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INTRODUCCION

Los glucésidos cardiacos son principios activos de origen natural, semisintético o sintético,
fos cuales se encuentran principalmente en las plantas de la familia dedalera. Estin
formados por un anillo esteroidal, ilamado nicleo pentanoperhidrofenantreno, en el
carbon 3 (C-3) un aziicar o cadena de azucares, en el carbén 14 (C-14) un grupo funcional
hidroxilo (R-OH) y en el carbon 17 (C-17) una Lactona.

Los términos glucésido cardiaco, digital y digitalicos se utilizan de manera indistinta para
nombrar a un numeroso grupo de compuestos de estructura quimica similar, que aumentan
la contractilidad del miocardio (efecto inotropico positivo), modificando el resto de las
propiedades fisiologicas del corazén en un mismo sentido y son de utilidad en el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva, del aleteo {flutter) y la fibrilacion
auricular, asi como de la taquicardia paroxistica. supraventricular. En el caso de la
insuficiencia cardiaca congestiva esta responde al tratamiento con digitalicos al igual los
tipos de insuficiencia cardiaca causados por enfermedades ateroesclerosas, hipertensivas o
reumniticas. El padecimiente de fibrilacion auricular paroxistica cede al empleo de los
digitdlicos cuando su administracién se considera necesaria. Cuando la fibrilacién es
irreversible hay que administrar digitdlicos durante toda la vida para mantener una
frecuencia ventricular adecuada. El flutter auricular tratado con digitdlicos puede
transformarse en fibrilacién y por Gitimo para la taquicardia paroxistica supraventricular, en
la mayoria de los casos es favorable la administracién de digitdlicos.

Como se ha mencionado, el tratamiento con digitilicos es muy empleado, pero acarrea con
frecuencia efectos adversos, ademdas que el margen de seguridad (relacion entre dosis

terapéutica y toxica) de estos compuestos es menor a la de otros medicamentos. La
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intoxicacion digitalica sigue siendo relativamente frecuente, si bien tiende a disminuir
como consecuencia del mejor conocimiento de las acciones de estos firmacos y de su
utilizacién menos frecuente y a dosis més bajas. En la actualidad |2 causa més frecuente de
intoxicacion es la administracion conjunta de digitdlicos y diuréticos que aumentan la
excrecién renal de K*.

Los digitalicos pueden inducir 2 aparicion de cualquier tipo de arritmia cardiaca, nivel
ventricular aparecen extrasistoles monofocales o plurifocales, taquicardia e incluso
fibrilacion ventricular, a nivel supraventricular inducen extrasistoles y taquicardia
paroxistica que pueden convertirse en flutér o fibrilacién auricular. A nivel sinusal pueden
producir bradicardia e incluso paro cardiaco. Las reacciones adversas extracardiacas son a
nivel gastrointestinal (anorexia, vémito y nauseas), nervioso (depresién y desorientacion) y
alteraciones visnales (visién borrosa y vision verde-amarillenta). Como ya se menciond con
anterioridad, el tratamiento con farmacos digitdlicos es muy recurrente, pero su estrecho
margen de seguridad provoca el aumento de lz presencia de efectos téxicos, por lo cual,
desde aflos atrds se ha invertido un gran esfuerzo en el desarrollo de nuevos agentes
inotrépicos positivos que posean un indice terapéutico mayor al de los digitélicos o en su
defecto, la modificacion estructural de los digitdlicos existentes para aumentar y mejorar su
empleo terapéutico.

Para realizar el presente estudio los andlogos estructurales fueron proporcionados por el
Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez" y no fueron sintetizados por la presente
Tesista. Para la realizacion del estudio se utilizaron las metodologias farmacologicas
basadas en los modelos de corazon aislado y perfundido de LANGENDORFF, asi como en

estudics in-vitro de 1a inhibicioén de la ATPasa.
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FUNDAMENTACION DEL TEMA.

Los glucosidos cardiacos son compuestos que poseen en comun una misma estructura
quimica, los cuales incrementan la fuerza de contraccién del miocardio (efecto inotropico
positivo) estos son utilizadas en el tratamiento de Ia insuficiencia cardiaca congestiva, el
flutter, !z fibrilacion auricular y la taquicardia paroxistica supraventricular’! La
insuficiencia cardiaca congestiva ¢s ¢l estado en el cual el corazén es incapaz de mantener -
una circulacién satisfactoria, de manera que se produce éxtasis venosa es decir, congestion,
en diversas regiones del organismo. Las causas de la insuficiencia ventricular izquierda son
principalmente la hipertension arterial y las lesiones de las valvulas sigmoideas adrticas. '

Dentro de las perturbacicnes del ritmo cardiaco se encuentran las taquicardias en
las que existe un aumento de la frecuencia cardiaca, en esta parte se mencionan la
fibrilacidn auricular y el aleteo; las bradicardias son otra perturbacién en la que existe la
disminucién de la frecuencia cardiaca; las arritmias soh una irregularidad del ritmo
cardiaco.’

Como s¢ menciondé anteriormente los glucésidos cardiacos son utilizados en el
tratamiento de las enfermedades cardiacas, estos glucdsidos son principios actives de
plantas de la familia dedalera, encontrdndose pnncipalmente en los especimenes de
Digitalis lanata (figura 1) y Digitalis purpirea, por lo que de forma genérica se les
denomina digitalicos asi mismo s¢ encuentran en el estrofanto, la escila o la adelfa. " >3

La digital es una plama herbices bianual, que se caracteriza por su flor roja en
forma de dedo de guante, por lo cual se le llama comunmente dedalera. Las hojas son de
forma oval lanceolada, hasta 30 cm de largo y con borde festoneado. Existen otras especies

afines como la Digitalis thapsi, Digitalis lutea, Digitalis grandiflora y Digitalis lanata,
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pero solamente los glucosidos cardiacos de las hojas de ésta ultima son utilizados en
medicina.'*¢7

La planta Digitalis purptirea (Scrophulariaceae} como remedio terapéutico, fue
descubierta en 1775 por William Withering, médico y botanico inglés. En 1785, Withering
publicéd su cldsico libro: An account of the foxglove and some of its medical uses: with
practical remarks on dropxy and other diseases, sin embargo, el uso empirico de la digital
se describe en un tratado médico galés del afio 1250 y su descripcién botdnica la hizo
Leonhard Fuchs en 1542. Asi mismo se menciond a la digital en varios escritos médicos
durante los siglos XV1 al XVTIL Después de Withening, a la digital se le dio un amplio uso,
muchas veces en dosis toxicas y para muchas enfermedades, tratando de encontrar
beneficios terapéuticos en aqueila época. Como ya se mencionaba en el tratade de
cardiologia de J. Bouillaud (1835):"...1a boune digitale ralentit bien le coeur". Sin embargo,
hasta finales de la tercera década de este siglo se demuestran sus propiedades como agente
inotrépico positivo (Wiggers,1927). También de interés histérico son la escila (Scifla
maritima-Liliacag) y la adelfa (Nerium oleander-Apoeynoceae) que, sin pertenecer al
género de la digital, contienen glucésidos cardiacos. La escila forma parte de una receta
egipcia para ¢l tratamiento de enfermedades cardiacas, contenida en el papiro de Ebers
(1500 ADC.). En un libro bizantino del siglo VI aparece un grabado de esta planta
superpuesto a un texto de Dioscérides Pedanio Anarzabeo, médico griego del siglo [ de
nuestra era, cuyo tratado de botdnica médica De Universa Medicina se estudid durante

siglos: en ese tratado se describen también las cualidades terapéuticas de la adelfa."®
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Figura. 1. Digitalis lanata®’

Los glucdsidos estan formados por una aglicona o genina constituida per un nicleo
esteroidal en el que sus anillos se encuentran fusionados en una configuracion
Cis-Trans-Cis (A/B:Cis, B/C: Trans, C/D: Cis), 1o cual provoca que cada anillo fusionado
del esteroide adquiera una conformacién de silla (La conformacion més estable del
ciclohexano con una parte, "la cabecera”, plegada hacia arriba y otra parte "el apoyo”
doblada hacia abajo)"’, ocasionando con esto, que 1a molécula no sea plana (ver figura 2).
En el carbono 17 {C-17) del anillo esteroidal se une un grupo lactonico no saturado, el cual
puede ser de cinco a seis miembros, con uno o dos enlaces dobles, En el carbono 14 (C-14)
se une un hidroxilo y en el carbono 3 (C-3) una fraccién glucosidica compuesta por una
cadena de varios aziicares o desoxiaziicares. Todos los sustituyentes estdn orientados arriba

del plano de! anillo esteroidal (configuracion beta (B))***''. Los principios activos
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cardiacos se diferencian de los esteroides hormonales por la configuracion de sus anillos
fusionados (Cis:Trans:Trans). La conformacidn Cis indica que tiene dos grupos semejantes
dirigidos hacia la misma cara de un anillo o lado de un doble enlace., mientras que Trans,
implica que tiene dos grupos semejantes orientados hacia caras opuestas de un anillo o
lados de un doble enlace

Los azlcares comitnmente encontrados en los glucdsidos, pueden estar constituidos
por una o cuatro unidades de monosacaridos, entre ellos se encuentran los siguientes:

D-glucosa, L-ramnosa, D-fucosa, D-glucometilosa, D-digitalosa, D-tevetosa, D-digitoxosa,

D-cimarosa, D-oleandrosa, L-sarmetosa, entre otras variantes. *!'+'?
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Figura 2. Estructura quimica de la Digitoxina." **'*"
La actividad farmacolégica del glucdsido cardiaco se centra en la porcién genina,
pero la fraccién glucosidica contribuye a modificar la liposolubilidad, la potencia, la

penetrabilidad en las células y ias caracteristicas farmacocinéticas del glucoside, alterando
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asi el efecto farmacolégico, por lo que las geninas tienen una accion cardiaca mas corta y

menos potente que su cofrespondiente glucésido.?

1. ACCIONES DE LOS DIGITALES.

Como se mencion¢ al principio, los digitalicos ejercen un efecto inotrdpico positivo, es
decir incrementan la contractilidad del miocardio y éste es el efecto fundamental en la
correccién de la insuficiencia cardiaca. La contractilidad o cfecto inotropico es Ia facultad
del miocardio para responder a un estimulo contrayéndose, es decir, desarrollando fuerza®.
A su vez, es la propiedad que evidencia la actividad cardiaca y resume la funcién del
corazén, el cual actila como una bomba para impulsar la sangre hacia los vasos. La fuerza
de contraccién esta sometida a la ley de Starling (1981), la cual establece que cuanto mayor
es la longitud inicial de las fibras miocardicas al comienzo de la sistole, mayor es la fuerza
de contraccion, y estas, al estar sobredistendidas trae como consecuencia que la fuerza de
contraccién disminuya.’ Asi, el incremento de la contractilidad se produce con un aumento
de la presion intraventricular maxima y una mayor velocidad de desarrollo de presién, con
acortamiento de la sistole: de ello resulta un mejoramiento en la funcién cardiaca que
persiste durante el tratamiento.”

La correccién de la insuficiencia va acompaitada de uma disminucién de la
frecuencia cardiaca. Este dltimo efecto es indirecto, va que ef aumento de la frecuencia
cardiaca que se produce en el corazén insuficiente es debido a un reflejo simpdtico
compensador, que se origina por aumento de presion en las auriculas y en el terntorio de
los grandes vasos pulmonares; al incrementarse la contractilidad desaparece la causa
productora del reflejo y disminuye la frecuencia. Ademas del aumento de frecuencia, en la

insuficiencia cardiaca se produce dilatacion ventricular, disminucion del gasto cardiaco y
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del volumen-latido. Esto se debe a un defecto en la adaptacion a la ley de Starling, la cual
como se¢ menciond anteriormente relaciona directamente, dentro de ciertos limites, el
volumen diastélico final con el gasto cardiaco, respectivamente. Se da entonces un aumento
de la presion auricular izquierda, de la presion pulmonar y de ia presion venosa central.
Estas alteraciones hemodindmicas son consecuencia de la insuficiencia y se corrigen, en
mayor o0 menor proporcion, dependiendo del grado y de las condiciones de la insuficiencia,
por la accién de los digitalicos sobre la contractilidad. " '®

El mecanismo de accion inotropica positiva de los digitalicos se ha relacionado con
tres procesos principalmente: 1) La inhibicion de la ATPasa-Na'/K'(Akera,1970;
Schawartz, 1976), la cual se produce como una consecuencia de un incremento de la
concentracidn intracelular de sodio. Para contrarrestar la acumulacién de este ion, sc activa
el intercambiador sarcolémico de Na* /Ca** que expulsa de la célula iones de sodio a
cambio de la introduccién de jones calcio.™ 7

Ampliando ésta teoria, Repke en 1961, en un trahajo ya clasico, sostuvo que el
efecto inotropico positivo de los digitilicos es mediado por la inhibicion de la enzima
ATPasa-Na'/K* que se encuentra en el sarcolema y que actila normaimente expulsando el
Na* intracelular ¢ ingresando K*. Esta enzima s¢ considera sinénimo de la bomba de sodio
y es el receptor especifico y de alta afinidad de los digitdlicos, cuya inhibicién podria
mediar los efectos inotrépicos de la droga."’

Akera y Brody postularon la siguiente hipétesis, que intenta explicar el efecto
inotropico de los glucdsidos digitalicos: la interaccion de concentraciones terapéuticas de
los digitdlicos con la ATPasa-Na'/K* reduce la actividad de la bomba de sodio, lo que
produce un aumento transitorio en la concentracién intracelular de Na’ cercana al

sarcolema, sélo durante la fase inicial del ciclo cardiaco. Este incremento en el Na'
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subsarcolémico aumenta la concentracion intracelular de Ca'’, lo que trag como
consecuencia un aumento del estado inotrépico. Sin embargo, el aumento en la
concentracién intracelular de Na® es ciclico y no acumulative, ya que el contenido celular
de Na® puede retornar a la normalidad al final de la distole, por medio de un incremento
en la actividad expulsiva de los sitios no bloqueados de la bomba de Na'/K". Se ha probado
que los glucosidos digitalicos producen un aumento en 1a corriente de entrada de Ca™. Asi,
los efectos terapéuticos de los glucésidos digitdlicos resultan de la inhibicion de la bomba
de Na'/K* y consecuentemente de un incremento en el contenido de Ca*? intracelular.!”
Sin embargo Repke en 1964 extendio la hipdtesis de Wilbrandt (1955), el cual sugirié que
los Digitales incrementan la concentracion de calcio intracelular indirectamente por la
inhibicion del transporte idnico, Repke propuso que ésta enzima es el receptor de la accion
inotropica de los glucdsidos cardiacos. Desde aquel tiempo los investigadores planteaban su
hipétesis sobre las comelaciones entre la inhibicién de la ATPasa-Na'/K' y el efecto
inotrépico positivo. '* '* 2) Incremento de la intensidad de la corriente lenta de entrada de
calcio o la célula durante 1a fase dos del potencial de accion (Marban, 1982). 3) Aumento
de la liberacién de calcio de depositos intracelutares durante el acoplamiento -excitacién-
contraccién. Estas acciones dan lugar a un aumento en la cantidad de calcio en estado
idnico, que se pore a disposicion de las proteinas contréctiles en cada proceso excitatorio.
En susencia de calcio, una de las proteinas contréctiles que forman los filamentos de actina,
la troponina, inhibe la formacién del complejo actomiosina, necesario para la contraccién
muscular. Este efecto inhibitorio de la troponina desaparece cuzndo se combina con el
calcio y si los glucdsidos cardiacos aumentan la disporubilidad de dicho ion, se produce el

efecto inotrépico positivo."”
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2. EFECTOS CELULARES FUNDAMENTALES.

Es importante mencionar que el primer mecanismo propuesto, es el que mas se acerca a la
explicacion del efecto inotrdpico positivo desde que se ha estudiado esta enzima, este
mecanismo permanece competitivo y descriptivo para delimitar el efecto celular
fundamental del inotropismo bajo la inhibicion enzimdtica, el cual dice que los digitilicos
se fijan de manera especifica, saturable, reversible y con alta afinidad a sitios especificos
situados en la superficic externa de la membrana celular; estos receptores digitdlicos
forman parte de 1a enzima ATPasa-Na'/K*, dependiente (bomba de sodio). Los digitalicos
inhiben de manema especifica y reversible esta enzima, estando determinada la intensidad de
su efecto inotropico positivo por el grado de inhibicién de la enzima. El bloqueo de ésta
conduce a un incremento progresivo de la concentracidn intracelular de Na'ly a una
reduccién de la concentracion intracelular de [K'). Este aumento de [Na'] intracelular
activa €l intercambiador Na*-Ca'? y aumenta la entrada de Ca®, que se intercambia® por
Na’. El resultado es un aumento de la concentracion de Ca*? almacenado en el reticulo
sarcopldsmico antes de cada contraccion y una mayor liberacion de este ion hacia las
proteinas contrictiles, siendo estos los efectes que explicarian €l aumento de la
contractilidad cardiaca.’

A nivel molecular, todos tos glucésidos cardiacos con utilidad terapéutica inhiben la
ATPasa-Na'/K" que se encuentra en la superficic externa de la membrana celular que
frecuentemente se le denomina “bomba de sodio”’ Se han identificado varias formas
distintas de esta enzima y al parecer diferentes isoformas tienen afinidades selectivas por
glucésidos cardiacos, Ocasionalmente se ha encontrado que concentraciones muy bajas de
estos farmacos estimulan la enzima. En contraste se a documentado inhibicién en la mayor

parte del intervalo de dosis en todos los tejidos estudiados. Es probable que esta accion sea
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en gran medida la causa del efecto terapéutico (inotropia positiva) en el corazén. Como la
bomba de sodio es necesaria para e! mantenimiento del potencial de repose normal en la
mayoria de las células excitables, quiza una parte de la toxicidad de los digitdlicos también

sea causada por esta accidn inhibitoria de la enzima. 16

21 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE LA
ATPasa-Na'/K".

La ATPasa-Na'/K' o bomba de sodio es una enzima que se localiza en las
membranas plasmaticas de todo el organismo. Su principal! funcién es mantener el
gradicnte electroquimico transmembranal fundamental para el funcionamiento celular, lo
cual hace a través de la continua expulsién de Na* desde e! citoplasma e incorporando K*
hacia el mismo, para ello utiliza energia proveniente de la hidrélisis del adenosin trifosfato
(ATP), el cual se transforma en adenosin difosfato (ADP) y ortofosfato (Pi).'®

La estructura de esta enzima fue estudiada por medio de electroforesis de proteinas
en gel de poliacrilamida v filtraci6n a través de Sephadex, en presencia de detergentes y se
encontrd que esta compuesta de dos tipos de proteinas: la subunidad «, la cual es Ia mas
grande, con peso molecular de aproximadamente 95,000 daltons y constituye la unidad
catalitica, estd colocada dentro de la membrana cruzindola de lado a lado en forma
asimétrica. En ésta subunidad se encuentran los sitios de unidn para los ligandos
especificos de la enzima: Na* y ATP por el lado citosélico y para K* en el lado exterior o
plasmético, en éste mismo lade se encuentra el sitio de unién para los digitdlicos. La otra
proteina, denominada subunidad [ es mas pequefia, con peso molecular de

aproximadamente 45,000 daltons, es una glucoproteina que probablemente también

3!
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atraviesa la membrana, aunque estd orientada hacia el extremo exterior.®* El peso
molecular de la enzima parece estar cerca de 280,000 daltons. Hasta ahora no se conoce
bien la forma en que ambas subunidades estdn ensambladas, una propuesta es la que se
muestra en la figura 3a donde las dos subunidades B estdn colocadas por fuera de dos a,
constituyendo asi un dimero (acomodo u ordenamiento BaeB), “aunque recientemente se
ha postulado que la unidad minima funciona! es un protémero compuesto por una sola
subunidad B y una a, tal como se ilustra en la figura 35. Cualquiera que sea el acomodo de

ambas proteinas, éstas se unen entre si por enlaces débiles que se pueden modificar al
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fosforilarse la enzima,

BICAPA DE LIPIDOS

CITOSOL
a ]
Figura. 3a Esquema del acomodo entre las subunidades Figura. 3b, Modelo monomérico de la
Paaf de la ATPasa-Na /K y su disposicién como ATPasa-Na'/K".

dimero en la membrana celular,

La evidencia substancial indica que la ATPasa-Na'/K* es un dimero y cada

mon6mero tiene una unidad catalitica y glucoproteica.'®*® Retomando ¢l mecanismo de
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accion de los digitilicos, estos se fijan a sitios especificos situados en la superficie externa
de la membrana celular; estos receptores digitdlicos forman parte de la enzima ATPasa-
Na*/K* (bomba de sodio). *Los detalles de c6mo la enzima interactia con los glucésidos

cardiacos se muestran en la figura 4.'%%!

ES=P Na* g+ Ngt
*

cﬁ> *ATPW¢ S N\Y/ Qe

Na+ ADP

Dig

Ex-P

£ <)M
Dig*Ex - P<<—— Dig*E P E, E,

Figura 4. Secuencia de las reacciones de ATPasa-Na'/K* p la unién del digital con In enzima '™

Como la enzima hidroliza ¢l ATP estd experimenta un nimere de transiciones
conformacionales y el Na*, K y Mg*? juegan un papel significativo o importante en los
procesos hidroliticos. En 1968 Matsui y Schwartz mostraron que e! Mg ,Na* y ATP
promueven la unién del glucdsido a la enzima y esta unién es inhibida por K*. Queda ahora
en claro, que ¢l Na* en presencia de Mg*” promueve la transfosforilacién de los grupos
terminales fosfato de ATP de la enzima. Esto resulta en una proteina fosforilada, la cual es

relativamente estable (E;-P). El ion K* puede desplazar al Na* desde esta conformacién y
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*

K-I-



FUNDAMENTACION DEL TEMA

en presencia de agua causa la hidrélisis de! fosfato inorganico. Los digitales tienen
afinidad por el intermediario fosforilado.?

La unidn de los glucosidos cardiacos es maxima en el ciclo cuando el intermediario
fosforilado esta en alta concentracion. Cuando los glucosidos interactian con la enzima, la
actividad enzimdtica se reduce porque alguna porcién de estd enzima no puede participar en
estd funcion catalitica normal.® ™ Coincidente con el ciclo de 1a hidrolisis de ATP es el
transporte de Na* y K* a través de el sarcolema. Se ha demostrado que los glucésidos
cardiacos inhiben el trapsporte ionico sélo cuando los glucosidos interactian con la
superficie de la enzima del medio extracelular. El papel de los iones es también selectivo en
preparaciones intactas. La fosforilacion ocurre en el interior de la membrana y es
promovida por Mg* y Na” intracelular. La concentracién intracelularmente también regula
la actividad enzimatica.'* %

Aparentemente el K retarda la unién del glucosido a la ATPasa-Na*/K" para formar
una conformacién de la enzima, la cual es menos favorable para la unién, Hay mayor
evidencia de que los glucésidos cardiacos pueden también interactuar con otras
conformaciones de la enzima, por lo que existen varias diferentes formas del complejo
Glucésido-Enzima. '®
Como ya se a mencionado la ATPasa-Na'/K* es el receptor digitalico’, y es en 1974 cuando
Thomas propone el modelo de rec.eptores digitalicos™, el cual incorpora las principales
interacciones de unién entre el receptor y el digital, las cuales han sido deducidas por los
estudios de estructura-actividad y son aplicables a los efectos de inhibicién de la ATPasa-

Na'/K" y sobre la contractilidad miocardica. '’
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El modelo indica que los esteroides cardioténicos se unen probablemente al receptor
digitalico en tres regiones de la molécula: la lactona, el sistema de anillos esteroidales y los
azicares en el C-3.

A su vez el receptor digitalico se encuentra dividido en tres sitios. (Ver figura 5"

PUENTES DE  ELECTROSJATICO
HIDROGENO, _.-="

E‘:_ENU\CES HIDRQFOBICOS

- .
= ~—— -
5o - ' )
- ~ -
- S
b

—

Figura 5. Modele del receptor digitdlico.™

La interaccidn es iniciada por un amplio rango de atraccién entre la lactona y el sitio
A, éste sitio, posee una clevada carga parcial negativa, la cual interactia con los carbonos
con doble enlace de la lactona que poseen una carga parcial positiva (+), por atracciones
electrostiticas, aunado a la formacién de puentes de hidrégeno. El anillo esteroidal

interactia con el sitio B del receptor por medio de un rango estrecho en las fuerzas de
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Van der Waals (Fuerzas de atraccién entre moléculas neutras, que son ocasionadas por
atraccion de los momentos dipolares permanentes y por fuerzas de London)'® y/o de tipo
hidrofobico. En el sitio C, la interaccian es con las moléculas de azicar, la cual se dard por
medio de enlaces hidrofobicos y puentes de hidrogeno (Atraccién intermolecular
especialmente fuerte entre un par no enlazante de electrones e hidrégeno electrofilico de los
grupos O-H o N-H)™®. La interaccion det aziicar con el sitio C incrementa extremadamente
la estabilidad del complejo farmaco-receptor.'*

Estudios ya antes realizados indican la presencia de grupos nucleofilos en los sitios
A y C, el rearreglo del receptor produce un efecto alosterico que media la actividad
biolégica. Este modelo es compatible con los datos para la inhibicién de la ATPasa-Na*/K*
y los efectos sobre la contractilidad de! miocardio.'* %%

La interaccién propuesta de el C-17 se demuestra en la figura 4, en donde se
observa como interactia la cadena con la superficie de la enzima involucrando el doble

enlace del carbono 20 (C-20) y formando un puente de hidrégeno entre el oxigeno del

C-22. El origen de la distribucién de la carga es debida a Ia resonancia.”

o A e
é-J==-c\ \41

1
o mmumn

{-)

Figura.6 Interaccion propuesta entre el C-17 del cardenolido con el receptor "digitdlico™. o
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Cuando el digitélico se une al receptor es importante saber que grupos funcionales
participaron en la unién, en que orden y de que forma selectiva. Aunque la evidencia es
muy controversial, muchos trabajos han sugerido que los sitios de union de los digitales
sobre la ATPasa-Na'/K* median la respuesta farmacologica. Si esta enzima es el receptor
farmacolégico para el efecto inotrépico, entonces la potencia de un amplio rango de
esteroides cardioténicos muestran un paralelismo entre el efecto inotrépico positivo y la
inhibicién de la enzima. La medicion simultanea de Iz union de la ATPasa-Na'/K* y el
efecto inotropico positivo son necesarios para determinar si esta enzima contiene el
receptor farmacoldgico. Sin embargo, los resultados demuestran que la ATPasa-Na'/K* es
probablemente el receptor, dado que en la relacién de potencia sobre la auricula de
puerquito de guinea y ATPasa de rana, no se obticnen grandes diferencias en potencia
absoluta®™ . Las diferencias entre la potencia absoluta de diversas especies, pueden ser a
causa de variaciones en las interacciones quimicas locales entre el farmaco y sus sitios de
unién, o bien a una diferencia en los efectos alostericos consecuentes a la unién. Los
glucosidos reconocen parte del receptor, el cual puede ser similar at de los puerquitos de
guinea (cobayos) y al de la rana, interactuando con los mismos grupos funcionates. Las
diferencias en la potencia absoluta también se atribuyen a la estructura de la proteina del
receptor macromolécular.

Mis de la evidencia obtenida, sugiere que el efecto inotrépico positivo esta de
alguna manera relacionade con la excitacién-contraccion. Existe una hipétesis que
relaciona el efecto inotrépico con la inhibicién de ta ATPasa-Na'/K" (Repke,1965). Es
también que en 1970 Akera y Besch mostraron una correlacion directa entre la inhibicién
de la ATPasa-Na'/K* y el efecto inotrépico positivo. Como se habia mencionado antes, la

ATPasa-Na"/K™ fue postulada como el receptor umico para los glucésidos cardiacos.
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También existe evidencia de las acciones téxicas de los glucosidos cardiacos por la
inhibicién de la ATPasa-Na'/K*. Los resultados obtenidos en diferentes investigaciones
hacen suponer a los profesionales en el ramo que la accion de los glucésidos involucra a
mas de un receptor v que la accién téxica puede ser explicada en parte por la inhibicion de
la ATPasa-Na'/K*, pero los efectos inotropicos pueden ser explicados por algin otro

- 6
mecanismo. 2
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3.0 ANATOMLA DEL CORAZON.
El corazén (figura 7) es un érgano muscular cuyo proposito final es bombear sangre hacia
. los tejidos del cuerpo, intercambiando nutrientes por desechos y oxigeno por CO,. EI
corazbn esta provisto de cuatro compartimentos que realizan estd operacion. Las dos
cAmaras sﬁpcriores mis pequefias son los compartimentos de recibimiento del torrente
sanguineo, denominadas ventriculos y estin separadas por una pared denominada tabique
interauricular. Las dos cadmaras inferiores, denominados ventriculos estin separadas por una
pared mas gruesa denominada tabique interventricular. Los ventriculos son responsables de
bombear la sangre fuera del corazdén. El ventriculo dereche bombea sangre no oxigenada
hacia los pulmones y el ventriculo izquierdo tiene un trabajo mas exigente el cual es
bombear sangre oxigenada a través de todo el sistema circulatorio. Por ende, la pared del
ventriculo izquierdo debe ser més gruesa que la del ventriculo derecho. La pared del
corazén estd compuesta por tres capas: 1) el endecardio que es la delgada membrana que
tapiza el interior del miiscule cardiaco; 2) el misculo cardiaco, denominado miocardio, y
3) el epicardio que es una delgada membrana ubicada por fuera del miocardio.
La sangre no oxigenada retoma desde el cuerpo hacia la auricula derecha, fluye hacia el
ventriculo derecho desde donde es bombeada hacia los pulmones a través de la arteria
pulmonar para oxigenarse y entonces estd lista para volver al cuerpo. Comienza su viaje
entrando primero en la auricula izquierda a través de las venas pulmonares. Luego fluye
hacia el ventriculo izquierdo y es bombeada hacia el cuerpo a través de la aorta para nutrir a

os tejidos con oxigeno.”’
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VYena cava supenor

Aurncula izguierda

Artena pulmaonar
derecha

Vena pulmonar
derecha g

Auricula derecha

(|

> 1 Artena pulmonar
' izquierda

1 Vena pulmonar izquierda

—

J valvula bicuspide

Valvula tricuspide \ Ventriculo izquierdo

Ventriculo derecho

Vena cava inferior

Figura 7.Estructura del coratdn y sus principales partes que lo componen.®’

Se describen cuatro propiedades del misculo cardiaco, que son el automatismo, la

excitabilidad, la conductibilidad y la contractilidad, a estas 4 propiedades clasicas puede

agregarse al tono cardiaco:

El automatismo o propiedad cronotrépica, es ia facultad del corazén para iniciar su propio

impulso mientras que la excitabilidad o propiedad batmotrépica, es la facultad cardiaca de

responder a un estimulo, La conductibilidad o propiedad dromotropica del corazon tiene

como funcidn transmitir el impulso a nivel miocardico, en tanto que la contractilidad o

propiedad inotrépica es la facultad del miocardio de responder a un estimulo
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contrayéndose, o sea desarrollando fuerza para generar una mayor capacidad de

7
bombco.s’ 27,28,29,30

3.1 MODELOS DE EVALUACION BIOLOGICA.

Una vez conociendo la anatomia del corazén y las principales caracteristicas de los
glucésidos cardiacos es necesario evaluar el efecto inotrdpico positivo y que mejor que
evaluarlo en animales. A lo largo de la historia han existido diferentes métodos de estudio.
En el uso de los animales el efecto de los glucdsidos cardiacos se estudia en corazdn aislado
para determinar si su accién cardiaca es directa y luego con el animal entero {corazén
in-situ).

3.1.1 Modelo de corazdn aislado.’

I. En la rana o sapo se utiliza el método de perfusion de Straub-Fﬁﬁner, el cual
consiste en colocar una cdnula a través de la aorta llegando al ventriculo, que contiene
liquido de Ringer al que se agrega el firmaco a ensayar.

1. En los mamiferos, perro, conejo, cobayo, entre otras especies, se emplea el
método de LangendorfY (figura 8), que consiste en perfundir las arterias coronarias a través
de una canula colocada en la raiz de la aorta ascendente, impidiendo el paso del liquido al
ventriculo por las vilvules sigmoideas mediante una perfusion retrégrada.

a} Perfusién en corazdn aislado de cobayo“METODO LANGENDORFF™'

Este método fue ideado por Oscar LANGENDORFF (de 1895 a 1897) el cual

permite la investigacién de la actividad mecanica que ocurre en el corazén completamente
aislado de algunos mamiferos. El principio de este método se basa en la fuerza sanguinea o
de algiin otro fluido oxigenado apropiado para mantener la actividad cardiaca, mismo que

es introducido al corazén a través de una cdnula insertada en la aorta ascendente. Esta
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perfusion retrégrada mantiene cerrada la vdlvula adrtica durante la diastole del corazén
in situ vy la perfusion se desplaza dentro de las arterias coronarias. Después de pasar dentro
del sistema coronario vascular la perfusi6n fluye fuera del seno coronario, mientras que las

cavidades cardiacas se mantienen vacias durante el experimento.

]

CARBOGENO

Bomba Peristaltica

Marcapaso
Electrocardiograma

Registro de electrocardiograma
Control de presion

Registro de presidn
Administracion del farmaco

Nk LN

Figura 8. Via de perfusion por el método de LANGENDORFF.'

La preparacion de LANGENDORFF es apropiada para todos los animales
(principalmente de sangre caliente) que presentan un sistema coronario vascular. Algunos
corazones humanos han podido mantenerse vivos por varias horas, durante cirugias de
corazdn utilizando este método. El modelo queda excluido para 1as aves, dada la anatomfia

del corazon, la cual es diferente a la de los mamiferos, en cuanto a la conformacién y
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distribucion de las cavidades ventriculares. El método de LANGENDORFF, considera
principalmente dos variables, que son: La presion de perfusion y el flujo de perfusion.
Experimentalimente, ambas variables pueden ser medidas, salvo que una de las dos debe
permanecer constante para asi poder determinar ta otra, por lo tanto, resultan dos diferentes
técnicas de medicion:

» LANGENDOREFF a presion de perfusion constante.

« LANGENDORFF a flujo de perfusién constante.

b) Consideraciones anatdmicas.

Las siguientes consideraciones anatomicas son igualmente vélidas para ambos
procedimientos mencionados. Se discuten a continuacion:

Antes de comenzar el protocolo experimental, debe realizarse una revision
detallada de la anatomia del corazén de mamifero, la cual es relevante para efectuar la
preparacion del corazén por este método. Después de que en el torax del animal es
descubierto el corazon, s¢ observan los dos ventriculos, la linea de separacion entre los
ventriculos est# claramente marcada por la arteria coronaria izquierda anterior descendente.
Los dos prominentes y largos vasos que se observan, la aorta y arteria pulmonar
transportan la sangre del ventriculo izquierdo al derecho dentro de la circulacién sistémica
y los pulmones, respectivamente. La vista dorsal del corazén muestra la localizacion del
nodo sinusal, et cual debe ser tratado con especial cuidado cuando se remueve ¢l corazén
del térax, en donde se observa la locatizacion de las cuatro valvulas cardiacas. Es de vital
importancia mencionar que en la preparacion de LANGENDOREFF, los orificios de las dos

arterias coronarias no deben ser obstruidas al insertar la canula en la aorta.”"
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IIL Por otra parte, puede emplearse la auricula aistada de conejo o bien el misculo papilar
de gato (Cattell y Gold en 1938), suspendidos en un bafo para érganos aislados que
contiene liquido de Ringer, al que se aiade el principio activo a estudiar; los trozos de
tejido son estimulados eléctricamente para asegurar la uniformidad del ritmo.®

1V, El prepafado cardiopulmonar de Starling (1918), que es otro modelo de evaluacion
farmacologica, consiste en aislar ¢l corazén y pulmones de perro de una manera tal, que la
sangre pasa de 1a aorta a una resistencia periférica v despugs a un reservorio, para ir luego a
la vena cava superior, pasando por la.aun'cula derecha, el ventriculo derecho, pulmones y
finalmente a la auricula y ventriculo izquierdo, cerrindose asi el circuito. Este preparado

suministra un método mucho mas fisiologico que el corazon aislado de Langendorff.”:

3.1.2 Modelo de corazdn “in situ”.
En la ranz o sapo se utiliza el método de suspension, uniendo la punta del corazén
por un hilo 2 una palanca inscriptora, la accion de los principios actives se estudia

inyectdndolas por la vena abdominal o haciéndoles gotear directamente sobre ¢l corazon.®

3.1.3 Modelo en el hombre,

N

1. Se determina la frecuencia a nivel del pulso y punta de} corazén. ®

2. Medicion de la presién arterial por métodos clinicos.

3. Estudio del drea cardjaca.

4. Registro electrocardiografico, el cual permite estudiar la formacién y transmision
del impulso cardiaco, asi como la frecuencia.

5. Determinacion de la presion en la auricula y ventriculo derecho y en la arteria

pulmonar.
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6. Determinacion del rendimiento cardiaco o volumen minuto.

Ahora bien, en el presente estudio se utilizo el método de Langendorff, el cuz;l fue
escogido debido a que los animales utilizados para el estudio, fueron los cobayos
conocidos en el medio cientifico como "puerquitos de guinea”. Esté método como se
menciond, es empleado para mamiferos, hecho importante para utilizar estos animales. El
cobayo, es un animal cuyo comportamiento hormonal es perfectamente conoctdo, ademas,
recordando el estudio de manejo de animales, ésta es una especie de facil manejo y
dominio; lo anterior es importante debido a que el aislamiento del corazon se realiza bajo
tiempos de anestesie, canulado y aislamiento del drgano. Es importante mencionar que el
cobayo no posee la misma actividad enzimatica que tiene la rata, Ja cual provoca la
resistencia al efecto de los digitales, no teniendoe reproducibilidad en los estudios, lo cual

provocaria un mayor nimero de experimentos.

4. RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD.

Para que exista accién cardioténica, es indispensable la existencia de la estructura
esteroidea en la molécula, un anillo lacténico y un grupo funcional hidroxilo (R-OH). La
configuracion de los anillos esteroidales es A/B: Cis, B/C:Trans y C/D:Cis. El anillo
lactonico tnsaturado se encuentra unido 2! esteroide en configuracion beta (B) al C-17, un
grupo funcional hidroxilo en el C-14 y un azicar en ¢l C-3, los cuales también deben
adquirir una configuracién §.°2** Todas las geninas con esta estructura fundamental tienen
la misma accién farmacoldgica cardioténica; la presencia de los demas grupos agregados
modifican solamente la potencia. Asi, la presencia de los grupos hidroxilo en las posiciones

3 y 14 son indispensables para los efectos cardiotonicos, aumentando la potencia™ " Los
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grupos hidroxilo incrementan también la solubilidad, la Cuabaina por ejemplo, tiene cinco
grupos hidroxilo en et anillo esteroidal, 1o cual hace que sea mas soluble en agua que la
Digitoxina, la cuat sélo tiene 1 grupo hidroxilo en el anilto esteroidal.”? La remocion de los
sustituyentes azucarados en el C-3 da como resultado una genina, que es menos potente ¥

tiene una accién mas corta que su correspondiente glucosido: >34 S (Ver figura 2)

4.1 EFECTO DE LAS MODIFICACIONES ESTRUCTURALES A LAS MOLECULAS
DE DIGITAL.

Desde principios de siglo se ha tenido la intencion de desarrollar nuevos firmacos a través
de la via sintética o asi también por medio de modificaciones a las estructuras ya existentes,
para obtener una nueva molécula que mejore el efecto terapéutico, farmacolégico y a su vez
disminuya de los efectos toxicos; un ¢jemplo de lo anterior sen los cardioténicos. Como ya
se menciond con anterioridad los cardioténicos se encuentran en plantas de la familia
dedalera como la Digitalis lanata y Digi!al.is purpirea, "2 estos compuestos poseen una
misma estructura quimica, la cual tiene un efecto fammacoldgico, al modificar la estructura
ya definida se puede obtener como resultado una disminucidén, o en su caso, un aumento de
la activided Las modificaciones no han sido realizadas al azar para obtener nuevas
estructuras més potentes, como ya se sabe estas estructuras quimicas tienen partes muy
activas y sobre estos sitios las modificaciones son realizadas, un ejemplo, es la
modificacién de los azucares en el C-3, lo cual es una manera apropiada de variar las
propiedades farmacocinéticas de los esteroides cardiotonicos. Por muchos afios, los
estudios sobre la relacion estructura-actividad de los glucdsidos cardiacos, estuvieron
limitados a la determinacidén de la potencia de los glucdsidos naturales o en su caso a

pequefias modificaciones semisintéticas de grupos funcionales comunes.’” ¥ El primer

26



FUNDAMENTACION DEL TEMA

trabajo en este campo establecid tres estructuras caracteristicas asociadas con la actividad
cardioténica: 2
1.La lactona insaturada en el C-17.

Esta presente como un anille butanolide en los cardenolidos o como una 2-

pirona en los bufadienolidos (figura 9). La saturacion de la lactona resulta en una

considerable pérdida de la actividad.

- ~
(H3 H3

oadico

CARDENOLID( BUFADIENOLIDO
Figura 9. Estructura de un cardendlido y un bufadiendlide.”

2. La estereoquimica de la molécula esteroide.

La configuracién Cis de los anillos A/B, cuando estd presente, confiere la
actividad mdxima, la configuracion de los anillos C/D:Cis en conjuncién con la
orientacién  de la lactona en el C-17 ¢s ¢l requerimiento basico estereoquimico
para la actividad cardiotdnica. La alteracion de la estereoquimica a ambos centros o
nicleos resulta en la abolicion de la actividad, Los 17a-cardenolidos, por ejemplo
son inactivados,” % los 14a, 17a-cardenolidos sintetizados, también muestran que

estdn exentos de actividad. La Epimerizacion para la So-configuracién, como se
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encontré en la Uzarigenina (Sa-digitoxigenina) resuita en una reduccion en la
potencia. > *
3. Los grupos hidroxiloenel C-3y C-14.

La potencia aumenta cuando ¢l grupo B-hidroxi en el C-3 es combinado con
un glucésido y generalmente se reduce o disminuye cuando éste grupo es oxidado o
esterificado. La Epimerizacidn para la Sa-configuracion, como se encontrd en la
Uzarigenina (Sa-digitoxigenina) resulta en una reduccién en la potencia.zs’ O La
Epimerizacién a la 3o-configuracion da casi una pérdida completa de la actividad
(se entiende que muchos azicares comunes estin estrechamente relacionados y
difieren s6lo por [a estereoquimica en un solo atomo de carbono, por ejemplo, la
glucosa y la ' manosa sélo difieren en el C-2, el primer atomo de carbono quiral. Los
azucares que sélo difieren por la estercoquimica de un solo atomo de carbono se
llaman epimeros; la interconversion de epimeros se llama epimerizacién)'o.
Recientes estudios sobre la imporiancia de la funcién del oxigeno en el C-3
mostraron  que por e¢jemplo la  3-desoxidigitoxigenina,  sintetizada
independientemente por Zurcher y por Saito, casi, es igual en potencia con la
digitoxigenina cuando se probaron para efectos sobre misculo cardiaco aislado, o
por su accidn sobre la inhibicion de la ATPasa-Na'/K'. Esto indico que el
3p-hidroxi no es un requerimiento indispensable para la actividad cardioténica. De
la misma forma el 14B-hidroxi no es un requerimiento absoluto para la actividad,
pero su presencia mejora su potencia. Estos grupos pueden ser reemplazados por
unz funcionalizacion 14B,158-6xido como ocurre en la Resibugenina o en 148,

15B-epoxi-B-anhidrodigitoxigenina con la retencion de la actividad, **
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El hecho de que un 14B-oxigeno no sea esencial para la actividad cardiotdnica fue
confirmado por la sintesis del 14-desoxi-14f3-uzarigenina, la cual mostré tener
definida actividad cardioténica, un tanto menor que la Uzarigenina,'"**4!

Como se a observado, éste primer trabajo presento los tres sitios de mayor importancia para
la modificacién de la actividad. Con base en lo anterior se menciona a continuacion el
efecto de 1as modificaciones estructurales sobre la lactona:

La ruptura del anillo lacténico y la hidrogenacién de la lactona, disminuyen la
potencia inotrépica . positiva e incluso la pérdida de la actividad cardiotonica.”*’La
sustitucién de la lactona por un grupo funcional furil o furano en el C-17 da como resultado
actividad cardioténica comparable a los cardenolidos, indicande con esto que la lactona
insaturada no es esencial para la actividad, caracternistica que fue mencionada por el doctor
Minesita, 4*#

En otro estudio, se encontrd que la sustitucion de la lactona por un iodoacetato da
como respuesta una elevada actividad, lo que indica que el anillo lactdénico no es esencial
para un compuesto cardioactivo. Los lodoacetatos (R-COCH,I) son conocidos como
reactivos niicleofilos, tales como los grupos sulfihidrilo (SH). **** Con respecto a esto, se
ha confirmado que al incrementar la electronegatividad sobre el anilo “D” en la
digitoxigenina, sustituyendo la lactona ¢ hidroxilo por grupos de alta electronegatividad, se
logra una mayor actividad inotrdpica y marng de seguridad mas amplio. El efecto
farmacologico sobre ¢l misculo cardiaco se incrementa significativamente adn cuando la
m carece de una lactona, 1a cual se ha manejado como un factor necesario en el
efecto digital; pero al parecer no es asi. La lactona del carbén 17 (C-17) es necesaria pero

no indispensable ya que otros derivados naturales semisintéticos y sintéticos de digital, no
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poseen lactona alguna, ya que presentan sustituyentes muy diferentes a lo que pudiera
semejar un sustituyente de tal naturaleza como lo es el caso de la Batrachotoxinina A, que
ha sido utilizada como ingredienteAde un \.feneno poderoso por los nativos colombianos, al
cual se le descubrié accién digital equiparable con la digitoxina. *

Otra modificacién a la molécula esteroidal es la hidrogenacidon del doble enlace de
1a lactona, lo cual reduce la absoluta potencia de los glucésidos y las geninas. Denghenhi en
1570 cambio el punto de enlace de la lactona con el nicleo esteroidal del carbono beta
posicional (C-B) al carbono alfa posicional (C-a) o C-2 del anillo lactonico el cual tiene
d:iferenteb caracteristicas. Un ejemplo de ello es Iz Actodiging 0 AY-22241 en el que la
lactona esta unida por su cartbono @ posicional al nicleo esteroidal en orientacion en
orientacién conformacional f, diferencidndose asi del resto de digitales con lactona en
unién § posicional.  Resultados experimentales demostraron que la Actodigina
{AY-22,241) y el AY22,248 (compuesto con idéntica estructura excepto por el enlace de la
lactona, figura 10.} difieren en términos de potencia, reversibilidad de los efectos téxicos y
en el margen de seguridad. es decir la Actodigina tiene un efecto pronunciado y rapido
pero fugaz, con un mayor margen de seguridad; ésta respuesta se encuentra relacionada con
la nueva unién de la lactona con el micleo esteroidal. Comparando con el AY,22 248 éste
tiene una accion inotrépica lenta a dosis acumulativas.™*®* Sobre las pruebas
farmacologicas realizadas a los derivados de la isolactona (Actodigina) se observéd que
tiene rapida accién, una reversibilidad de efectos tdxicos y un gran margen de seguridad

mds amplio.
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0 0
Z
{\ 0
| R
AN 0
Lactona en los glucdsidos Lactonaenel AY-22,241
naturales y en el AY-22,248

Figura 10. Estructuras quimicas de la Actodigina y el AY-22,248

En el C-17, es posible sustituir la lactona por una lactama, la cual fue desprovista
de actividad cardiotonica, en estudios realizados se encontré que esta inhibe la primera
respuesta inotrépica de la acetildigitoxigenina en auricula aislada de puerquito de guinea.
Se considera que la lactama puede inhibir el mecanismo responsable para el transporte de
los esteroides cardiotonicos a través de las membranas de la célula, las lactamas

(figura 11) inhiben el efecto inotropico positivo.?

S &

figura 11. Lactamas
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Otros compuestos sustituidos en el C-17 son las Bisguanilhidrazonas, las cuales
mostraron que poseen una alta respuesta con respecto al efecto inotrdpico positivo y con la
inhibicién de la ATPasa-Na*/K*. El grupo guanilhidrazona es una base fuerte (figura 12)
que puede aceptar un protén para producir un catién con la carga positiva distribuida sobre
todos los tres nitrogenos de la porcion terminal guanidina.?®

[11 H
R-CH=N-NH-C-NH,

Figura 12. Guanilhidrazona

Otra modificacién que se realiza, es la variacién de la parte del azicar de los
glucésidos cardiacos, lo cual afecta la potencia inotrdpica, la toxicidad y sus propiedades
farmacocinéticas. Es importante mencionar que un digitalico esta compuesto por un azicar,
la cual se une al nicleo esteroidal en el C-3. Estos azucares pueden ser la digitoxosa, la
cimarosa, la ramnosa v la glucosa, entre otras, incrementando la polaridad en éste orden,
También los azucares no quedan exentos de modificaciones, por ejemplo, la adicién de un
grupo amino a una molécula de azicar incrementa la potencia y el indice terapéutico sobre
otros glucdsidos cardiacos. Los hidroxilos (R-OH) del azicar son importantes
contribuyentes para la union del glucdsido cardiaco y el receptor, la presencia de un aziicar
de 5 miembros puede tener un efecto significativo en la actividad inotropica. Estudios
previos, han enfatizado la importancia del sustituyente hidroxilo (R-OH) en el C4 de los
glucosidos, para la union al receptor y el aumento de la actividad cuando el hidroxilo esta
en posicion ecuatorial, el C-5 con sustituyente metilo (R-CH;) juega un papel impoﬁantc en

la interaccién de la porcion del azicar con el receptor, mientras que un sustituyente
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R-CH;-OH en el C-5 inhibe el enlace de la porcion del azicar con ¢l receptor, siendo asi la
interaccion del azicar mas complicada.*

La evaluacion de la actividad inotrépica de los ribosidos sugiere que hay una menor
actividad, como en el caso de la digoxina o la digitoxina. El 5’-acido-5’-deoxifuranosido y
el 5’-amino-5"-deoxyfuranosido son 8 y 10 veces respectivamente mas potentes que la
digoxina.

Por otro lado, 1a sustitucién de un grupo funcional hidroxilo por un grupo amino ha
reportado actividad cardioténica potencial. En otra serie de compuestos, la presencia de
una amina causa un ligero aumento de la actividad. Cuando en el hidroxilo (R-OH) del
carbono 5 del ribosido es sustituido con un grupo &cido provoca un ligero incremento en la
actividad. Por cjemplo, el correspondiente 5’-hidroxiribosa es dos veces mas toxico y
ligeramente menos activo, lo anterior soporta la premisa de que un aziicar amino puede
mejorar el indice terapéutico de glucésidos cardiacos.*

Ahora bien, la sustitucion completa de azicares puede Nevar a un incremento en la
potencia o a una disminucion en la toxicidad. *****° Thomas en un articulo publicado
desctibi6 que los sustituyentes metilo (R-CH;) en el carbén 5 de la misma azicar tienen un
papel importante en la interaccion con el receptor y, que un grupo funcional (R-CH;-OH)
en ¢l C-5 de [a misma azicar inhibe ¢l enlace con el receptor. Conforme al modelo de
Thomas (1980), ¢l azicar y ¢l nicleo esteroidal estin directamente involucrados en la
interaccién de los glucdsidos cardiacos con su receptor. La marcada diferencia entre las
potencias de las agliconas y sus mone-digitoxosidos sugiere que el enlace del azicar
necesita considerablemente la influencia de estas interacciones.

Las modificaciones no sélo se realizan en la lactona, el azicar y el C-14, también

pueden existir sustituciones sobre ¢l anillo esteroidal, tal es el caso de Ia adicion de un
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metilo en el C-19, aqui el metilo interactita espacialmente con el receptor en la sm}:perﬁcie.
En la naturaleza los cardioténicos que poseen metilos provocan un efecto profundo sobre la
actividad farmacologica, mientras que la sustitucidn en el C-19 por alcoholes, hace a la
estructura mas activa que un aldehido, que a su vez, son mas activos que €l grupo metilo. 5

Siguiendo con la sustitucion del grupo funcional metilo en el anillo esteroidal,
cuando éste es sustituido en el carbono 14, el cual es uno de los sitios mds activos de la
molécula se produce un efecto inductivo, es decir cede parcialmente su densidad
clectrénica al dtomo zl cual estd unido, ademds que en estudios ya realizados, se ha
observado que éste grupo funcional es desactivante.'®*

El adicionar un grupo hidroxilo en el C-11 en posicion alfa (o) parece incrementar
la actividad, mientras que el realizar un dobie enlace entre el C-16 y et C-17 o entre el C-5
y el C-6 disminuye la actividad cardiaca. La introduccion de un hidroxilo en posicion beta
(8B-OH) reduce la actividad considerablemente. ** La acilacion del grupo hidroxilo del
C-12 (dipgoxina) reduce marcadamente el efecto inotrépico positivo. La anexién de partes
de azicar, incrementa la potencia, la derivacion de las partes del azilear provoca un ligero

efecto sobre la potencia inotrépica, el efecto de acetilacién es mas marcado que el de

metilacion.??

La adicién de un hidroxilo (R-OH) en el C-16 y luego su acilacion incrementa la
actividad inhibitonia sobre la ATPasa-Na”/K" (Gitoxina) mientras que la acilacién en el
C-12 disminuye estos efectos. Lo antenior se debe a que la configuracién esterica adoptada
por los esteroides cardiacos durante su interaccién con el receptor es tal, que la posicion

R-C),-OH esta expuesta y experimenta interacciones con la cara del receptor, mientras que

la obstruccion esterica del C;-OH no lo hace. Estericamente se dificulta la posicion de
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R-Ci1s-OH en interacciones con el receptor. El grupo hidroxilo del nicleo esteroidal
disminuye la lipofilicidad y propiedades farmacodinamicas de los esteroides cardiotonicos.
La participacidn de el Cis-OH en las interacciones Farmaco-Receptor han sido disputadas

por Griffin, (1986). 5%

5. ANALOGOS ESTRUCTURALES

Los compuestos estudiados fueron andlogos estructurales a ia Digitoxina, la cual es un
farmaco de origen natural (Digitalis purpurea) o sintético, cuya estructura se presenta en la
figura 1.Las modificaciones que poseen los andlogos son principalmente en ¢l C-3, C-14y
C-17. Es importante mencionar que la sintesis de estas estructuras fueron realizadas por el
profesor K. Wiesner de 1a Universidad de New Brunswick en Canadé.

Como se ha explicado anteriormente cada modificacion realizada a la estructura
digitdlica puede aumentar, disminuir o incluso nulificar el efecto. A continuacién se

muesiran las estructuras estudiadas:

El Dig-7 posee las siguientes modificaciones:

e Enel C-3 se encuentra una ¢-D-Glucosa. .
Dig-7 Hy

* En el C-14 se encuentra un grupo metilo.
HO H,

0 CH;

oH
OH
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El Dig-10:

En el C-3 una a-D-Glucosa.

En ¢l C17 un grupo furil o furano.

El Dig-13:

Enel C-3 una a-D-Glucosa.
En ¢l C-16 un grupo hidroxilo (R-OH}

En el C-17 una isolactona

El Dig-17:

-

En el C-3 una a-D-Glucosa.

Enel C-17 una Lactama

(8]
Dig-10 CH
HO CH
OH
OH
O
OH
OH
Dig-13 0
CH
OH
HO CH
on
H
O
H
OH
N—CH;
Dig-17
H
OH
(0]}
O
OH

OH
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. [ 8]
En el Dig-27: . 3
Dig-27
o EnelC-3una H
D-galactopiranosido-48-D-glucopiranosido. H o OH
O O
H
H
OH
OH
O
Actodigina; o
e Enel C-3 una a-D-Glucosa. Actodlglna CcHy
e Enel C-17 una isolactona
O CH;
OH
on
[¢]
OR
Oon

(Para dar testimonio de la sintesis de los productos anteriores en el ANEXQ ] se
muestran sus certificados expedidos por los investigadores)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Uno de los principales problemas del empleo de los digitaticos es el estrecho margen de
seguridad de los mismos, ademas de los efectos toxicos en el transcurso de la digitalizacion
de los pacientes, tales como arritmias cardiacas, taquicardias, fibrilacion ventricular, fliter
o fibrilacion auricular, ademas de alteraciones secundarias en el musculo liso y el sistema
nervioso central principalmente. Por estas razones, dia con dia, es por lo que se disefian
nuevas sustancias cardiotonicas que permitan mejorar la seguridad v la potencia. Asi,
investigaciones previas realizadas, han comprobadoe que modificando la estructura de los
digitates se puede obtener nuevos analogos sintéticos que cambian satisfactoriamente tanto
la potencia como el margen de seguridad dando una mayor eficacia, por ello es necesario
realizar a estos nuevos firmacos la evaluacion de la magnitud del inotropismo positivo
sobre el musculo cardiaco, comparando estas nuevas estructuras con la que les dio origen
para corroborar con elo si las remodelaciones moleculares aportan o no una expectativa en
el 4mbito del incremento de la potencia y en el efecto inotrépico positivo durante la
digitalizacién,

Por otro lado, es importante mencionar que los digitales inhiben de manera
especifica y reversible a la enzima ATPasa-Na'/K*, conociendo a2 estd como su receptor,
por lo cual es necesario evaluar si las modificaciones estructurales realizadas a la
Digitoxina también modifican el grado de inhibicién de estd. Es por lo anterior que éste
estudio se complemente con Ia determinacion de la inhibicion de la enzima, ya que ambos

efectos estén relacionados.
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OBJETIVOS

o OBJETIVO GENERAL
Determinar si los cambios efectuadoes en Ja estructura quimica de la Digitoxina
modifican el efecto inotropico positivo sobre el musculo cardiaco y obtener el grado de

inhibicion de la enzima ATPasa -Na'/K".

e OBJETIVOS PARTICULARES
Evaluacion del efecto inotrépico positivo de cada uno de los andlogos digitilicos
estructurales de la Digitoxina.

Evaluacién de la inhibicién de la enzima ATPasa-Na'/K* de las mismas estructuras.

HIPOTESIS
Las modificaciones estructurales de [a Digitoxina modularén el efecto inotrépico positivo

sobre el misculo cardiaco, y a su vez la inhibicion de la enzima ATPasa-Na*/K™.
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METODOLOGIA
1. MATERIAL

- Vasos de precipitado de 50,250,1000 mL

Micropipetas Tipo: GILSON o TC
- Microjeringa Marca: Hamilton
Modelo: 702- 25uL
802-50pL

- Equipo para diseccion

L1 REACTIVOS
- Digitoxina Marca SIGMA No.Lote D-5878
- Dig-7
- Dig-10
- Dig-13
- Dig-17
-Dig-27
- Actodigina
Todos los digitdlicos a estudiar fucron proporcionados por el Instituto Nacional de
Cardiologia "Ignacio Chdvez". ANEXO 1

- Solucién de Krebbs
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DISOLVENTES:

Agua desionizada

Etanol absoluto grado 1
Dimetil sulfoxido grado 1
Metanol grado 1

Sol. Salina isotonica

Pentobarbital sédico

Marca JTBaker

Marca SIGMA

Marca JTBaket

Marca PiSA

10U1/100g

Nombre comercial: Anestesal

Laboratorio: Smith Kline

Heparina sédica de 500 UL/100g

1.1.2 MATERIAL BIOLOGICO

Nombre comercial: Inhepar

Laboratorio: PiSA

- Cobayos maches de 650-700g

1.1.3 EQUIPO:

Sistema de Langendorff para perfusién continua de corazén aislado.

Estimulador

Marcapaso

Osciloscopio

Marca: GRASS Instruments
Modelo: S88

Marca: GRASS Instruments
Modelo: SIUSA

Marca: Tektronix

Modelo: 5103 N
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- Poligrafo Marca: GRASS Instruments
Modelo: RPS 7C8 B
- Transductor de presion intraventricular de tipo hidroneumatico de disefio propio
del Instituto Nactonal De Cardiologia "Ignacio Chavez"
- TmQUMr de presion de tipo hidroneumatico

Marca: GRASS Instruments

Modelo: 588

- Balanza analitica Marca: Sartorius
Modelo: 2474

- Espectrofotémetro Marca: SLM-AMINCO

Modelo: DW2000

1.1.4 METODOS
1.1.5 PERFUSION EN CORAZON AISLADO DE COBAYO “METODO

LANGENDORFF* ¥

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
A) PREPARACION DEL ANIMAL:
La técnica quirargica descrita a continuacion se refiere particularmente a animales
pequeilos (ratas, cobayos) 24 hrs antes de comenzar el experimento, los amimales fueron
provistos de una dieta de alimentos solidos, y con suficiente agua. Para prevenir la

trombosis de las arterias coronarias durante el transcurso del experimento, €l animal se
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preinyectd con heparina aproximadamente con SOb UT por cada 100 g de peso corporal por
via intravenosa o intraperitoneal, para inhibir la coagulacion sanguinea,

B) ANESTESIA:
Durante la cirugia practicada al animal se administré un anestésico general ademds de estar
provisto de ventilacién antificial, para ello los barbitiricos son utiles en esta causa, ya que
sus efectos son bien conocidos. El tiopental y el nembutal inyectados en bolo o por infusién
continua a concentracion constante durante el experimento producen inotropismo negativo
en el miocardio, ademas de afectar a las coronarias, pero estos efectos son eliminados diez
minutos después de suspender la anestesia. Respecto a los anestésicos voldtiles, estos
generalmente no son empleados, ya que l2 exposicidn a ellos incluso por pertodos cortos
producen dafios irreversibles (generalmente los halogenados) que no pueden ser
controlados.

C) AISLAMIENTO Y MONTAJE DEL CORAZON:

Después de realizar la anestesia general del animal, y una vez que este se colocd sobre la
tabla de preparacién, se procedio a realizar la traqueotomia del animal, misma que consistio
en descubrir con ayuda de unas tijeras o un bisturi la traquea del animal, diche corte no
debe trozar por la mitad a la traquea, sino que este debe ser un pequefio corte para poder
introducir una canula dentro de ella, dicha cénula proviene de la bomba de respiracion
artificial. El siguiente paso consistié en realizar una incisién transversal, cortando
aproximadamente & la altura donde inicia €l esternén y cortando hacia los laterales por
debajo de éste hasta descubrir el diafragma, mismo que fue cortado. En este momento es
posible observar los pulmones y el corazon. A continuacion, se corté la caja tordcica a nivel
intercostal para exponer plenamente el corazon y pulmones. Al corazdn se le retird con

sumo cuidado el pericardio, guardando precaucion de no dafiarle con las tijeras, en este
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momento se comenzé a visualizar 1a posicién de la aorta, una vez que se localizé se refirié
con un hilo de seda a nivel del arco adrtico. A continuacién se suspendié la ventilacion
artificial y con la ayuda de la atadura se jald hacia el frente al mismo tiempo que con unas
tijeras se cortaron las arterias y el arco adrtico de manera que se logre extraer el corazén y
pulmones en forma integra, (a partir de este momento se dispone de tres minutos para
colocar el corazon en el sistema) estos, fueron sumergidos inmediatamente dentro de un
recipiente que contiene buffer enfriado a 2°C, més adelante se describe la composicién y
preparacion de esta solucién. El propdsito de sumergir el corazdn en esta solucion y a esta
temperatura es reducir al minimo la actividad celular (ionica y enzimatica) del corazdn.
Mientras que el corazon s¢ encuentra sumergido en la solucién helada, es localizada la
aorta ascendente, para ello se puede auxiliar de la pequefia atadura que se realizo, una vez
que se tiene identificada y antes de que los tres minutos seiialados hayan concluido, Ia aorta
fue colocada en Ia cAnula de perfusién con la ayuda de un par de pinzas, al sentir que la
aorta se encuentra sujeta a la cénula, esta se laza con la seda hasta que quede
completamente fija al sistema de LANGENDORFF”' teniendo cuidado de no obstruir 1a
entrada a las coronarias. Una vez que el corazén se encuentra fijo, se dejé en periodo de
adaptacién, el cual consistié en dejarlo inicjglmente a un flujo de perfusién de 25 ml/min
durante 5 minutos y posteriormente 25 minutos a un flujo de 10 mY/min; con el objeto de
que las coronarias se laven completamente y que se sincronice biolégicamente a las
condiciones experimentales. Durante este tiempo, se comenzd a limpiar ¢l corazén con
ayuda de una tijera, retirando los pulmones y algim exceso de grasa que pudiese estar
presente, al terminar de limpiarlo y transcurride €l periodo de adaptacién, se procedio a
conectar los electrodes en ambas auriculas y en el apex del corazén, con el propésito de

. proporcionar estimulacion cardiaca mediante un marcapaso epicardico a frecuencia de 1 Hz

i
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y registrando la actividad eléctrica del corazén, mientras tanto, para lograr registrar la
contraccion se insertd intraventricularmente un pequefio balon de latex (esto es en el
ventriculo izquierdo), dicho balon esta conectado a un transductor hidroneumidtico que
permite registrar los cambios en la fuerza de contraccién que ocurren durante el
experimento, simultineamente el sistema de canulado adrtico, se encuentra unido a un
transductor hidroneumético que registra la presién de perfusién coronaria.
SOLUCION DE PERFUSION:

Cabe mencionar que la solucion de perfusion a utilizar en el trabajo experimental,
depende de la especie animal que se utilice, asi mismo como del peso corporal de los

animales. A continuacién se dan algunas referencias al respecto: *’

Especie Peso corporal(Kg) | Solucion de perfusién Referencia
Perro 7-23 Sangre Osher et al. (1953)
5.5-10 Sangre Jardetzky et al (1956)
10 sangre Hashimoto et al (1960)
Gato 253 Krebs-Henseleit Morgenstern et al (1973)
1.5-2.5 Sangre Vogel et al (1979)
Conejo ? Sangre/ sol. de Locke. Gebhardt (1961)
2245 Sangre Kako and Ito (1967)
3 CMRL 1415 Boom et al (1973)
2 Tyrode Weiss et al (1978)
3 CMRL 1415 Woo-Ming et al (1979)
56 Krebs-Henseleit Bolling et al (1983)
Cobayo 0.6 Krebs-Henseleit Holtermann and Lochner
0.28-0.35 Krebs-Henseleit (1970)
0.28-0.35 Krebs-Henseleit Biinger et al. (1975)
0.25-0.30 Krebs-Henseleit Doring and Frey (1982)
Rubényi and Kovéach (1980)

Tipos de soluciones de perfusién para el modelo de LANGENDORFT segiin ¢! espécimen biclogico.

La solucién de perfusién que & continuacién se describe, es cominmente empleada para

preparaciones de cobayo, gato, conejo, rata, y hamster.
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SOLUCION STOCK DE KREBBS
Reactivo PM (g/mol) Cantidad (g)
EDTA. Diséddico. 2 H:O 37220 0.200
Fosfato de sodio monobasico 2 H,O 137.99 3.310
Clorure de calcio .2 HyO 147.03 4.700
Sulfato de magnesio .7 H;O 246.50 5.920
Cloruro de potasio 74.55 8,950
Cloruro de sodio 58.44 137.68
Agua desionizada 18.00 Chp....coooevneee.. 2000 ml
SOLUCION DE TRABAJO DE KREBBS
Reactivo PM (g/mol) Cantidad (g)
Solucién Stock REERERRESER R RN SRR ER kS 200 ml
Dextrosa 180.16 2.00
Bicarbonato de sodio 84.01 4.08
Agua desionizada 18.00 1800 ml.

METODQ DE PREPARACION: (solucion Stock)

1. -Se disolvié perfectamente el EDTA en 1400 ml de agua desionizada.

2.-S¢ agregaron gradualmente los demis reactivos, teniendo cuidado de que esté
perfectamente disuelto uno antes de agregar el siguiente, dejando por Gltimo al cloruro

sodic.




METODOLOGIA

3. - Una vez que se han disuelto completamente el cloruro de sodio, se aforé [a solucion a
2000 ml con agua desionizada y se mantuvo [a solucién en refrigeracién hasta momentos
antes de su empleo. (esta solucion debe conservarse a 4 °C y se mantiene estable por un

lapso de 30 dias)

METODO DE PREPARACION: (solucién de trabajo)

1. - 200 m! de soluci6n Stock se agregaron a 1200 ml de agua desionizada, manteniendo la
solucion en agitacion constante.

2.- Se agregd la dextrosa, y una vez que se ha disuelto por completo, se adiciond el
bicarbonato de sodio hasta disolucion total.

3. - Se aford a 2000 ml con agua desionizada.

4. - Se filtré la solucién con una membrana de 0.22 um y se determiné el pH final, el cual

debeserde 7.2a7.5.

1.1.6 METODO DE CUANTIFICACION DE ATPasa-Na'/K"*
A) Cuantificacién de proteinas (Método de Lowry)*
Solucién A:
Se prepar6 una solucién de Carbonato de sodio (Na,CO;) al 2% en Hidroxido de
Sodio 0.IN.
Solucién B:
Se prepar6 una solucidn de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO, 5 Hy0) al 0.5%
en tartrato de sodio y potasio al 1%.

Solucién C:
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La solucidn A y B se mezclaron de acuerdo al nimero de muestras que se tengan; €s
decir n ml de A + n ml de agua + 4 x n/ 100 mi de B. Donde n es igual al nimero

de tubos.

Solucién D:

Reactivo de Folin-Ciocalteu’s 1 N.

Procedimiento para la cuantificactén de proteinas.

Se colocod un volumen de proteinas que no excediera de 50 p de proteinas totales.
Se afiadieron 2 ml de la solucién C y se dejé reposar durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 0.1 mi del reactivo D y se adiciond agua para llevar a un volumen
final de 2.5 ml. Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 750 nm., después de 30
minutos y menos de dos horas.
Procedimiento para la curva estindar de proteinas,

Se prepard una solucién de seroalbimina bovina a una concentracion de 1 mg/ml

_Tubo  pi.deSAB 1 mg/ml Agua (ml)
1 0 400
2 b} 395
3 10 3%0
4 20 380
5 30 370
6 40 360
7 50 350

Una vez que los tubos contenian la proteina se procedio a cuantificar las proteinas.
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B) Determinacion de fosfatos. Método de Taussky-Shorr.”

a) Acido sulfirico 10 N.

b) Molibdate amonico al 10%

c) Mezcla C molibdato - sulfato ferroso.( n ml=niimero de tubos x 2)

20ml de Molibdato amonico para 100 ml de Mezcla
5 g de Sulfato ferroso para 100 ml de Mezcla

Procedimiento
Se colocaron 0.1 plL. de fosfatos mas 900 pL de agua, se afiadieron 2 ml de la mezcla C. El
color se desarrollo en un minuto, y es estable durante dos horas. Se leyeron a una longitud
de onda de 660 nm.

Procedimiento para la curva estandar:

Se preparo una solucién de fosfato acido de potasio 5 mM en 4cido tricloroacético al 0.5%.

Tubo  pLdeKH,PO,SmM  Agua

SRURUUR— (.|} I
1 0 1000
2 50 950
3 100 900
4 150 850
5 200 800

Una vez que los tubos contenian los fosfatos se procedié a cuantificarlos con el método
anterior.
Nota: La enzima ATPasa-Na+/K+ se obtuvo de la fraccion microsomal a partir de una

homogeneizacién de rifién de perro.
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L.1.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: ™
Se prepararon los microtubos necesarios para ¢l estudio considerando la presencia de un
blanco, dos controles y los tubos con los digitilicos problema. Los microtubos se llenaron

de 1a siguiente manera:

Reactivos Blanco Control 1 Control2 Muestral  Muestra 2
Medio de reaccion (uL) 400 400 400 400 400 -
Agua (uL) 50 50 45 50 50
Imidazol (pL) 25 — - - me-
Disolvente (pL) - - 5 - —
Digitalico a estudiar (ulL) - - - 5 5
Enzima (ATPasa-Na'/K")  —- 25 25 25 25
(kL)

Una vez que s¢ adiciono la enzima, rapidamente los tubos fueron incubados en un bafio de
agua a 37°C durante 5 minutos. Es necesario que el tiempo se siguiera con un cronometro.

Inmediatamente después se adictono el ATP:

ATP (pL) 25 25 25 25 25

Total (uL) 500 500 500 500 500

Cuando se adicioné el ATP se continuo incubando los microtubos durante 10
minutos a 37° C. Al termino de éste tiempo se detuvo la reaccidn adicionando 500uL de
Acido tricloroacético al 10% previamente enfriado. A continuacién los microtubos fueron

centrifugados a 3500rpm durante 5 min. a 4° C. De los microtubos se adquirieron 500uL
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del centrifugado y se adicionaron respectivamente a un tubo de ensaye que centiene S00uL
de agua. A continuacion se siguid el procedimiento para cuantificar fosfatos.

Nota: El medio de reaccién contiene Na* 100 mM, K* 10 mM, Mg™ 3 mM, TEA 50 mM, y
se encuentra 8 pH=7.4

Siempre que se realizo la determinacion de la actividad enzimatica se prepar6 una curva

estandar de fosfatos para cuantificar la cantidad de Pi se encuentra libre.
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RESULTADOS

10. RESULTADOS

Nota: Los resultados del Efecto Inotropico Positivo fueron sometidos a un estudio
estadistico con t de student comparativa de muestras:

tp= ')_(1 —321[

~\f(ES:Y+ (ES,)?

t°p(0.05,4)=2.13
(a,n-1)

gl=n-1 (grados de libertad) = 4

Criterios de aceptacion: tcalculada si es mayor o igual "Si hay diferencia significativa”

t canﬁ!ogofdm

+ Presion intraventricular izquierda = mmHg
o Actividad enzimética = %

¢ Nota: Las umdades de actividad enzimética son nmol Pi / min/ mgP
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RESULTADOS

1. TABLAS DE RESPUESTA DEL EFECTO INOTROPICO POSITIVO Y % DE LA
ACTIVIDAD DE LA ATPasa-Na'/K* DE LA DIGITOXINA Y ANALOGOS

ESTRUCTURALES:

Fuerza de Contraccion (mmHg

Producto: Digitoxina

Dosis Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 m X s ES I
nmoles —

0 43.2 46. 440 46.3 as3_ || 4498 1,344 0.6011

5 58.2 59.1 60.1 57.0 62.1 59.30 1.938 0.8667

10 I 671 66.0 68.1 65.0 69.1 67.06 1.629 0.7285

15 4[ 76.1 78.2 71.0 79.2 75.0 77.10 1.661 0.7428

20 80.9 81.7 83.4 85.6 818 82.68 1.867 0.8349

25 £9.1 803 9t .0 88.4 90,3 89.62 1.028 0.4597

30 95.1 935 92.0 92.3 93.22 1.219 0.5452

35 98.2 96.4 953 992 97.08 1.580 07066 M

40 99.3 97.2 96.0 162.4 98.60

CaulHeO1s
764.95 g/mol

Pfus: 256-257 °C
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RESULTADOS

K \Mf,ﬂl

{

o

Contraccién
Ventricular
Izquierda

Presidn de
Perfusitn

Contraceion Contraccién Contrzccitén
Bassal a Dosis de a Dosis de
40 nmoles/pl Intoxicacién

Efecto inotrépico positivo generado por la Digitoxina
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RESULTADOS

Fuerza de Contraccidn (mmHg

Producto: Dig-7

Dosis Exp. | §{ Exp.2 | Exp.3 | Exp. 4 X
(nmoles)
478 43.1 46.0 45.8 44.56 0.2852
48,1 43.5 46.1 46.0 44.78 9.0063
48.5 43.5 47.0 47.4 45.78 16.7863
48.6 43.9 47,1 47.4 45.90 23.076%
48.0 43.9 47.0 47.1 46.20 32.4036
48.1 43.9 47.0 47.1 46.22 48,4970
48.5 44.2 47.4 478 46.66 48.0000
48.5 44.3 473 47.7 46,66 48.3181
48.6 443 47.3 47.6 46.66 1.730 0.7737 I 38.7872
0
= C3oHyOs
534.69 g/mol
HO— Pfus: 265-266 °C
—Q a
OH
OH
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RESULTADOS

Contraccién
Ventricular
Izquierda

Presién

de g
a .

Contraccifn
Basal

Contraccién
a Dosis de
40 nmoles/pul

Contraccitn
a Dosis de
200 nmoles/pl

Efecto inotrépico positivo generado por la Dig-7
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RESULTADOS

ON COMPARACION EN EL INCREMENTO DE LA

AVENTRICULAR FUERZA DE CONTRACCION
JIERDA

DIGITOXINA
1004 —

—— Dig-7

0™ vEHicULO

mﬂ

I

DOSIS (nmoles)
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RESULTADOS

% De actividad de la enzima ATPasa-Na'/K* del anslogo estructural Dig-7

CONCENTRACION Log M DTN (%) DIG-7 (%)
M)
1x107 -9 84.77 90.05
100x107 -7 64.56 82.00
1x10° ¥ 30.33 69.00
50x10° 430 3.530 42.00
100x10° -4 0.000 15.51
150x10° -3.82 0.000 13.00

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA ACTIVIDAD DE LA
100 ¢ ATPasa-Na' /K"

ao.-
w—

% ACTIVIDAD
m =

—O— DIN
—— DIG-7
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RESULTADOS

45.2 428 | 464 | 459

2 i Rl I R N

4492

Producto: Dig-10

50.4

49.50

528

53.50

57.04

61.86

12.0381

64.48

66.76

68.52

HO—— H;
—0, OH

69.50

C2HuOs

520.66 g/mol

Pfus: 205-208 °C
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Contraccién
Ventricular
Izquierda

Presion de
Perfusitn

Contraccibn Contraccitn Contraccién
‘Basal a Dosis de a Dosis de
46 nmoles/pl Intoxicacién

Efecto inotrépico positivo generado por la Dig-10




RESULTADOS

RSO FRICULAR COMPARACION EN EL INCREMENTO DE LA
LQUIERDA FUERZA DE CONTRACCION

——g—— DIGITOXINA

100 ,
—n—  Dig-10

| —o— vEnicuLo

Dosis (nmoles)
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RESULTADOS

% De actividad de la enzima ATPasa-Na'/K" del anilogo estructural Dig-10

CONCENTRACION LogM DIG-10 (%)
1x107 -9 90.48
106x10” -7 82.80
1x10° £ 59.03
50x10° -4.30 8.60
100x10° -4 2.00
150x10° .3.82 0.00

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA ACTIVIDAD DE LA

100 r ATPasa-Na' /K"
80
60 |
—(O— DTN
% ACTIVIDAD DIG-10
40 -
20 |
-10 -3

log M
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Producto: Dig-13

CrHyO10
552.66 g/mol
HO—
Pfus: 275-277 °C
—0
OH
OH
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Contraccién
Ventricular
S
Presion de
Perfusion

Contraccién Contraccion Contraccién
Basal a Dosis de a Dosis de
40 nmoles/ul Intoxicacion

Efecto inotrapico positivo generado por la Dig-13
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RESULTADOS

COMPARACION EN EL INCREMENTO DE LA

RSO TRICULAR FUERZA DE CONTRACCION
IZOUIERDA
—_ DIGITOXINA
100 —a— Dig13
———0— VEHICULO
m .
801
m ..
a) -
m -
) by I X I T I §
: * ¥ ¥ b4 ¢
4) . T T ol T Y T Y T T T Y
0 5 10 15 20 ) R |} R <) 40

Dosis (nmoles)
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RESULTADOS

% ACTIVIDAD

% De actividad de la enzima ATPasa-Na’/K* del analogo estructural Dig-13

CONCENTRACION Log M DIG-13 (%)
1x107 -9 100.0
100x10~ -7 100.0
ix10°* -5 99.95
50x10* -4.30 23.77
100x10° -4 14.83
150x10° -3.82 10.77

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA ACTIVIDAD DE LA
ATPasa-Na'/K*

120

100

80

60

40 -

—{— DTN

—a— DIG-13




RESULTADOS

Contraccién
Ventricular
1zquierda

Presion de
Perfusién

Contraccion Contraccién
Basal a Dosis de
40 nmoles/pl

Efecto inotrépico positivo generado por la Dig-17

Nota: Por motivos técnicos no se manejo dosis de intoxicacién,
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RESULTADOS

f&"?ﬁﬂ'ﬁmmmm COMPARACION EN EL INCREMENTO DE LA
IZOUIERDA FUERZA DE CONTRACCION

——g— DIGITOXINA

100 1

Dig-17

VEHICULO

Dosis (nmoles)
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RESULTADOS

% De actividad de la ATPasa-Na'/K" del an4logo estructual Dig-17

CONCENTRACION LogM DIG-17 (%)
1x107 -9 91.71
100x10” 7 83 66
1x10%° 4 52.00
50x10° -430 2.00
100x10° -4 1.00
150x10° -3.82 0.00

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA ACTIVIDAD DE LA
ATPasa-Na'/K'

100 1

60 I
% ACTIVIDAD |

40 -

20

—(C— DTN
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RESULTADOS

Producto: Dig-27

Fuerza de Contraccién {mmHg

“m Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5§ X 5 ES DTN

433 479 || 4490 | 1.943 0.8689 | 00757
69.0 03233 J| 11.0930
90.3 ] 0.5988 u 23.2262

95.3 0.5054
98.6 0.9557
100.3 0.7598
102.0 0.6301
105.3 0.7875
107.4 1.0608

21.4564
14.2170
13.6727
11.3551

cy,

C3sHsiOyy
0oH 698.80 g/mol

Pfus: 274-276 °C
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Contraccién
Ventricular
Izquierda

a Dosis de a Dosis de

40 nmoles/pl Intoxicacién

Efecto inotrépico positivo generado por la Dig-27
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RESULTADOS

COMPARACION EN EL INCREMENTO DE LA

0
TR VENTRICULAR FUERZA DE CONTRACCION
1ZO0UIERDA

110

| — 0 DIGITOXINA
—%— DIG27

1001 ——0—— VEHICULO

Dosis (nmoles)




RESULTADOS

% De actividad de la enzima ATPasa-Na'/K* del andlogo estructural Dig-27

CONCENTRACION Log M DIG-27 (%)
1x107 9 99,64
100x10” 7 85.82
1x10° i 57.80
50x10° 430 5.89
100x10° 4 2.00
150x10° 3.82 0.00

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA ACTIVIDAD DE LA
ATPasa-Na'/K*

100 1

% ACTIVIDAD |
40 -

10 -9 -8

_O_

———

DTN
DIG-27
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RESULTADOS

| Fuerza de Contraccidn immllgi I

Producte: Actodiging

nmoles
46.1 44.2 45,5 45,9 43,0
59.8 55.5 59.3 58.2 59.4
67.4 68.2 67.8 69.0 70.2
78.8 79.6 77,5 76.9 81.4
84.0 §2.2 85.1 81.0 84.1
86.9 84.2 87.4 83.5 90.3
90.3 934 89.5 88.9 95.7
95.1 57.0 93.2 94.1 99.0

HO—

99.2

95.]

98.2

CHy

OH

CisHadOy

536.66 g/mol

Pfus: 236-237 °C
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Contraccidn
Ventricular
Izquierda

?ﬁ(filﬂhﬂlﬂ!iﬁw\ \{ |

Presion de
Perfusion

Contraccién Contraccién Contracciébn
Basal a Dosis de a Dosis de

40 nmoles/pl Intoxicaci6én

Efecto inotrdpico positivo generado por la Actodigina
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RESULTADOS

COMPARACION EN EL INCREMENTO DE LA

PRESION TRICULAR FUERZA DE CONTRACCION
IZOUIERDA
| —o— DIGITOXINA
Im —— ACTODIGINA
] —o— VEHiCULO
m -

&]-c

b o X
x ) 4

O
o
-]

2
¥

0 5 10 15 20 25 30

Dosis (nmoles)

&-
&

4l



RESULTADOS

% De actividad de la enzima ATPasa-Na'/K" del anilogo estructural Actodigina

CONCENTRACION LogM Actodigina (%)
1x107 9 97.47
100x10° -7 92.00
1x10° -6 81.00
50x10° 430 25.11
100x10°¢ 4 £.02
150x10% -3.82 0.00

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA ACTIVIDAD DE LA
ATPasa-Na'/K'

100

60 |
% ACTIVIDAD

40 S

27r

——C— DTN
—=— ACTODIGINA
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RESULTADOS

| Fuerza de Contraccion (mmHg) I

Producte: Vehiculo

PN il Nl Kl Nl I B

nmolcs
Fa32 | 440 45.0 46.1 44.4 44,54 1.089 0.2179
43.4 44.1 45.2 45.9 443 | 4458 0.978 0.1956
42.9 448 449 45.7 446 | 4458 1.028 0.2056
43.1 439 45.2 46.2 443 44.54 1.197 0.2394
43.5 44.0 45.1 46.2 44,1 j 44.58 1.028 0.2056
432 44.1 45.1 46.0 44.4 44.56 1.055 0.2109
43.1 44.3 45.0 46.3 44.2 44.58 1.177 0.2355
42.8 44,7 44.9 459 44.5 44.56 1.122 0.2254
430 44,2 45.4 46.0 44.] 44.54 1.178 0.5268

Etanol-Agua (1:100)

CH; -

CH,-0OH: H,O

I ﬂq, 15\ L] ‘]-u‘l"‘

N SALE
S LA 23 J{JLJl @".{'IC(LJA



RESULTADOS

COMPARACION DEL % DE ACTIVIDAD DE LA ATPasa-Na'/K' DE
ANALOGOS ESTRUCTURALES A LA DIGITOXINA

120
A DIGT
B DIN
100 | = /\ DIG10
o DIG13
80 s DIG17
O DIG27
ACTODIGINA
m -
% DE
ACTIVIDAD
40 -
L
m -
0 A L
-10 9 3 -7 £ 5 4 -3

* DTN = DIGOTIXINA

B0



RESULTADOS

2. % DE INCREMENTO EN LA RESPUESTA INOTROPICA POSITIVO POR EFECTO
DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL

DIGITALICO % DE INCREMENTO DE EIP
DIG-7 96.07
DIG-10 53.83
DIG-13 22.83
DIG-17 7232
DIG-27 13.72
ACTODIGINA 0.70

EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL A LA MOLECULA DE
DIGITOXINA

0O % INCREMENTO

b3 D17 DZF  Accdgina

DIGITALICO




RESULTADOS

3. % DE INHIBICION DE LA ATPasa-Na'/K*

[M] DTN | Dig-7 | Dig-10 | Dig-13 | Dig-17 | Dig-27 | Actodigina
ix10 0 0 0 0 0 0 0
1x10° 1523 995 9.52 0.00 829 036 2.53
100x10 | 3544 | 1800 17.2 0.00 1634 | 14.18 8.00
1x10° | 6967 | 31.00 | 4097 0.05 4800 | 4220 19.00
50x10° | 0647 | 5800 [ 9140 | 7623 | 9800 | 94.11 75.00
100x10° | 10000 | 8449 | 9800 | 8517 | 99.00 | 98.00 91,98
150x10° | 100.00 | 87.00 [ 10000 | 8923 | 100.00 | 100.00 [ 100.00
) " EFECTO DE LA REMODELACION ESTRUCTURAL
SOBRE LA RESPUESTA EN LA INHIBICION DE LA
‘ 120 - ATPasa-Na'/K*
|
' !
100 B _..—-—'—"—’_'_‘_"""':"",——' Sl] N
‘ = ——-—‘;:e
1 B0
; % ACTIVIDAD DTN
E 8o D-7
40 D17
| D-27
’ 20 Act-D !
‘ D-13 !
0 J I
0.00a+0 1.50e-4
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RESULTADOS

4, CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION PARA DAR EL EIP%50 Y % 1 50

DIGITALICO % 150 EIP%50
{nmoles/puL) (nmoles/ul}

DTN 0.129 4.4696
DIG-7 2.900 45.4436
DIGL) 0.834 99084
DIG-13 22183 42232
DIG-17 0.5256 10.1785
DIG-27 0.8248 3.8103
ACTODIGINA 1.8373 4.5354

CORRELAQON DEL EFECTO INOTROPIOO POSITIVO E INHIBICION

m —

YakIPg
(omobl)

10

DE LA ATPasa-Na+/K+

[0 9650 (rrmand)
O wEPsanmoifd)

10| ] e

0 r

DN Dig7 Dg10 Dig13 Dig17 Dig2? Actodigina

DIGITALICO
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ANALISIS DE RESULTADOS

ANALISIS DE RESULTADOS

Antes de empezar el anélisis es necesario recordar que los glucésidos cardiacos estan compuestos
por un niicleo esteroidat (perhidro-pentano-fenantreno), una o més azucares en el C-3, siendo ésta
parte la que contribuye a modificar 1a liposofubtlidad y la penetracion celular. La accién
digitilica depende de: 1) el nicleo esteroidal, considerando la fusién de los anillos en la
configuracién (A/B).Cis, (B/C):Trans, y (C/D):.Cis, 2) el anillo lacténico insaturado unido al
C-17; 3) el grupo funcional hidroxilo (R-OH) en €l C-14 "'*!*_Por lo anterior, ¢n los estudios
sobre la relacién estructura-actividad, indican que el anillo lacténico y el nucleo esteroidal son
esenciales para la actividad. Los demas constituyentes, en especial las moléculas de azicar en el
C-3, influyen en las variables farmacocinéticas, incluyendo la absorcion, la distribucion y la vida
media asi como en ¢l metabolismo. "+

La pérdida de cualquiera de las tres caracteristicas estructurales antes mencionadas,
disminuye Ia potencia, con lo cual, los digitdlicos modifican las propiedades fisiologicas del
corazén. Sin embargo, los ensayos experimentales de digitales sintéticos han demostrado que el
cambio de sustituyentes en el anillo esteroidal ¢ incluso la modificacion de Ia fusion del aniilo
lacténico en el C-17 del nicleo esteroidal, d2 lugar a un incremento en €l margen de seguridad y
en la velocidad de accién. Considerando io anterior, es posible analizar el efecto de Ia respuesta
jnotropica positiva e inhibicion de Ja enzima ATPasa-Na'/K* después de haber sido modificada
la Digitoxina.

De los resultados obtenidos en los estudios de inactivacion de la ATPasa-Na'/K* se puede
ver que las medificaciones realizadas a ia molécula de la Digitoxina traen como consecuencia

una disminucién considerable en la capacidad de inhibicién sobre la ATPasa-Na*/K" en todos los

derivados empleados en éste estudio.




ANALISIS DE RESULTADOS

El primer andlogo estudiado fue el Dig-7 cuyo Efecto Inotropico Positive (EIP)
disminuyd en un 96.65 % con respecto a la Digitoxina, con lo referente a la inhibicién de la
enzima éste analogo tiene menor capacidad para inhibir. Ambos resultados, quedaron justificados
por las modificaciones realizadas a la molécula de Digitoxina, las cuales consistieron en sustituir
en ¢l C-14 un hidroxilo (R-OH) por un metilo (R-CHs), por lo cual, este andlogo tiene en la
porcion esteroidal, tres grupos metilos (C-10, C-13, y C-14), como anteriormente se menciond las
posiciones mds importantes para el efecto farmacoldgico son en el anillo lacténico del C-17, el
nucleo esteroidal v el grupo hidroxilo del C-14, por lo tanto, al sustituir en ¢l C-14 el hidroxilo
por ¢! metilo, éste desactiva Ja molécula debido a que es un grupo funcional desactivante, debido
a que provoca un efecto inductivo’, es decir, cede parcialmente su densidad elecironica al 4tomo
al cual estd unido. Ahora bien, recordando el modelo de los receptores digitdlicos propuesto por
Thomas en 1979, en el receptor se han descrito tres sitios de interaccion con la estructura
digitdlica: el sitio A para el anillo lactdnico; el sitio B para el niicleo esteroidal y el sitio C que es
para las moléculas de azicar'®. El Dig-7 al tener en el C-14 ¢l metilo se pierde la posibilidad de
formar un puente de hidrégeno con la molécula receptora con lo que se disminuye Ia interaccion
con la ATPasa-Na'/K*, ademas de estd modificacién, en el C-3 se ha introducide una
a-D-Glucosa en lugar de una Tridigitoxosa, en estudios anteriormente realizados, se encontrd que
la presencia de mds de un azicar incrementa la estabilidad de la interaccién de la molécula y el
receptor, pero la existencia de moléculas de azicar con un sustituyente hidroxilo en el C-5 inhibe
¢l enlace de la porcién del aziicar con el receptor, por lo cual disminuye su capacidad para
inhibir a 1a enzima ATPasa-Na'/K'.

El siguiente andlogo estudiado fue el Dig-10 en el que los grupos funcionales sustituidos

en la estructura fueron en el C-3 una a-D-glucosa, en el C-17 un furanc. El EIP disminuyé ent un
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54.16 % con respecto a la Digitoxina, fa capacidad inhibitoria de la ATPasa-Na'/K" fue menor a
la Digitoxina, ya que la %ls fue de 1.66 uM mientras que para la Digitoxina es 0.24 uM, la
disminucion del efecto inotropico se debe a que el furano es menos polar que el grupe lactona, lo
cual indica que a menor polaridad, menor es el efecto inotropico positivo, ademas Minesita®
reportd que esteroides con un sustituyente 17P(3-furil) poseen actividad cardioténica comparable
a los cardenolidos, lo que sugiere que la lactona insaturada no es esencial para la actividad.
Ahora bien, con lo referente 2 la inhibicion de la enzima, éste grupo funcional disminuye su
interaccion con el sitio A, ya que, ésta estructura al ser menos polar y ciclicamente mas estable no
existe un sitio con carga parcialmente positiva para que pueda ser atacable por el sitio A del
receptor. Al igual que en el anterior andlogo, éste posee una a-D-Glucesa. Otro anilogo que
tiene modificacion en el C-17 es el Dig-13 el cual tiene una lactona unida al C-17 por su carbono
o, ademas de que en el C-16 se encuentra un grupo hidroxilo y en el C-3 una o-D-Glucosa. Estas
madificaciones provocaron la disminucion det EIP en un 22.97 % y la %lso para inhibir a la
ATPasa-Na'/K* fue de 4.4366 nM que es una concentracién mucho mayor que la requerida por
la Digitoxina {0.2 pM). Al observar la curva de actividad de la enzima se encuentra que €ste
analogo se desplaza a la derecha lo que indica que es menos afin al receptor y por lo tanto su
capacidad para inhibir a la enzima es menor. La disminucién del EIP y de la Inhibicién de la
enzima son atribuidos a que ¢l hidroxilo forma un puente de hidrégenc intermolecular con el
carbonilo de la lactona, siendo asf, la union en el sitio A del receptor solo por los enlaces
electrostaticos de los enlaces « y B de la lactona. Estudios ya realizados por Dzimiri™ en 1987
mencionaron que la adiciéon de un hidroxilo en el C-16 (Gitoxina) provoca la disminucion del
efecto inotropico positivo. El comportamiento que sigue éste andlogo es similar a 1a Actodigina,

la cual también en el C-17 se une la lactona en el Carbon o y en el C-3 tiene una a-D-Glucosa.
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En éste analogo el EIP disminuy6 en un 0.85 % con respecto a la digitoxina mientras que la %lsp
fue de 3.67 uM, lo cual indica también un desplazamiento hacia la derecha siendo asi menos afin
al receptor. Por los resultados obtenidos, de los anteriores anzlogos (Dig-13 y Actodigina), se
puede decir que !a modificacidn de la unién de la factona afecta la inhibicion de la enzima,

Otro andlogo, al cual se le modifica por completo Ia lactona es al Dig-17 sustituyendo ésta
por unz lactama y ¢n el C-3 una a-D-Glucosa. Su EIP disminuyd en un 72.78 % con respecto con
la Digitoxina. La %ls, de éste andlogo lo presentd a 1.05 pM, disminuyendo al igual que en los
anteriores su capacidad para inhibir la ATPasa-Na"/K*. Los resultados obtenidos se atribuyen a
que las lactamas estin desprovistas de actividad, caracteristica que fue mencionada por Katzung
y Ferland® (1970), pero es importante mencionar que las lactamas son inactivas siempre y
cuando no tenga sustituyentes, ya que cuando en [as lactamas se sustituyen cadenas con grupos
funcionales electroncgativos, se incrementa la fuerza de contraccién (EIP), un gjemplo de lo
anterior son las bisguanilhidrazonas®.

El dltimo anilogo en estudio fue el Dig-27, el cual es un claro ejemplo de la influencia de los
azicares, ya que en éste andlogo, la inica modificacion que tiene, son los azicares unidos al
C-3, es decir una Celobiosa (D-Galactopiranosido-4p-D-glucopiranosido). Su EIP incremento en
un 17.15% con respecto a la Digitoxina y su %lsp fue de 1.6496 pM comparando éste
comportamiento con el de la Digitoxina, existe un desplazamiento hacia [a derecha indicando asi
que es menos afin al receptor; considerando que lo que se modifica, es la unidn al sitio C del
receptor, Como se menciond al principio, los azicares incrementan la estabilidad de la union del
Digitalico y el receptor pero esta, se vera afectada si existen grupos hidroxilo®® (R-OH) en los
carbonos 5 de los aziicares ya que se inhibird su unién. Es importante repetir lo anterior puesto

que todos los andlogos estudiados poseen aziicares con este altimo sustituyente, lo que indica
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que se disminuye la capacidad de interactuar con la enzima y por lo tanto su capacidad para
inhibirla.

Recapitulando, se puede decir que la inhibicion que siguen todos los andlogos es Dosis-
Dependiente, siguiendo un comportamiento sigmoidal, estando ¢l rango de inhibicidn
comprendido entre 100 nM y 100 uM. Es claro que todos los compuestos mostraron una menort
capacidad inhibitoria que la molécula con la que se compard.

Los resultados parecen indicar que existe algiin otro receptor ¢ receptores o en su caso que
la interaccidn se realice con diferentes isoformas de la enzima, ya que no existe correlacion entre
¢l grado de inhibicion de la ATPasa-Na'/K* y el efecto inotrépico positivo observado, como ya

sea mencionado por Kelly en 1992,
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CONCLUSION

CONCLUSIONES

Después de presentar la informacién basica sobre un glucésido cardiaco y de analizar los
resultados obtenidos con respecto al EIP e Inhibicion de la ATPasa-Na'/K™ es posible llegar ala
aseveraciér; o a la confirmacion de que cualquier modificacién realizada a la estructura bésica de
un cardioténico repercute en su efecto, dando como resultado ef aumento, la disminucién o la
pérdida total del EIP, mientras que en el caso de la ATPasa disminuye o aumenta Iz afinidad por
ella,

De acuerdo con las modificaciones estructurales de cada analogo se concluye que cuando
un hidroxilo (R-OH) es sustituido por un metilo (R-CH;) en el C-14, la disminucién del EIP es
significativa, al grado de llegar a la pérdida de la actividad. A su vez la sustitucién de Ia lactona
en ¢l C-17 por un grupo furit o furano no provoca la pérdida del efecto pero si la disminucién
significativa de éste, corroborando con ello que no es necesaria la presencia de la lactona en el
C-17 para que un cardiotonico posea actividad. Lo anterior fue comprobado cuando se sustituyo
la Lactona por una Lactama y esta sustitucién no provoco la pérdida del EIP pero si una
disminucidn significativa. En éste punto es posible decir que si aun cardioténico en el C-17 se le
sustituyen grupos funcionales electronegativos el EIP aumenta. Ahora bien, cuando en el C-17 se
colocd una isolactona se pensaria que su efecto se modificaria, pero los resultados demostraron
que la Actodigina, con respecto a la Digitoxina, no tiene diferencia significativa en el EIP, pero
cuando existe una isolactona en el C-17 y un hidroxilo (R-OH) en el C-16 si se da una
disminucion significativa del EIP, lo cual puede ser explicado por la formacién de un puente de

hidrégeno intermolecular, el cual disminuye la interaccion con el receptor, vy de ahi su menor

afinidad a la enzima.
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CONCLUSION

Se creia con anterionidad que la sustitucion y modificacion de la molécula del azicar
cambiaba solo las propiedades farmacocinéticas, pero en el caso del Dig-27, en el cual se
sustituyo la Tridigitoxosa por una Celobiosa, provoco et aumento del EIP, ya que, la presencia de
un metilo (R-CH;) en el C-5 de un azicar, favorece la afinidad al receptor, por lo cual el Dig-27
obtuvo un mayor EIP v su afinidad a la enzima se hizo mayor, a concentraciones altas. Es
importante mencionar que las modificaciones estructurales realizadas a los demas andlogos,
provocaron la disminucion de la afinidad por la enzima, siendo favorecida ain més esta
disminucion por la presencia en el C-3 de una a-D-Glucosa, la cual en el C-5 posee un grupo
funcional R-CH;-OH, el cual inhibe la interaccion con el receptor, por lo que se comprueba lo
sefialado por Thomas™,

De acuerdo a los resultados de correlacion del EIP ¢ Inhibicion, se observa que no existe una
correlacidn entre las concentraciones que producen el EIP y las que generan la Inhibicién de 1a
enzima. En Gltimas fechas se ha investigado sobre la presencia de mas isoformas de la enzima y
su interaccidn con estas o incluso la existencia de otro receptor interno, lo cual aun no se
demuestra y continua en investigacion.

Lo que queda en claro, es que las modificaciones realizadas a los glucdsidos cardiacos si

modifican el efecto inotropico positivo y la inhibicién de la ATPasa-Na'/K ™.




PROPUESTAS Y/0 RECOMENDACIONES

Para poder completar €l presente estudio es necesario que se continie evaluando los andlogos que
si presentaron actividad, analizando su toxicidad, por medio del método Cardio-Pulmonar,
ademas de su potencia farmacologica, estudiando, asi también, las propiedades farmacocinéticas
de cada uno de estos firmacos. Por otro lado, es importante que la investigacion sobre ia
presencia de nuevos receptores digitalicos continle, ya que de esta forma es posible completar el
mecanismo de accién de los cardiotonicos. Esté estudio es solo un ensayo de la infinidad de
modificaciones que se pueden realizar a la estructura cardioténica, por lo tanto se propone que
estas modificactones continien para asi Ilegar a una estructura perfecta en la que su efecto
terapéutico aumente y los efectos toxicos disminuyan. Cuando se mencionan los efectos toxicos
es necesario hacer hincapié, ya que, dia con dia existen decesos por esta causa. Lo ideal seria que
estos efectos estuvieran muy lejos de la dosis terapéutica o que en su mejor caso, no se
presentasen, por lo cual es necesario que estos estudios continiien y se extiendan para prevenir

que la muerte por intoxicacién se presente.
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Enclosed you will find the sampie of Jig 10 and the corresponding product sheez.

anile 17 2-furvl compounds are known
and active, they have not been properiy
cested Ior dissociatien of inotropic
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Melting point: 205.5 - 208°C (chibroform-ether)
Amount: 416 mg
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Dear Dr. Mendez:
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-

gluct Dig 13

I believe thar it might be active and comparatively non-toxie.

I will recapitulate the reasoning which is comnected with the idea of restricted
rotation,

1 shall indicate activity and toxicity arbitrarily by crosses.



Dr. Ratfael Mendez - sage .
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Dr. Rafael Mendez - pagze 3.

We see from the tazble that a 12-2 hydroxyl leaves the activity of normal cardenoiid
completely intect. In fact, digoxin seems to be now the drug of choice in cardiology.

However, in iseczrdenolides (Dig 4) the 12-3 hydroxyl seems co destrey activity.

The explanation of this might be that hydrogen bridging in Dig 4 favours a
rotational state o_f_ the lactone which does not fit the inetropy receptor, but firs
the toxicity (Na K ATPizse) recepror.

If this is correct 1 would predicc that Dig 4 will show reasonably normal
+++ ATPase iphibition and toxicicy.

I would zlso predict thar in Dig 13 cthe situacion will be reversed. Dig 13 should
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procedure from gitoxigenine, s B 'QQ,

If vou would please get as many preliminary data|from the small sample we are
sending, we would invest another 52,700 and-make say 300 - 1,000 ag if there is a
glimmer of hope that tie prediction is at least partly correct. In the long run we would
of course, have a toctaily synthetic method, but I do not wish to invest the large amount
of labor into developuent of a total syanthesis which will have %0 be of a novel tvpe,
if oy {deas about activity and toxicity do not prove correct,

If you could also see your way to obtain toxicirty data for Dig 4, the accompanying

table would be complete and we would see more clearly if there is something in this or
not.

We are again threatemed by a mail strike and have to mail this in the U.5. Con-
sequently, for the present, we are sending the samples again via Dr. Stern.

With best regards,

Cordially,
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M.P.: 188~-191°¢C [Methanol-Ethyl etherj

Prepared by: Min-Jen Shizo
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UNIVERSITY OF . ) R i
NEW BRUNSWICK Jag Service “.umper 45222 / Fredericton, M8, / Canada E3B 6E2

natural Producss Resear=t Cenrre Professor K. Wiesner, F.R.S.
{506} 453-477% 3780

Telex: 074-46-:02

Occober 13, 1982.

Dr. Rafael Hendez,

Departamento de Taroaco.:gia,
Instiruto Maciocral de Czrdiclogia.
Juan 3adiapc #1,

Mexizs 22, 2.7,

Dear Jr. Mendez:
Taclosed i3 the sacple of Dig. 27 whica I nave dromised scme time
age. © wouid zrireciat: specially if ou compare its acrivity, duration

of acrion, 2te. o 2ig. 2f and decide which is the more desirable glyceside.
dich best ragards,

Yours sincerely,

!-,':/)/_ [\,_’Lé 3 ‘L‘\.Z-\_
FW/hm

Encl. -

P.S5.~—1 just got vour lecter of Oczober 6th. You will recall chat the
discussion atarzed by tae suggestion that we should put on 2 or 3 molecules
of glucome instead of oce. Then i: went on and we have agreed that we shall
first try that since it s a task of medium difficulty and migat suffice

te impart better solubility, durarion of action, ete. If not satisfactory,
we shall tackle :he zuch more demaading task to transfer the entire sugar
complex of digitoxin on some of our more promising derivatives.

This,
however, is a demanding research projecr.




Digitalis Coz=pound YNe. 27

CH

H
' 439 mg.
C55H5401‘ 19 mg
Hol. We.: 698
H.P. 248-223°C  (zethanol - ethyl ether)
Prep. ov: Conniz Tsai

P.5.-~Pleasa note that Diz. 27 is a cellobioside; it is not
idencical with Dig. 26 which is a maltoside. (The
diffarence is in the stareochemistry of the glucose-glucose
Zlinkzge.)




INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
. IGNACIO CHAVEZ
. JUAK BADIANQ NUM. 1

MEXM@WIIF P 1983..

R - Co e e

IDR. K. WIESNER :
*University 6f New Brnnswick W
‘natln:cl Prodocts Research Centref
Prede:icton,. q. B.

"Canmada E3B - 6E2.
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= fae an -

Dear Dr, iliesner :
- A feu days: ago I sent ymz a :eprint of’ the paper by !‘aa-tenn*:—
and. pygself published irm-LIFE SCIENCES, entitled "Card:ac:effects: .’
of aix actod:.gtn fnz-zz,zn.l.— :ela.tad Bmisynthatic qucusj.da& f

" e should ke to conce;.xt:ate -now on the stud?‘of Campaund's."‘&'
.10, 12 and 24 aince it would- B&ve:y Intaresﬁnq to:.geea whe,tb.arrm

study the action of . thege eompounds on tha. hioelectrical prope:t:fas ¥
of heart cells.snd alsoc om tha physfofogical: properties of, g
tisgues. Since’the Yatter-would have- tn"be done fnr the ime'lz" :
dog/ we would: need_zbout ¥ coupls of grams-of each. compodnd. Iﬂi

- their actions are simtlar -and T believe they wilE; ;Be~they couldis
serve as-the basis for 'the synthesis of" new. compornda mzthruf”"a'
evaluation. - I would suggeat, if it were u_e.tapm:th
mlecules of d.!qitnmae m tha tﬁ:ee cunpom: 5"=‘-- vt

failore with qood.results _ '

We have not been very lucky with our project :o far. Our
results are veyy interesting from the theoretical point of
view but of no real practical value. Let us hooe that we will
be more afortunate from now on.

itk best cersonal Tegard@

Tordially yours,

Rafael Mendez.

scopy to Dr. B.__.}St:@w:v:fn; .
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Dr. Rafaei Mendez--zage .

vru will note that the steroid aglucome is the same as in actodigine

Actodigine

(AY-22, 241)

he same as in digitoxin.

et

whiiz the sugar sife-chzin I:

Mrs., Tsai is cow Jn o2 visit to Taiwan and as soon a5 she comes back on May 28th
we snall srepare = larger guantity of the product and send it to you. We shall then
see wiether we ge: -he .arge margin of safety of sctodigine and at the same time the
long duration >f zeiicn zad <he other desirable pharmacologic properties characteristic
af iigitoxin ;ombined in one Jroduct.

#ith est regards,

- Yours cordialiv,
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