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I. Introducciéomn

El objeto del presente trabajo es el aislamiento,
identificacidon v estudio farmacolégico de un nuevo he-
terdsido obtenido de la Thevetia gaumeri (1) que cre-
ce en el estado de Veracruz.

a) Historia

Se han aislado varios heteroésidos (que por como-
didad llamaremos glicosidos) de distintas especies de
Thevetia. Los mas importantes son: la Tevetina, ais-
lada por Chen vy Chen (1934) de la Thevetia neriifolia;
la Neriifolina, aislada por Frerejacque (1945) ¥ por
Helfenberger v Reichstein (1948) de la misma Theve-
tia v la Cerberina, aislada por Matzubara (1937) de la
Cerbera odollam Gaertn. Frerejacque ha demostrado
recientemente (1948), que esta ltima es idéntica a la
acetilneriifolina obtenida de la Thevetia neriifolia Juss.

Boriani (1938) trabajando con una especie de The-
vetia que crece en Meéxico, la Thevetia yccotli (este in-
vestigador confundidé el nombre de Yccotli con el de
Yoyotli que corresponde a la T hevetia thevetiodes) ha
obtenido un glicésido llamado cerbérido, cuya formula
no determind y que ejerce segin el autor, ciertos efec-
tos farmacolégicos distintos a los producidos por los gli-
c6sidos aislados de otras especies dc Thevetia.
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1I. Parte Experimental

I.—Preparacion del material.

Se toman 30 Kg. de semillas de Thevetia gaumeri
que, una vez descascarilladas producen 15 Kg. de al-
mendra (cotiledones) limpia, la cual se muaele en una
licnadora eléctrica con éter de petrdleo. El desengra-
sado en éter de petrdleo (2) se lleva a cabo durante
tres dias, cambiando el solvente cada 24 horas. A con-
tinuaciéon, se seca el material a medio ambiente, sin
exponerlo al sol, hasta que desaparezca el olor a éter
de petrdleo, (8 a 10 dias). El peso del polvo seco y des-
engrasado obtenido es de 6 a 7 Kg.

a) Aislamiento del Helerdsido

El polvo seco y desengrasado 6 Kg. se trata con 6 1t.
de alcohol metilico (3). El conjunto se mantiene a bafio
maria durante 3° horas conmservando constante el volu-
men del alcohol ¥y agitando mecanicarmente, dentro de
una campana con buen tiro. Una vez frio, se filtra pri-
mero sobre gasa, se cxprime el residuo y se filtra de nue-
vo por papel filtro.

El liquido resultante, de color amarillo, se lleva a
sequedad al vacio (15 mmm.). L.a masa obtenida, pega-
josa. se coloca en un soxhlet y se agota con éter etili-
co (4). El residuo se disuelve en 200 cc. de agua desti-
lada (5) y se filtra sobre papel. Al filtrado se le agregan
6 g. de subacetato de plomo (6).
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El conjunto se pone a hervir en el vacio durante 15
minutos y se le hace borbotear adcido sulfhidrico lavado,
hasta precipitacion total del plomo de la soluciéon. Sc
filtra y la evaporaciéon del agua al vacio (15 mim.) da
el heterdsido en forma de cristales blancos solubles en
agua, alcohol metilico y alcohol etilico, con un punto
de fusién de 210°C.

Rendimiento de 0.5%

Por andalisis cualitativo (7) mno se¢ encontrdé nitroge-
1no, azufre o haldégenos.

Amnalisis Calculado para C..H.:O,, C 61.85 H 7.78
Analisis Encontrado para C;M;;0,;, C 61.92 ¥ 8.08
Peso Molecular Calculado 737.8

Peso Molecular Encontrado 733
Meétodo de Rast (1922) (8).

b)) Obtencidrr del Aglicén (hidrdélisis del Producto)

Para la obtencién del aglicén del heterdsido se si-
guid el método de Reichstein (1948). Se disuelven 200
mg. del compuesto cristalino en una mezcla de 10 cc.
de acetona y de 0.1 cc. de acido clorhidrico concentrado
(método de Mannich y Siewart para la ouabaina). La
mezcla se deja reposar 12 dias a 18°C. Se ve entonces
aparecer progresivamente una coloracién verde inten-
sa. Mediante vacio. se reduce el volumen a unos 2 cc.;
se agregan 10 cc. de agua y se evapora cn seguida la
acetona, siempre bajo vacio, operacion en el curso de
la cual una parte del compuesto se encuentra bajo la
forma de resina. Se completa entonces hasta 10 cc. de
agua y se agregan 10 cc. de alcohol metilico; la solu-
cidén se calienta luego durante una media hora a bafio
maria ¥y a reflujo. Por evaporacion al vacio (15 mm.)
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se reduce el volumen de la solucién a unos 3 cc. y se
forma wun precipitado amorfo gue mas tarde se hace
cristalino. El precipitado gris, asi obtenido se filtra por
aspiracién y se lava varias veces con un poco de agua,
hasta que el filtrado de una reaccién neutra al papel
de tornasol. El producto bruto (75 mg.) funde a 185°C.

Da la reaccidén del grupo lacténico, en el C 17 6
reaccion de Legal (1883) (9).

Su ensaye farmacolégico reafirma su comporta-
miento como agrupamiento aglucdnico.

c) Aislamicnto e identificacién de un Azitcar.’

La soluciéon acuosa de la cual se habia extraido por
cristalizacién la mayor parte del aglucén crudo con-
tiene también los azhcares. Se le agita varias veces con
cloroformo y la capa acuosa después de la eliminaciéon
del resto del cloroformo, se neutraliza con carbonato de
plata y se filtra por carbém. ILa solucidédn que pasa se
trata con acido sulfhidrico, se filtra primero por papel
filtro vy después se filtra sobre carbdém y el filtrado se
evapora al vacio (15 mim.). El residuo amorxrfo se lava
varias veces con acetona v se seca sobre pentédxido de
féosforo con vacio. El producto seco se disuelve en la
menor cantidad de agua posible y se evapora lentamen-
te centimetro por centimetro, enfriando después de ca-
da evaporacidon segiin el método de Lutembacher (1947)
hasta que comiencen a aparecer los primeros cristales

(10), éstos se secan y dan un punto de fusiéon de 146°C
con descomposicion.

Para la identificacidén de la hexosa se utiliza la fe-
nilhidracina (11). ILos cristales que se obtuvieron, en
solucién acuosa, precipitan en forma de fenilosazona
a los 5 minutos, con un punto de fusién de 204°C.
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También de estos cristales se prepard el acetato (12)
con el objeto de diferenciar si los puntos de fusiéon ante-
riores correspondian a la d-glucosa, a la d-manosa. o
a la d-levulosa. Se encontré que el punto de fusion del
pentacetil de la hexosa es de 112°C valor que concuer-

da por el dado en la literatura Hilger (1903) para la
a-d-glucosa.



III. Discusién

En los principios activos aislados de las Thevetias
v de otros géneros de la familia de las apocinaceas con
que han trabajado diversos investigadores se han en-
contrado que la Tevetina es un glicdsido compuesto por
la unién de digitoxigenina, tevetosa y dos moléculas
de glucosaj; la neriifolina que csta formada por la union
de digitoxigenina y tevetosa; la cerberina, idéntica a
la veneniferina o sea el acetato de neriifolina (1949),
estd compuesta por la union de digitoxigenina, teve-
tosa y acido acético. IIn la presente investigacién de-
mostramos la existencia de un glicdsido constituido por

el aglicon factiblemente digitoxigenina, glucosa y

otro
azticar no identificado.

La extraccidén se llevé a cabo sobre el polvo seco
v desengrasado de las almendras de la Thevetia gau-
meri, con alcohol metilico absoluto, a bafio maria, el
extracto se lleva a sequedad al vacio. La masa resul-
tante asl obtenida se agota con éter etilico. El residuo
se disuelve en agua destilada vy se filtra. El filtrado se
defeca con subacetato de plomo, sc elitmina después el
plomo por precipitacién como sulfuro. Finalmente por
evaporacion siempre bajo vacio de la solucién acuosa
resultante se obtiene el glicésido en forma cristalina.
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Soluble en agua v en alcohol. Por anialisis cualitativo
se encuentra carbono e hidrégeno pero no nitrégeno,
azufre, ni haldégenos. Por micro-analisis se encuentra

la relacién siguiente:
Carbono 61.92:
La posible férmula empirica seria C3;sHy:04,.
es corroborada tomando el peso molecular del compues-

to. siguiendo el método de Rast. El peso molecular cal-
culado es de 737.8. El peso molecular encontrado es

de 733.

El glicésido fué sometido a hidrolisis acida, siguien-
do la técnica de Reichstein, obteniéndose un aglicon que
factiblemente es la f-anhidrodigitoxigenina con un pun-
to de fusién de 185°C valor que concuerda con el dado
por la literatura de 186-92°C, para demostrar la presen-
cia de aziticares, se separd la glucosa siguiendo la téc-
nica de Reichstein. Obteniéndose la fenil-osazona de la
d-glucosa con un punto de fusién de 204°C, ademas se

prepard el derivado como acetato.

Hidrégeno 8.08.
Esta

18



IV. Estudio Farmacoldgico

Pruebas de orientacién farmacoldgicas

Todas las fracciones obtenidas fueron ensayadas
farmacolégicamente, primero por una prueba de orien-
tacidén en corazdén aislado de rana siguiendo la técnica
de Straub-Fiihner, y después en el preparado cardio-

pulmonar de Starling con insuficiencia cardiaca expe-
rimental, siguiendo la técnica descrita por Krayer
(1931) y por Krayver y Méndez (1942)>. El nuevo hete-
r6sido produce paro sistdlico reversible sobre el corazdn
aislado de rana y posee una accidn digitalica segiinm la
definicién dada por Méndez (1947), es decir que re-

vierte la insuficiencia cardiaca experimental provocada
en el preparado cardiopulmonar.
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V. Conclusiones

1.—Se obtiene un nuevo heterdsido cardiaco de la
Thevetia gaurneri Hemsl.

2.—Se supone que esta constituido por la unidon de
digitoxigenina, glucosa y otros azlicares.

3.— Farmacoldégicamente se demuestra gque revier-
te la insuficiencia cardiaca experimental en el prepara-
do cardiopulmonar de Starling.

4.—Se propone el nombre de Tevetoidina para este
heterdsido.
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(1. Thevetia Gaumeri Hemsl,
=="Th. spathulata Milsp.

== Th. steeri Woodson.
Nombres vulgares:

Yoyotl, yoyote, codo de f{raile.

cabrito, marciso
amarillo, rejalgar, san diego, ectc.
Datos histdricos:

Los antiguos aztecas lo llamaban Yoyotli, que sig-
nifica cascabel y usaban las semillas para adorno.

El historiador Hernandez, refiriéndose a las pro-
piedades medicinales de esta planta dice: “Ys caliente
¥ seca en tercer grado; la almendra cura las alceras can-
cerosas; el jugo instilado cura la sordera, alivia las Wl-
ceras, la sarna y el sarpullido; el jugo untado alivia las
punzadas que suelen acompaifilar a las fiebres ardien-

tes; las hojas majadas alivian los dolores de los dientes
v disipan les tumores™. (17900, TFig. A.

La familia de las apocinaceas comprende plantas
de jugo lechoso y por su porte pueden ser arboles, arbus-
tos o hierbas. Sus flores estan dispuestas en cimas ter-
minales o axilares; flores hermafroditas. con los seg-
mentos del caliz unidos en la base; corola gamopétala,
“campanulada o en forma de embudo. con cinco divisio-
nes; androceo de cinco estambres insertados en el tubo,
con filamentos cortos y anteras angostas. libres o uni-
das, con frecuencia apendiculadas en la base; estilo sim-
ple o dividido en su base. Fruto de dos carpelos, dehis-

“cente indehiscente. Comprende 46 géneros uno de los
cuales es la Thevetia.

IL.as Thevetias pueden ser frutescentes o arboéreas,
nunca trepadoras, con hojas alternas; ciliz escamoso en
su interior; corola infundibuliforme; anteras no apen-

diculadas en la base; carpelos generalmente uni o bio-
vulados, que constituven una drupa.
22



El género Thevetia comprende en México Marti-
nez (1939) cinco especies; Th. gaumeri, Th. peruviana,
Th. plumieriaefolia. Th. ovata y Th. thevetiodes.

Clasificacién botanica:

Divisidon Angiospermae
Clase Dicotyledoneae
Subclase Metachclamydeae
Serie Contortae
Subserie Gentianiniae
Familia Apocynaceae
Subfamilia Plumieroideae
Especie Gaumeri

A la Thevetia gaumeri Hemsl., le corresponden los
siguientes caracteres:

Arbol de 4 a 20 metros de altura, completamente
glabro, con las Giltimas ramillas engrosadas y brillan-
tes. Hojas pecioladas, algo coriadceas, oblanceoladas, de
unos 10 a 12 ¢cm. de largo por 1 a 1.7 cm. de ancho
algo agudas, atenuadas en la base, brillantes en la cara
superior vy algo opacas en la inferior, con las nervadu-
ras poco visibles. Flores amarillentas, dispuestas en ci-
mas, erectas y subterminales, que llevan cinco a diez
flores sobre pedicelos de 12 a 25 mm. Segmentos del
caliz gruesos, ovado oblondos, brevemente acuminados
o apiculados, de 8 a 10 mm., igualando al tubo coroli-
no y provistos interiormente de diminutas escamas. Co-
rola infundibuliforme, de unos 25 mm. con el tubo bre-
ve v los 1lobulos espatulados, oblicuos y truncados. que
llevan en la garganta escamillas pelosas y blancas. Es-
tambres insertados hacia la mitad del tubo, con los fi-
lamentos aplanados, provistos de denso vello; conectivo
prolongado en su apice en forma de cuerno. Disco cu-
pular, grueso y carnoso, rodeando al ovario, el cual es
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glabro y biovulado; cstilo filiforme, abajo cénico y gla-
bro vy con el estigma blanco piloso. Fruto comprimido,
trigono y biapiculado, de 30 mimm. de ancho, atenuado
hacia abajo, de 18 mm. de alto.

so y la testa lehosa.

El epicarpio es carno-
Hooker’s (1886).

B

R

"‘JL" 23y
0 Nt
e

Fig. A.—El yoyotli, segiun Hernandez (1649). Grabado

hecho en
madera en 1570.
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Esta especie estaba descrita inicamente de Cozu-
mel, Yuc. Nuestros ejemplares fueron colectados en
Tuxpan, Ver., ¥ presentan algunas leves diferencias con
los ejemplares de la localidad tipica, pero correspon-
den con ellos, segiin opinidén del Prof. Maximino Maau-
tinez, confirmada por el Dr. Robert Everard Woodson

(del Missouri Botanical Garden) especialista en la ma-
teria.

(2>. Kl objeto de tratar las almendras (cotiledo-
11¢s) secas con éter de petrdleo es la eliminacidén de gra-
sas, en un 60% un aceite no secante que contiene los
acidos grasos miristico, palmitico, estearico, araquico,
oléico y linoléico segiin Kafuku (1936, asi como acido
oxi-ricindlico, algunos aldehidos y cetonas de alto pe-
s(o xznolecular v terpenos, segiin describe Dragendorff

1921).

(3). El objeto de extraer con alcohol metilico es

disolver en éste los heterdsidos (glicdsidos), alcaloides,
resinas, taninos y tano-resinas.

(4>. El objeto de tratar con éter etilico es eliminar
las resinas. tano-resinas. pigmentos solubles en éter asi
como resorcina, floroglucina, pirogalol, acido trimési-
co y para-hidroxi-benzo-fenona Sodi (1947),

(5). El agua destilada disuelve los heterédsidos

(acuo-solubles), las saponinas, asi como colorantes hi-
drosolubles.

(6>. El subacetato de plomo tiene por objcto eli-
minar las saponinas.

(7). Analisis Cualitativo del Compuesto por fusion
alcalina con sodio.

Un pequefio tubo de ensaye (50 por 8 mm.) se fija
en posiciéon vertical en una pinza de Bunsen a la que se
le ha quitado previamente el hule. En cl tubo de en-
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saye se pone un pedazo (lenteja) de sodio metal limpio,
Yy se agrega un poco del compuesto. Se calienta la par-
te inferior del tubo hasta que el sodio funda y se eleve
el vapor de sodio en el tubo. Entonces se agrega un po-
co mas del compuesto v se calienta de nuevo, esta vez
con mas energia hasta que el fondo del tubo esté al rojo
obscurxo. Se deja enfriar el tubo y sec le agrega 1 cc. de
alcohol para disolver cualquier cantidad del sodio sin
transformar. Se calienta el tubo de nuevo y todavia ca-

liente se deja caer en un pequcfio recipiente que con-
tenga 20 cc. de agua destilada. IEl tubo se rompe con
un agitador v la solucién se calienta hasta ebulliciéon
v se filtra.

El filtrado, que debe ser incoloro, se usa
para las siguilentes determinaciones.

¥l azufre se determina acidificando unos centime-
tros de la solucion problema comn acido acético y agre-

gando unas gotas de acetato de plomo. Un precipitado

negro de sulfuro de plomo indica azufre. Reaccién ne-
sativa.

El nitrégeno sc determina agregando a 3 cc. de la
solucién problema unos cristales de nitrito de sodio, dos

gotas de soluciétn de cloruro férrico v acidificando con
acido sulftrico diluido.

ILa mezcla se calienta a ebulli-
cidén, se alcaliniza con amoniaco y se filtra. La adicién

al filtrado de una gota de acido sulfhidrico en agua o
de un sulfuro alcalino produce un color violeta en el
caso de haber nitréogeno. Esta reaccion fué igualmente
negativa.

Determinacién de haldégenos. Dos centimetros cii-
bicos de la solucidon se acidifican con acido nitrico di-
Iuido y se hierven suavemente por unos minutos para

expulsar cualquier traza que halla de acido cianhidrico
o de acido sulfhidrico.

Se agregan unas gotas de solu-
26



cién de nitrato de plata. Un precipitado pesado indica
la presencia de cloro, bromo o iodo. INo se encontra-
ron halégenos. Shriner (1949-a).

(8). Determinacion del Peso Molecular Método
de Rast (1922).

LEsta determinacién por un meétodo muy elegante
v sencillo se efecttia en un aparato de punto de fusion.

Se emplea alcanfor bastante puro y si no se homo-
geniza. Se determina su punto de fusiéon y su cons-
tante crioscépica utilizando un mismo termémetro di-
vidido en 0.25°C. Para la determinacién de la cons-
tanie crioscoOpica se emplean reactivos analiticos (acido
benzoico, bencidina, difenilamina). :

Método. En un pequerio tubo de ensaye limpio y seco
puesto sobre un corcho como soporte, se pesan exacta-
mente 6 a 10 mg. del compuesto y se le agregan encima
unas 10 veces mas de alcanfor. El tubo de ensaye se
lleva a un vaso con acido sulfiirico v se calienta el vaso,
hasta que el contenido en el tubo funda totalmente. Se
retira el tubo, se deja enfriar y se saca el contenido
(con una varilla de vidrio aplanada en un extremo)
que se vierte a un mortero. Se cargan capilares para
puntos de fusion. Como punto de fusién se torma la tem-
peratura exacta a 0.25°C del momento en que la masa,
al principio en fusién y turbia, quede totalmente trans-
parente por desaparecer el (iltimo cristal (resto de subs-
tancia cristalina). Se efecttian lecturas hasta obtener
concordancia en los datos. Lo mas importante es de-
terminar exactamente el p. f. del alcanfor sbélo y de
la solucién del compuesto en el alcanfor en las mismas
condiciones pues lo que interesa determinar es, en rea-
lidad diferencias de temperatura.
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Calculos: para la determinaciéon de la constante
crioscoépica K se emplea la siguiente formula:

M x & x A

K ==
' b x 1000
en donde M es el peso molecular de la substancia co-
nocidag descenso crioscépico observado (diferencia

entre el p. f. del alcanfor empleado y el p. f. de la mez-

cla en cada caso) A peso del alcanfor; b peso de la subs-
tancia conocida.

Una véz comnocida ésta constante para determinar
el peso molecular M se emplea la féormula:

K x b x 1000
A. x .

™M =

Se¢ tiene un limite de error de 5%.

(9). El aglicon obtenido tiene un p. f. de 185°C
que factiblemente corresponde con la B-anhidrodigito-
xigenina cuyo p. f. dado en la literatura es de 186-92°C.
Para cerciorarnos del grupo de butirolactona en el C 17
que se encuentra en todos estos aglicones del ciclopen-
tano-perhidro-fenantreno (C.P.P.F.) se hizo la reaccién
de Legal (1883) gue consiste en disolver el aglicén en
piridina, agregarle una solucién saturada de nitropru-
siato de sodio y alcalinizar con soluciéon saturada de
hidréxido de sodio. La apariciéon de uan color rojo ce-
reza indica la presencia de grupo lacténico cn el com-
puesto. La reaccidn fué positiva.

Se encuentra la presencia de un oxhidrilo secun-
dario siguiendo el procedimiento de Duke (1940) por
medio de la prueba de iodoformo y se confirmdé este
oxhidrilo por el procedimiento de ILucas (1930).
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No se encontrd ningiin grupo aldehidico o ceténi-
co siguiendo el procedimiento de Raschig (1928) ¥ por
el procedimiento de Tollens con oxido de plata por lo
que creemnos que concuerde con la digitoxigenina, mas
aun que las pruebas bioldgicas en corazdn aislado de ra-
na; siguiendo las técnicas de Straub-Fithner hay rever-
sibilidad inmediata Jdespués del paro sistélico.

(10). FHay gque hacer notar que conforme se va eva-
porando mas la solucién madre se forman productos de
precipitacién que no tienen punto de fusién constante
v que son mezcla de glucosa anteriormente identificada
con otras substancias.

(11). Formaciéon de la osazona. Al liguido rema-
nente (10 cc.) se le agregan 0.4 g. de clorhidrato de
fenil-hidracina. 0.6 g. de acetato de sodio cristalino y
4 cc. de agua destilada. Se tapa el tubo de ensaye con
tapon monohoradado y se coloca en un recipiente con
agua hirviente. Precipita la fenil-osazona de la hexosa

en cinco minutos. Esta osazona tiene un punto de fu-
sién de 204°C.

(12). Se prepard también el acectato de la hexosa
para diferenciar entre la d-glucosa, d-manosa y d-le-
vulosa. A 0.2 g. de la hexosa se le agregan 2 cc. de pi-
ridina anhidra. Se agregan adermas 0.8 g. de anhidrido
acético, con agitaciéon y después de que la reaccidén ini-
cial se ha calmado la soluciéon se hierve por 3 a 5 mi-
nutos bajo reflujo. La mezcla se enfria y se vacia en
5 u 8 cc. de agua helada. El derivado acetilado se se-
para por filtracién, lava con solucién de acido clorhi-
drico frio al 2% vy después con agua. Se purifica por
recristalizacién en alcohol. Para el acetato de la e-d-
glucosa se tuvo un p. f. de 112°C que concuerda con el
dado en la literatura. (1949-b)
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