares, los cuales dirigen  esa
propiedad en mayor o menor grado y no 2] estercide gque es donde
reside la actividad del cardioténico (4],



Cabe seffal arse que la digitorina es una molécula grande que
al introducirle ya sea un grupo metilo & acetilo produce en los
espectros de IR vy -RMN, " una modificacién especifica en las
seffales, no alterando en gran medida las sefales de la estructura

" base 'de la digitoxina para’IR (KBr) 3500, 2940, 2330, 1750, 1480~
‘ : C -1 1
1620, 1485-1445, 14ou~14°5 Yy "11§0-1070 cm y para H NhR CCDC1 ,

. -
(CH ) §11 § . o.e4 (d,oH), 1.15 (d,3H), 3.25 (5,5H), 4.0 (s,1H),
4
< (5 1H) . las cuales snn muy sxmxlares a sus derivados, por lo
F\nto lﬂs %eﬁ1l?9 selresumen en las tablas &'y 7 re%pectxvamente.

En. el espectro IR de la digitoxina metxlada F:g.-iO, Tfue
d1¥1C11 1danti¥1car plenamente la presencia del grupo metoxzilo,.
-1 i
el cual,qenerelmente se observa entre 2830-2815% cm  , paro- existe
el - problema de que la seflal gueda traslapada con.la . seffal. de
- —1
interaccion C-H que se encuentra entre aZOO-;bOO‘ , ‘aungue este
grupao también puede observarse entre 144601410 cm -, laé demas
sefales como se aprecia en la tabla &y la--figura 9, sen
similares a la digitoxina. L

b. Besonancia magneética puslear
En el espectro de resonancia para Yar d1g1tnxina metilada
Fig. 13 aparecen las siguientes seﬁales~‘

H NHR [CDCl ,{CH ) 5i1 S .84 (d,3H), 1.15° (d,SH) 2.9‘q.a(m,4H)
34 ' .
I.57¢s 3H) 4 O {syiH), 5.0, (s, 1H) .

il
-



En la region de aproximadamente 3.5 ppm se observa una sefflal fina
caracteri{stica de los hidrdégenos de un metoxilo, la cual no desa-
parece al hacer el intercambic con agua deuterada, como se ve en
la Fig. 14, con 1o que se coanprusba la presencia de un metoxilo
en la digitoxina. Los espectros de RMN de la digitoxina metilada
y de intercambio con agua deuterada son similares a los de la
digitoxina estandar, tabla 7 y Fig 12.

Con la salvedad de que en 1a seffal de 1os hidrdgencs de los
axhidrilos aparece un multiplete.

C.2 Egpectroscopia para la g—acetildiqitoxiha

Las sefales que nos confirman-la presencia del grupo acetilo
. o -1
son -principalmente a los 1365, 7:.1250,. 1240, 1165 cm , Fig. 11,
todas las demds seflales son similares-a ‘la digitoswina estandar,
Fig. 9, tabla &. : .

En el espectro de resonancia para la digitoxina ‘acetilada

Fig. 15, aparecen las siguientes sefales: : Tl

1 S )

H NMR [CDCl , (CH ) $i3§ 0.84 (d,3H), 1.15 (d,3H); 2,0 (d,3H),
3 Z 4

3.23 (s,4H), 4.0 (s,1H), 5.0 (s,1H). La  sefal que se observa

aproximadamente a las 2 ppm {(doblete) en la digitorxina acetilada
ez caracteristica de acetilo. Esta sefal no desaparecid al
realirar e} intercambio con aqua deuterada 1o que viene a
corrphorar la presencia de este grupo, Fig. 1é.

Las demas seffales son similares a la digitoxina estandar Fig., 12
tabla 7.

(2]
*)



TABLA b, As:gnac:én de seﬁales ‘de los espectros IR de la dlq1to-;f
cnina- y ‘sus’ der:vadns (@—met1]d:gxtox1navy i igi

toxxna).~
SR L Intensidad del o e
Frecuenc1a cm' Y 1. absoreion: U CEnlaces o grupos ..
=880~ 3oao : S s Vibracitn longitudinal de OH
IGO0 - : Asaciacion de polimeros o
: : enlace intramolecular.
320042500j:'~ T m Quelacitn intramolecular,

puente de hidrdgeno y cartoni-—
lo, si no apareceYCH puede
aparecer como meseta.

f . Vibraciones longitudinales C-H

2962-2853
: alcano Pas, VY s.

"2960

:_;"ﬂego—ﬁaxg el CH - en -0OCH
3_2830 1a60- 1410>J3 SRR 3 3
' £ Vibraciones longitudinal es’ de

1760-1740"
G ésteres deplactona y carbonilo

f Ester con intensidad inter-—
: /.a media entre cetona y carboxilo
1680-1620 L . " Vibracién leongitudinal del en-—

lace C=C, alqueno conjugado.

-1850-1610 S [ f Funciéon C-0 cuando un acido es
R TR o R conjugado con okra molécula o
una sal inorganica.

i L eneE
g 1485-1445 m Deformacitn C-H,Jas, CHltijera
t i e ' alcano -CH=
: Sl i
1825-1435. £ Alcoholes terciarios
e .
o - CH—g—OR
¥ ) Alcoholes terciarios, defor- .

maciones de OH y c-0

f VYibracidn long. de C-Q
v &slcoholes terciarios

m=medi &, dedebil,

“
2]
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Fig.d2. Espectiro de RMN de la digitoxina.
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Fig. 13, Espectro de RMN de la B-metitdigitoxina.
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Fig. 14, Espectro de RMN de¢ la l)-mcl‘,jldip;itnxina mas agua dcgnpcx~a(la.
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Vig, 15, Espectra de RMN de la B-aecrtildigitoxina.
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Fig. 16. Espectro de RMN de la B-acetildigitoxina mds agua deuterada.



CONCLUSIOMNES ¥ SUGERENCIAS.

Los métodos de metilacidn y acetilaéidn 5e1ec:ionédqé,@derﬁh
especi{ficos para llevar a cabo la reaccion en el OH B de '1a
posicidn 4 de la digitoxosa terminal. — :

Las determinaciones que proporcionaron mayor 1n%nrmac16n para-
identificar a la B-metildigitoxina vy @—acetlldlg1toxlna,
fueron los espectros de resonancia magnético nuclear;’ :sobre
todo el intercambio con agua deuterada, porgue h;cieron
evidente la presencia de los grupos metilo y acet;lo en."la
molécula de digitaxina.

El contar con derivados de digitoxina permite tener sustratns
can mayor capacidad de biotransformacidn. .

Los derivados de digitortina deben ser ensayados en cultivos de
células de D. lanata en suspension, vya que las c2lulas

de D.purpurea dirigen la conversion a otros productos menos
ttiles,

En un ensaye preliminar la p-acetildigitoxina resultd tener
aparentemente la migma actividad farmacoldgica que la
digitorina y haciendo analogfa con la P-acetildigitonina obte-
nida del lanatdsido A, se pienca gue puede tener utilidad como
farmaco.

Es necesario verificar si los dos puntos de fusidn que mostra-—
ron 1os derivados de digitoxina son efectivamente debidos a un
pelimorfismo, mediante el estudic de rayocs X 0 el andligis
térmico diferencial.

El hecho de contar con digitoxina obtenida de 1a plarta D.pur-
purea, permite contar con un suministro permanente de materia
prima para la obtencion de los derivados B-metildigitoxina v
f~xcetildigitorina, susceptibles a hictrancformacidn conforme
a la ametodologis aquil estabilecida y con la posibilidad de te—
ner digitdlicos mas potentes.

4z
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