zé/-,/?

“""‘"j UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
- ' DE MEXICO

Escuela Nacionai de Estudios Profesionales

"ZARAGOZA"

&
(7

OBTENCION DE CARDIOTONICOS A
PARTIR DE RECURSOS NATURALES
NACIONALES (Digitalis purpured).

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
Quimico Farmaceéutico Bitlogo
P R 13 S E N T A

REBECA LOPEZ MARTINEZ

MEXICO, D. F. 1986



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CAP.

CONTENIDDO

INTRODUCCION
FUNDAMENTAGCION DEL TEMA
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
OBJETIVO E HIPDTESI;
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS Y DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

PAGS.

26
33

34

75

78



FIG.

8]

£«

«

10
11
12

13

14

15

16

INDICE DE FIGURAS

Estructura badsica de un glucdsido digitidlico.

Digitoxigenina C-20 marcada.

% de mortalidad gliobal mundial % de mortalidad
por enfermedades cardiovascul ares.

% de morbilidad por enfermedades cardio~
vascul ares.

% de mortalidad por enfermedades cardio-
vascul ares,

Métodos de extraccién I y 1A con
cloroformo.

Método de extraccion II con etanol.

Curva estandar de Digitoxina y Digoxina.

.Curva estandar de Digitoxina y Digoxina.

Purificacidn y cuantificacidn de glucdédsidos
cardiacos del extracto cloroférmico.

Identificacion cromatografica de
Digitoxina, Digoxina y BGitoxina en los extrac-—
tos E, X, Y y las fracciones EF-1, EF-2.

Purificacion y cuantificacidn de glucodsidos
cardi'acos del extracto etandlico.

Espectros en infrarrojo de Digitoxina.

Espectros en infrarrojo de Digoxina

PAG.

(&

12

27

28

29

42

45
54
55
63

&5

(-1

71
72



TABLA

L2

[, .

INDICE DE TAELAS.

Valores farmacocinéticos y dosis
promedio para glucdsidos cardiacos.

Potencia de glucédsidos cardiacos.

Sistemas de disolventes ensayados.

Sistemas de disolventes para separa-
cion de cardiotdnicos.

Blucdsidos cardiacos separados en
Sephadex LH-20, cuantificados por
picrato alcalino.

Glucdsidos cardiacos separados en
placa preparativa de Kieselgel GF j354,
cuantificados por picrato alcalino.

Asignacion de las senales en los
espectros I.R. de la Digoxina y
Digitoxina.

PAG.

30

31
48
56

61

&8

70

74



INTRODUCCION

Los farmacos mis utiles en el control de padecimi-
entos cardiovasculares son los glucdsidos cardiacos inclui-
dos en el grupo de los cardendlidos, compuestos cnnstituidos
pOr una genipa o0 aglucona en union glucdsidica con un sacad—
rido. Los mads importantes glucdsidos cardiacos son obteni—
dos de hojas del género digitalis; se caracterizan por una
estructura basica de ciclopentanoperhidrofenantreno substi-
tuido en las posiciones 10, 13 v 14 por grupos metilo e hi- '
droxilo respectivamente; enlazado en el carbdén 3 con una tri-~
digitoxosa, y al carbdn 17 con un anillo A,ﬂ-insaturaduf—
lactona (buténolido}) el cual le confiere su propiedad farma-

coldgica.
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Los glucdsidos digitdlicos con actividad cardiote-
nica se forman como productos de hidrdlisis de la accidn de
enzimas endogenas a partir de glucosidos primarios, lanato-
sidos en D. lanata y purlandsidos o purpurea glucosidos en
D. purpurea. Los lanatasidos contienen un grupo acetilo y
una glucosa unida a la ultima digjtﬁxosa, mientras que los

purpurea gluctsidos solo contienen una glucosa.

Asia es introducida en nuestro palis como planta de ornato,
actualmente se localiza en los Estados de Hidalgo, Puebla,
Veracruz, Buerrero y Chiapas. No obstante la importancia de
explotar este recurso natural, son pocos los estudios sobre
la implementacidn del cultivo y el‘aislamiento de principios
actives que contienen estas plantas. En base a eséos antece—
dentes es necesario establecer un método de extraccion\que

permita aislar los glucdsidos digitAlicos mas activos de 1a

D. purpurea.

El 'cuadro bdsico de medicamentos del pals (Diario
Oficial 1984) incluye a la digitoxina, digoxina y lanatésido
C, los cuales son importados en su totalidad (Instituto de

Comercio Exterior) y representan $ 18,059,000.00



I. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Descripcion Botanica

Escrofulariaceas; es una planta bienal y a veces perennizan-
te, durante el primer ano forma un roseton de hojas a ras
del suelo, en el segundo ano el tallo se hace prominente y
aparece un vastago que puede alcanzar hasta 2 metros de al-

tura,

lL.as hojas tienen forma variable, generalmente entre
ovaladas y lanceoladas, o mas ancha aovada y abruptamente
contraida en su rabillo, o por el contrario, mis estrecha,
con los bordes festonados, dentados o casi enteros. La can-
sistencia de lag hojas es blanda vy con nervadura realzada en
el envés, mas o menos vellosas. Las flores forman un.rami-
llete en la sumidad del tallo, todas sobre un lado de él y
colgantes, cada una con su rabillo, formando un racimo uni-~
lateral; su tamafo va de 3 a 5 cm., tubulosas, dilatadas y en
la mitad superior de la corola, con los labios poce manifi-
estos de color purpureo, con manchas mds intensas en la par-

te dilatada del tubo, generalmente orladas de blanco (23).



FIG. 2.- Digitalis purpurea L.




Constituyentes de la hoja

l.a mayor parte de los reportes coinciden en abocar-
se a la descripcidn de los glucodsidos digitdlicos, sin tomar
en cuenta los otros componentes de la hoja, como serian 11—

pidos, cenizas, compuestos nitrogenados, fibra cruda etc.

Se considera que los glucdsidos mas impbrtantes en

o

« purpurea (16) son digitoxina 0.2-0.3%, purpurea glucosi—

Q

oA y-B, digitalina, gitalina, gitoxina, glucogitaloxinaj
otros tipos de digitoxidos, asi como saponina, digitonina;
un aceite voldtil que contiene un estearopteno, digitalosmi~
na, 4cido antirrinico, una enzima oxidasa (en hojas recien
secadas) una pequena cantidad de Acido tdnico y un total de

cenizas de 7 a 12%.

En el caso de D. lanata (13)se ha reportado la pre-
sencia de S series de glucodsidos primarios o lanatdsidos,
designados como A, B, C, D y E; dependiendo del grado de hi-
drolisis se llegarad a productos secundarios o hasta las ge-

ninas correspondientes.

° Con. el objeto de ilustrar de una forma mas clara
los principales glucdsidos en D, purpurea y D, lanata se pre-

senta la fig. 3
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Fig. 3.- Principales glucbsidos en D. purpurea y D. lanata
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Estructura guimica

Los glucosidos digitadlicos estan constituidos por
un estercide, el cual en 1a posicion del carbono 3 estd uni-
do por medio de un enlace glucosidico & una o mas digitoxo~
sas, las cuales a su ver pueden a no tener un grupo acetilo o

glucosa dependiendo de la fuente de extraccion,

Por su estructura basica, aglucona o geninaj; se
clasifican en el grupo de los cardendlidos, gue son esteroi-
des de 23 carbonos, conteniendo en la posicidn del carbono

17 un anillo butendlido «,® insaturado ¥ lactona.

La digitorigenina es 1a aglucona mds simple aislada
hasta 1 momento de fuentes naturales, con accion cardioto~

nica..

Relacidn estructura-actividad

La estereoquimica de los cardenolidos fué descrita
po; Tam y Chem (43) lps cuales propusieron un esqueleto es-~
teroidal 14 hidroxilado en el cual los anillaos A/B estdn uni-
dos en configuracidn cis, R/C en trans y C/D en configura-
cién cis; ademds el esqueleto esteroidal contiene una lacto~

na insaturada en posicidn 17 con orientacion B y un grupo



funcional oxigenado en orientacidn 3B (grupo hidroxilo o u~
nion glucosidica). Tam considera que los grupos hidroxil
adicionales son de menor importancia para el efecto cardiaco,
ya que considera que la distancia entre el carbonilo de la
lactona y 1a funcion odigeno en C-3 es un valor critico para
la actividad (7, 10) esta distancia exactamente definida por
los dos polos electronegativos y el esqueleto rigido del es-
teroide debe estar relacionado con las propiedades del re-

ceptor digitalico.

La actividad de los glucdsidos cardiacos reside en
la genina, No obstante las moléculas de azucar participan
modificando la solubilidad Yy las propiedades de enlace. En
general los efectos de las geninas:.son de corta duracion com-
parada con los glucdsidos cardlacos y por lo tanto no son -
adecuados para uso terapéutico. La afinidad de los glucési-

dos cardiacos por el musculo cardiaco esta dada por los en—~

laces glucosidicos con una o mas azucares (12).

Efectos farmacolégicos

l.os digitdlicos actuan directamente en el miocardio
para producir un aumento en la contractibilidad (efecto ino-

tréopico positive), en el corazén dilatado disminuye su tama—



o vy aumenta el rendimiento cardiaco. El efecto inotropico
de los digitdlicos se manifiesta tanto en corazén sano come
en el dafado incrementando la compensacidén fisioldgica. Es-
tos compuestos también aumentan la excitabilidad cardiaca vy
automaticidad, e incrementan el periodo refractario del mio-

cardio.

Dosis ténicas de digitalicos producen efecto elec~
trofisioldgico paraddxico, en el cual hay una disminucidn en
la excitabilidad, bloqueando o disminuyendo el periodo re-

fractario, lo cual puede causar arritmias y fibrilacidn.

En lo que se refiere al desarrollo de métodés sin-
teticos, a pesar del avance en el cahpo de los eéteroides,
no fué sino hasta 1962 en que Sondheimer et Al (41) reporta—
ron que la sintesis de estos compuestos presenta muchas di-
ficultades debido a la naturaleza débil del hidroxilo en
C-14 de la genina, el cual es facilmente removido por los

dcidos para dar anhidro geninas.

Fritsch et Al., sintetizaron digitoxigenina a par-
tir de 15 hidroxicortisona (22). En 1974 Kruger (32) reporté
la stntésis de 3p,14Pp-19 oxigenado y de 3p-19 oxigenado-14,
15 dihidrocardendlido de acetato de pregnenolona. Por otra

parte, Martelli (33F) prepard el 3 acetato de 6« —~metil digi-



torigenina a partir de 21-hidroxi-preg—4-eno~3, 20 diona en
18 pasos, el cual presentd una actividad cardioténica equi—
valente al 7 acetato de digitoxigenina (prueba efectiva en
corardn de cuyo).

Estos intentos nos muestranm la complejidad de la
sintesis del grupo cardendlido, y es por esto que a la fe-

cha se siguen obteniendo los glucdsidos cardiacos a partir

de productos naturales.

Riosintesis

El conocimientp de la biosintesis de cardiotdnicos
es necesario para comprender el contrpl celular o interpre-~
tar la funcidn bicldgica de estos compuestos, asi como sus

requerimientos nutricionales.

Se ha establecido que el nucleo esteroidal se ori-
gina a partir de Acido mevalénico via escualeno (14), dicho
Acido se obtiene a su ve: de acetil Co-A, la cual puede ser
obtenida por varias rutas métabolicas (degradacion de dcidos

grasos, ciclo de Krebs). o

Reichstein (37) encontrd que el suministro de aci-
do mevalanico 3-H € a plantas de Digitalis, producfa digito-

xigenina C-20 marcada. (Fig. 4)
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lLos estudios més recientes han mostrado que el co-
lesterol (1) la progesterorna y la pregnenclona marcados (1,

44) también producen cardiotdnicos marcados.

Tshesch et Al (46) han encontrade que los esteroi-
des de 21 carbonos con un grupo ceto en C-20 son precursores

especlficos de los cardiotdnicos en las plantas.

Condiciones de cultivo, recoleccidn y almacenamiento

Como ya ha sido senalado, esta especie es nativa de
Europa Central y Asia, ¥ los paises donde es extensamente
cultivada son Inglaterra, Estados Unidos, Holanda, Canada,

Inglaterra vy algﬁnos otros,

El control de las condiciones de crecimiento, reco-
leccion y secado son en extremo importantes, ya que aseguran

obtener hojas con mayor contenido de glucdsidos (16).

Los factores a tomarse en cuenta son la preparacidn
del suelo para las semillas germinadas, las cuales son trans-—
plantadas a las 8-9 semanas. Si estas fueron germinadas en
agosto-septiembre deben transplantarse hasta marzo para ase-
gurar un buen nivel de hojas durante el primer ano.

l.a recoleccion de hojas debe hacerse anualmente du-

13



rante los meses de septiembre a noviembre después del medio-
dia y manualmente para asegurar su limpieza, eliminar hojas

deterioradas y material extrano.

Fosterior al proceso de recoleccidn, el manejo de
las hojas es sumamente importante. Las hojas recolectadas
deben ser inmediatamente colocadas en cdmaras especiales con
control de temperatura y humedad. La temperatura optima de
secado na debe exceder 40°C para asegurar la retencidén del

color verde natural caracteristico de la planta fresca.

Algunos autores (34) mencionan que después de la
recoleccion se debe efectuar un lavado de las hojas, picado,

secado y embalaje al vacio. .

Procedimientos de extraccidn

La}Digitalis aparece en la London Pharmacopeia ha-
cia 1650, e incrementa su popularidad en 1785 con los traba-
jps del Dr. Withering, gquien demuestra editosamente su efi-
cacia como un tonico para el corazén. En 1799 John Ferriar
atribuye a la digital una accidn primaria en el corazdén, sin
embarga el empleo de preparaciones galénicas {(extractos) a
partir de esta planta, causd problemas debido al uso indis-

criminado de la droga, ya que se ignoraba cual era la dosis

14



adecilada.

En 1867, el laboratorio de Fisiologia del Museo de
Historia Natural inicia un experimento comparativo sobre ra-
nas con digitalina en polvo de Homolle-Quevenne y digitalina
amorfa de Nativelle y una digitalinarcristalizada del mis-—
mo Nativelle; los resultados demostraron que la digitalina
cristalizada era la mas activa. En 1871 Nativelle obtiene
la digitalina cristalizada pura. Stoll en 1935, logra ais-—
rasy conocidas como lanatdsidos A, B y C las cuales por hi-
drélisis alcalina pierden el grupo acetilo para dar lugar a
lps deacetil lanatdsidos A, By C. Asimismp demuestra que
las hojas contienen una enzima capdz de liberar una glucosa
del lanatosido y obtener acetilglucosidos; de esta manera
concluye que la hidrolisis alcalina y enzimatica (o vicever-
sa) de los lanatdsidos dan lugar a la férmacidn de digitoxi—

na, gitoxina y digoxina.

Gisvold y Ray en 1948, sugieren que los glucdsidos
primaribs de digitalis al ser solubles en agua, podian ser
extraidos de la planta fresca si esta era desintegrada en
pequenas particulas. Asl con aplicacidn de calor coagulaban
las clarofilas y otro material proteinico al mismo tiempo que

ocurrfa la inactivacién de las enzimas. Sin embargo en afos

15



posteriores se demuestra que la extraccion en agua caliente
aunque inhibe la degradacidn enzimé&tica, produce derivados
altamente activos como el 16 formiloxi de gitaloxina en D.
putrpurea. De ahi que generalmente se prefiera el uso de al-

cohol al 70% para D. lanata y D. purpurea.

Este fué el inicid de la busqueda de métodos de ex-—
traccidn y aislamiento de glucdsidos de la digitalis,‘parti—
cularmente de la digitoxina en forma pura con buenos rendi-
mientos, 1o cual resulta un poco dificil debido a qﬁe las ho-
jas contienen solo de 0,2 a 0.4% de digitoxina muy poco so-
luble en agua y mezclaada con otros gluosidos, taninos y ma-

terial extrano.

En 1940 Emil Wolf (46) patenta un método de extrac-—
cién de gludsidos digitAdlicos de D. lanata. El metodo com-
prende la eliminacidn de l1ipidos con benceno en ebullicion
(8 a 10 veces) secado a temperatura ambiente, amasado de la.
muestra con é6xidos metdlicos alcalinoterreos (MgO, 91103,
Zn0) en presencia de agua y hielo granulado (para evitar in-
crementos'de temperatura) extraccidn (3 a 4 veces) con disol~-
ventes Ednteniendo oxigeno, tal como cetonas alifaticas y és-—
teres de hajo punto de ebullicidn (acetato de propilo, metil

etil cetona, alcohol etilico) en una relacién de 10 a 20 ve-

ces la cantidad de hojaj filtracion, evaporacidn y tratamien—

16



to con bencenoc o eter.

Otro meétodo de extraccidn y aislamiento de digitoxi-
Rosen (1948). En este caso se emplea la maceracitn durante
24 horas con alcoholes de Cl a Cq (metilico, etilico e iso-
propilico) al &40%4 Como agentes precipitantes de taninos y
materiales inertes, compuestos de metales divalentes como
plamo, fierro, cobre, estafio v cromo en forma de acetatos,
cloruros o carbonatos (en forma sdlida, suspensidn ;cuosa =}
soluciones de una concentracidén al 30%) reposa durante 1 hara
y centrifugacion. El exceso de acetato de plomo se elimina
con carbonato de sodio monphidratado y una corriente de Aci-
do sulfihidrico. Despué de filtrar y concentrar la solucidn
{a presidn reducida) se extrae S veces con wna mezcla de clo-
roformo-eter amilico, se extrae 4 veces con una solucidn de
carbonato de sodio monohidratado al 10% ‘La fase organica se
seca scbre sulfato de sodio anhidro, se concentra la solucidn -
(a presian reducida y temperatura de 75° a 80° C) hasta un
volumen de 25 g.c. se-enfria a temperatura ambiente y se mez-
cla con 4 volumenes de éter de petroleo, se deja reposar |
hora. El précipitado amorfo oscuro se filtra y se lava con
¢ter de petréleo para remover los residuos de lipidos. El

precipitado se disuelve en 100 c.c. de etanol (1:1), se fil-

17



tray, el filtrado se alcaliniza con hidrdxido de amonio al 10%
nuevamente se agrega acetato de plomo y se repite el proce-

dimiento de eliminacién del exceso de esta sal.

El método cénadiense aplicado por 0., Keel en 1953
(24) es el unico antecedente que se tiene en nuestro pais de
los intentos por establecer un método de extraccidn de digi-
toxina y digipuratum Knoll (como producto 'secundarie) a par-—
tir de D.purpurea localizada en Huachinango Pue. Este pro-
cedimiento contempla la inhibicidn de enzimas hidroliticas
de glucdsidos por medio de una primera maceracidn con bicar—i
bonato de sodio al 10% durante 24 horas, seguida de macera-
cion continua con cloroformo por 4 dias durante los cuales
se colecta un extracto cada 24 horas y se repone el volumen

con cloraoformo nuevo.

Los dos primerps extractos se juntan y concentran
a presion atmosférica hasta eliminar todo el cloroformao, el
residuo se disuelve con metanol a reflujo. A esta solucion
se le agrega aqua fria y se procede a la clarificacidn agre-
gando con fuerte agitacidn una pasta de hidréxido de plomo
recién preparada y suficiente metanol de 75 a BO%Z. Después
de una segunda clarificacién al filtrado se le agrega meta-
nol y una solucidn de fosfato mondsodico, posteriormente se

filtra la solucidn se deja reposar y al dia siguiente se tie-

18



ne una primera parte de digitoxina cruda, la cual es purifi-

cada con carbdn activado.

En afios recientes =e han buscado alternativas para
incrementar los rendimientos de extracion de glucdsidos, en
1967 Baumgarter Guentener reportd una extraccidn convencio-
nal de glucésidos cardiacos de D, purpurea, la cual se lle-
va a cabo con una mezcla de agua-etanol o acetato de etilo,
para posteriormente ser purificados con etanol al 35-55% por
percolacién en poliamida. Estos extractos son concentrados

y extralidos con cloroformo,.

En 1969, Creanga extrae los glucdsidos con alcohol
monohidrico a partir de hojas secas con un rendimiento de

0.3~0,4% de mezclas de lanatdsidos Ay B vy c.

Separacion y cuantificacidn de cardenolidos

La introduccion de métodos cromatograficos en el
andlisis de glicdsidos cardiacos por Reichstein (27) Kaiser
(1955) han dado un enorme avance en el conocimiento de la
quimica.y bioquimica de estos productos naturales en los al-
timos 30 aflos. No obstante que mas del 95% de los glucédsi-
dos y geninas fueron identificados por cromatogra@ia en pa-

pael (CP) el desarrollo en cromatografia en capa delgada

19



(CCD) ha venido a reemplazar a la primera, debido a su ma-
yor simplicidad y rapidez. Sin embargo, ambos métodos son
adecuados para analizar por cromatograflia toda clase de glu-—
cosidos cardiacos, desde los menos polares hasta los mas po-
lares. En general, con buenos sistemas de CCD y CP la cali-
dad de separacidn y reproducibilidad es igualmente satis -
factoria, aunque se ha demostrado que el rango de polaridad
se duplica en sistemas en CCD usando como adsorbente sili-
ca gel, con lo cual es posible separar glucdsidos prima -
rios y secundarios de las hojas de Digitalis en un mismo
croﬁatograma. Otra ventaja de CCD es la alta resolucion en-
tre la capacidad limite superior, es decir que la substancia
detiene su corrimiento sin dejar restos (colas) a lo largo
de su desarrollo leo gue permite liAites de deteccidn bajos
entre glucédsidos menores a bajas concentraciones y glucosi-
dos mayores a altas concentraciones. Esta misma caracteris-
tica ha permitido el uso de la cromatografla preparativa en
capas gruesas de silica gel.

Son numerosos los autores que se han dedicado al de-
sarrollo de sistemas de disolventes para la separacidn de
glucédsidos cardiacos por CCD. Nover (35) en su estudio compa-
rativo con diferentes sistemas, senalan como caracteristica

el uso de placas de silica gel desactivadas y sistemas con un

20



contenido de | a 5% de agua, asimismo evita el uso- de disol-
ventes clorados por su dificil recuperacion. Los sistemas
.que recomienda son: tolueno-acetato de etilo-piridina (20:
70:10) con 2.8% de agua; acetato de etilo—-piridina (?:1) con
2.7% de agua; n-heptano-acetato de etilo-dcido acético (15:

65:20) con 3,.5% de agua.

Carvalhas y Figueira en 1973, reportaron la separa-
cion de principios activos de sus metabolitos; observaron que
existe una mayor resolucion de la digitoxina respeéto a sus
metabolitos usando una mezcla de cicloherano—-acetona-acido
acético (49:49:2) y cloroformo-isopropanol-acetona (85:35:15)
en 2 corrimientos de 17cm., lo relevante de este trabajo es

la disminucidén del tiempo de separacién.

La aplicacién de la cromatografia en columna para la
separacion de glucdsidos cardiacos ha sido desarrollada en
forma paralela & las técnicas de cromatografia en papel y en
capa delgada. En 1958 William reporta la separacion de di-
gitoxina y glucdsidos primarios usando una columna con polvo
de.celulosa; este método fuéposteriormente reinvestigado por
Bhatt y'col. con el propésito de recuperar los productos se-—

parados y cuantificarlos por un método colorimétrico.

Kaiser en 1966, reporta la recuperacitn de 27 frac-



ciones separadas en una columna cromatografica de silica gel
impregnada con agua y eluida con una mezcla de benceno—- ace-

tato de etilo y etanol.

En afios recientes, Zulich y col (1975) con el obje-
to de lograr una mejor separacion con propositos de cuanti-
ficacion, han empleado una columna de Sephadex LH-20 con di-
ferentes sistemas de disolventbgg diferenciadndose unos por
tener tolueno como principal componente y otros hexano o ci-
clohexano, con lo cual se invierte el comportamiento de se-~
paracion de las agluconas respecto a los glucédsidos cardia-

coOs.,

Es evidente la importancia de una buena resolucion
cromatografica para la identificacién de los diferentes com—
ponentes de una mezcla, sin embargo esta debe ir acompanada
de un buen sistema de deteccidn, el cual debe estar basado
en reacciones de color altamente especifico, sensibles y re-
producibles. La sensibilidad que presentan los glucésidos

N
cardlacos y sus geninas desde el punto de vista quimico, es
la base de numerosas reacciones de color desarrolladas para
su identificacitng de los 49 reactivos reportados, la mayo-
ria han sido aplicados para cromatografia en papel, no obs—

tante estos pueden ser usados para cromatografia en capa del-

gada, si bien el! limite de deteccidn en esta ultima es 10
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veces mas bajo.

Los reactivos empleados en la deteccidn de glucédsi-

dos cardiacos pueden ser divididos en cuatro grupos:

1.~ Reactivos basados sobre la reactividad del anillo bute-
nolido de los cardenolidos.

2.~ Reactivos que atacan el nucleo esteroidal.

3.~ Reactivos gue reaccionan con la parte carbohidrato.

4,- Reactivos con puntos multiples de ataque.

Al grupo | pertenecen los compuestos nitroaromdti-
cos (aAc. 3,85-dinitrobenzoico) que en medio alcalino dan un
color rojo a violeta con los cardendlidos; esta reaccién de-

pende del grupo metileno activado del anillo butendlido.

f.a cloramina T-Acido tricloroacético puede ser cla-
sificado en el gruwpo 2 pués en presencia de glucdsidos y ge-
ninas con una funcidn oxigeno en el C-16 da los derivados
correspondientes 14,16 dianhidro con intensa fluorescencia

azul en luz U.V. (365nm).

‘Un reactive caracteristico del grupo 3 es el Xan-—
thidrol que reacciona con los 2-deoxiazdcares dando un color

rojo carmin.

Finalmente, aunque la forma de accidn de los reac—
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tivos del grupo 4 no es tan clara como los anteriores, su va-
lor para la deteccion de glucédsidos cardiacos es altamente
especifica y se caracterizan por el hecho que la formacién de
color procede bajo condiciones fuertemente acidas y oxidati-
vas. Ejemplo de este grupo es el acido tricloroacético-clo-
ramina T. La formacion de productos fluorescentes bajo luz
ultravioleta involucra reacciones de oxidacion y deshidrata-
cion del nucleo esteroidal. En luz visible se obtienen man—

chas az2ul gris de azdcares 2 deoxi libres o enlazadas,

Respecto a la cuantificacion dé glucésidos cardia-
cos, actualmente existen una serie de técnicas con alto po-
der resolutivo que van desde la Polarograffa, Cromatografia
de gasepsa, Cromatografia liquida de alta presién hasta Ra-
dioinmunoensayo y Ensayos enzimaticos. Sin embargo es impor-
tante senalar el uso de técnicas colorimétricas, debido a su
simplicidad de manipulacién y minimos requerimientos &e equi -
po. La cuaanti*icacién colorimétrica de los glucdsidos car-
diacos se puede basar en las reacciones coloridas de la geni
na, que de acuerdo a Frerejaque y de Graeve (21) se clasifi-
fican en reacciones en medio acido y en medio basico.

Las reacciones en medio dcido son especificas para el anillo
estervidal de la genina, siendo el reactivo principal el aci-

do sulfdrico.
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Las reacciones coloridas en medio bdsico son especi-
ficas para la lactona @ % insaturada (butenolido) debido a
que el metileno activo en dicho medio forma complejos de Mei-
senheimer en presencia de un compuesto nitrosromdtico segln

las investigaciones de HKovar v col (31).

De los compuestos nitroaromédticos mAds empl eados es—
t&4 el acido picrico cuya reaccion fué descrita por Baljet en
1918. Esta técnica ha sido objeto de diversos estudios y en
la actualidad aparece como &l método oficial para la cuanti-

ficacion de digitoxina en diversas Farmacopeas.
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales problemas, en el &rea de la
salud en México, es el referente a las enfermedades cardio -
vasculares, seqgun datos recientes del Instituto Nacional de
Cardiologia, (Figs. S, 4 vy 7). En los cuales se observa que
México se encuentra dentro de los 10 paises con mayor morta-
lidad por enfermedades cardiovasculares. Aungque el mayor in-
dice aparece en la poblacion de edad mas avanzada, no es me-

nos grave en la poblacidén joven.

El grupo de farmacos gque se utiliza para los pro --
blemas de insuficiencia cardiaca, es el de los cardiotdnicos
(digitoxiné, digosina y lanatésido, C), los cuales estan in -
cluidos en el Cuadro Bdsico de Medicamentos, Los glucésidos
cardlacos también son ampliamente usados en otros padecimi-
entos como son; tarddiopatia hipertensiva o aterosclerdtica,
cardiopatias reumdticas, luética y congénita, fibrilacidén

y aleteo auricular.

Todos los glucdsidos cardiacos tienen el mismo tipo
de accidn inotrdpica positiva, por 1o tanto la eleccidn del
preparado depende simplemente de la rapidez de accion y la

duracion del efecto que se busque. (Tablas 1 y 2)
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TABLA 1.- VALORES FARMACOCINETICOS Y DOSIS PROMEDIO PARA GLUCOSIDOS CARDIATOS

DIGITOXINA DIGOXINA DESLANOSIDO UABAINA

Absorcibn gastrointestinal 90 a 100 % 60 a 85 % No confiable No confiable
Comienzo de la accién * { a 2 horas 15 a 30 min, 10 a 30 min 5 a 10 min.
Efecto méximo * ' 4 a 12 horas 1 a 5 horas 1 a 2 horas i a 2 horas
Concentracibn plasmftica, ng/ml

Terapbutica 14 - 26 0.8 - 1.6

Téxica .34 2.4
Semivida plasmitica * 5 - 7 dias 36 horas 36 horas 21 horas
Via de excrecién Hepfitica  Renal Renal Renal Renal
Dosis ‘total de digitalizacién

(adultos) +

Bucal 1.2 - 1.6 mg ++ 2--3mg &

Intravenosa 1,2 - 1,6 mg ++ 0.75 - 1.5mg § 1.2 -1.6mg# 0,25 - 0.5 mg **
Dosis diaria de mantenimiento 0.05-0.2 mg 0.25- 0.75 mg

* Todos los valores cronolbgicos se fundan en la administraci6n intravenosa de una sola digitalizacifn.

** La Uabafna a menudo se emplea de preferencia a otros gluchsidos para uso intravenoso en casos de urgencia.

+ Los valores enunciados representan dosis promedio o 1fmites para digitalizacibn completa; las necesidades de pa-
cientes individuales pueden apartarse mucho de estas cifras. Para la mayor{a de los pacientcs, sflo debe darse
inicialmente una fraccibn de la dosis de digitalizacién, segiida de dosis fraccionadas ulteriores con intervalos
adecuados, seglin esté indicddo para cada fimaco. ‘

++ La digitoxina pude administrarse camo una sola dosis, pero suele darse en varias. Para digitalizaci6én répida --
por via bucal, cabe administrar inicaialmente 0.6 mg, seguidos de 0.4 mg a las cuatro a seis horas hasta lograr
digitalizacién completa.

§ La ddsis inicial corriente de digoxina es de 0.75 mg a 1.5 mg por via bucal, seguida de 0.25 mg & 0.5 mg con in-
tervalos de seis horas hasta lograr digitalizacién. La didgitalizacién suele obtenerse en términos de una semana
administrando 0.5 mg de digoxina al dfa, sin dosis inicial de cebamiento. (ver Mason, 1974)

§ Cuando es indispensable 1a di'gitalizacién ripida, 1a dosis intravenosa inicial de digoxina es de 0.5mg a 1 mg, se
guida dc 0.25 mg a 0,5 mg con un intervalo de seis horas hasta lograr digitalizacifn . El glucbsido también puede
darse por via intramscular. :

¥ Para estados de urgencia que exigen digitalizacién rfpida, el firmaco puede administrarse. en dos dosis dc 0.6 mg
a 0.8 mg cada una, por via intravenosa ¢ intramuscular,



TARLA 2, FOTENCIA DE GLUCOSIDOS CARDIACOS

-

POTENCTIA®*®

Digorina _ 10
Lanatdsido C 8.9

Digitoxzina 3.1

# Determinada con respecto a digitoxigenina

en auricula de pichdn.
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El abastecimiento de glucdsidos cardlacos, proviene
principalmente de las hojas de digitalis, a nivel mundial.
l.Los intentos de sintesis no han podido competir econdmica ——
mente, de aqui que la obtencion a partir de fuentes natura -

les sea de suma importancia.

Existen pocos estudios sobre la digitalis que se
encuentra en Méxicoj de ;qui la importancia de tratar de im-
plementar campos experimentales para su cultivo y de esta
manera contribuir con el Flan Nacional de Desarrollo, en el
rubro de farmoquimicos, ya que dichas substancias se impor -

tan en su totalidad (YI.M.C.E.).

La impurtancia del presente trabajo consiste en e--

valuar el contenido de glucdsidos éard;acos, extraidos de

110 35—

endo un método de extracciéon y purificacidn.



I11. DRIETIVO E HIFOTESIS

1. OBJETIVO

Implemeniacibn de un método de extraccion e identificacidn

colectadas en México.

2. Hipotesis
Con el método de extraccidn que se desarrolle se lograra el

primer paso en el Desarrollo Tecnoldgico del proceso de ob -~

tencidon de digitoxina y digoxina.
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IV. MATERIALES Y METODOS,

IV.1., Material
IV.1.1. Equipo

Ealanza analitica marca BOSCH § 2000
Balanza granataria marca OHAUS

Refrigerador marca FRILATI Mod. RF 200
Rotavapor marca BUCHI 133833

Recircul ador de agua

Bomba de vacio de aceite FE-1400

Parrilla con agitacidn SYBRON

Juego de filtros y lampara UV/VIS WATO 78001
Estufa - ‘
Espectofotometro Perkin-Elmer

Molino Filtz Patrick-T 400 y T 316

Espectofotometro I.R. PYE-UNICAM. Mod. SP1050
IV.1.2. Material de vidrio y otras

Material de vidrio de laboratorio marca PYREX
Equipo de vidrio con boca esmerilada 24/40 CORNING
Camaras de cromatografia

Columhas cromatogrdficas 30cm % 2.2cm, 30cm x 1.2cm
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Cromatoplacas de silica gelgs v 6Fy 54
(20cm » 20cm x 0.2 cm) MERCK

Aspersor de vidrio, SIGMA CHEM
Desecador

Extractor Soxhlet marca PYREX

El material empleado para la realizacidn de este trabajo,

“Presa'Necaxa", Puebla y de Tlepetlixpa, Edo. de México

(obtenida de semillas de la Presa Necaxa).

IV.1.3  Reactivos

Digitoxina Sigma
Digoxina ‘ Sigma
BGitoxina ‘ Sigma
Dicloroetano Q.P. Sigma
Sephadex LH-20 ‘ o Sigma
Cloramina T ’ Sigma
Oxido de pldmo R.A. J.T. Baker
Fosfato monosddico J.T. Baker
Acido plcrico 7 Jd.T. Baker
Hidréxido d; sodio J.T.Baker

Carbonato de sodio J.T. Baker



n—propanol
Diclorometano

Tierra de diatomidceas
Gel de silice &0 para col.
Acido tricloroacético
Acido acéticé
Cloroformo

Benceno

Acetona

Tolueno

Bencina de petrdleo
Dimeti) formamida
Etanol

Formamida

Etilmetilcetona

J.T. Baker
Sargent-Welch
Merck
Mercik
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Merck

Acetato de plomo, sintetizado en el Lab. 327

Hidroxido de plamo, sintetizado en el Lab. 327

Bicarbonato de sodio

T.Q.
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V.2, METODOS

IV.2.1, Preparacion del material foliar.

v

Los primeros ensayos se llevaron a cabo en lotes de
hojas de D.purpurea, colectadas en los contornos de la "Pre-
sa Necaxa", Puebla. Este material fuéd secado en un cuarto

" de herbario a 40°C en un tiempo de 20 a 30 dias. Posterior-
ment. se usaron hojas de plantas de D.purpurea cultivadas en

Tlepetlixpa, Edo. de México (obtenidas de semillas de la

Presa Necaxa) y secadas como en el caso anterior.

Reduccion de tamano.

La hoja seca se Qometid a una reduccidn de tamafio )
en-un molino de cuchillas (Filtz Patrick T-400 y T-316), con
el objeta dé_aumentlr la superficie de contacto entre Il‘
material y el disolvente, Para realizar el andlisis quimico

de la hoja, se efectud una segunda molgenda al mitcrial.on

un molino de martillo malla # 40.

IV.2.2. Andlisis quimico de la hoja en polvo.

Métodos recomendados por Association of Official

Agrucultural Chemist. (X)
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~Determinacidn de humedad
~Determinacidn de cenizas
-Determinacidn de extracto etereo
~Determinacion de fibra cruda

-Determinacién de nitrdgeno proteico

Iv.2.3. Procedimientos de extraccion de glucdsidos

cardiacos.

Los di ferentes métodos de extraccidn de cardiotdni-
cos incluyen en su procedimiento la eliminacion de lipidos y
clorofilas, cuya presencia ocasiona problemas de manipulacién
y recuparacion de los activﬁs. ASi mismo el tratamiento al-
calino suave permite inhibir alguna accidn enzimatica rema-
nente.

Debido a que estos tratamientos son iguales en todos
los casos, estos se describen de manera separada pero comun

para cada método.
a) Extraccion con éter de petrdleo

Lotes de 500 ¢ de hoja seca y molida se colocan en
frascos de boca ancha (4 1) con tapa; se adicionan 2 lts. de
eter de petrdlec por frasco, se cierran y dejan macerar a

temperatura ambiente por 24 hrs.; al cabo de este tiempo se
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drena todo el liquido. Se agrega nuevo éter de petrdleo y se
repite 1a operacidn el numeroc de veces necesario, hasta que

el liguido sea practicamente incoloro. Terminada la extrac-
cién el eter se recupera de lipidos y clorofila por destila-

cién; el material folial se ventila y seca.
b) Maceracién con bicarbonato de sodio al 10%

Un lote de material desengrasado se coloca en un
frasco de boca ancha con tapa, se agregan 500 ml de solucion
de bicarbonato de sodio al 10% y se deja macerar a tempera-

tura ambiente durante 24 hrs.
Métado de extraccion I. (295)
Extraccion con cloroformo

Terminada la maceracidn de la muestra con bicarbo-
nato de sodio, adicionar 2 lts. de cloroformo (relacion di-
solvente/hoja 411) y macerar a temperatura ambiente por 24
horas, al término de este tiempo se colecta i 1t. de extrac-
to, se repone este volumen con cloroformo, nuevamente se ma-
cera por 24 hrs., etc.j la operacion se repite hasta ;ecupc-
rar 4 lts. dé extracto, el cual se concentra por @vaporacion

a presion reducida hasta sequedad.
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Clarificarcion

El residuc se disuelve a reflujo con 30 ml de meta-
nol y en caliente se agregan con agitacién 20 ml de agua pa-
ra proceder a la primera clarificacidn por adicidn con fuer-
te agitacitn de 10 g de pasta de hidréxido de plomo {recién

preparada).

La solucién se filtra con aplicaciédn de vacioy el
residuo se extrae 2 veces a reflujo con metanol, se filtra y
los filtrados se juntan para proceder a la segunda clarifi-

cacidn por adicidn de 10 g de pasta de hidradxido de plomo.

La pasta de hidréoxido de plomo se prepara con 10 g
de acetato de plomo cristalizado, se disuglven en 10 ml de
agua caliente y se precipita el hidréxido de plomo con un
exceso ligero de una solucidn de sosa caastica al 20%, se
filtra v se lava con agua hasta reaccidn neutra del filtrado.
La torta se suspende en suficiente metannl al 75% para obte-

ner una pasta flulda.
Precipitacion de digitoxina.

Después de separar los sdlidos por filtracidn, la
solucion se neutraliza con fosfato monosddico, se concentra

por evaparacidn (presiédn reducida) y el extracto se deja re-
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posar toda la noche en refrigeracidon para obtener la primera
digitoxina precipitada.
La fig. 8 presenta el diagrama del Método de

extraccion I.
Método de extraccidn IA (modificacidn a D.Kell)

Este método es practicamente igual al anterior, ex-
cepto la adicidn de la pasta de hidrdxido de piomo {agente
clarificante) la cual se substituyo por 75 ml de a;ntato de
plomo al 15% El acetato de plomo se prepard con 50g de oxi-
d¢o de plomo 1os cuales se disuelven calentando en Acido acé-
tico al 30%, se filtra en caliente y se deja cristalizar en
lugar frio. Se lava con la minima cantidad de acido acético

diluido.

El uso de acetato de plomo fuén base a los resulta-
dos obtenidos por el método original. (Fig. 8)

Metodo de extraccion Il

(Derivado de Harry Rosen 1950)

. El1 procedimiento citado por este autor no menciona
los tratamientos de desengrase y maceracién con bicarbonato

de sodio, sin embargo en el presente trabajo se llevaron a
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HOJA SECA MOLIDA
EXTRACCION ETER DE PETROLED
MACERACION NaHCOy  10%
EXTRACCION CLOROFORMO
CLORDF ORMD 4————CONCENTRACION SEQUEDAD
REDISOLUCION METANOL 1R.

CLARIFICACION Pb(OHy CLARIFICACION AcOPb

CLOROF ILAS ¢ FILTRACION TIERRA FILTRACION
TANINDS DIATOMACEAS
CRUDD CARDIOTONICOS . CRUDD CARDIOTONICOS

Cc

FIG, 8 METODOS DE EXTRACCION I Y IA CON CLOROFORMO.
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cabo para todas las muestras.

Clarificacion-Extraccion

Terminada la maceracion de la muestra con bicarbo-
nato de sodio, se agregan 500 ml de acetato de plomo al 15%,
homogenizar y dejar reposar 1 hr., Adicionar enseguida S00ml
de etanol al %0%, al término de otra hora de reposo cubrir
l1a muestra con suficiente etanol al S0%Z y macerar durante 24

horas.

El extracto de maceracidn se decantas el residuo se
lava con etanol al 50%, este licor se junta con el extractojg
a continuacién se elimina el etanol dél extracto; la fase

acuosa se extrae 3 veces con cloroformo.

Saparacién de Digitoxina

Los extractos cloroformicos se concnnfran por eva-
poracion a presion reducida hasta seguedad; el residuo se
disuel ve con una mezcla de metanol-agua (i:1), la solucidn
se tranéfierg a un embudo de separacidon, se extrae 2 veces
con mezcla de tolueno-hexano (111) y posteriormente se ex --—
trae 3 veces con dicloroetano (selective para digitoxina)l.

Los extractos de dicloroetano se juntan y evaporan a



sequedad (bajo presidn reducida). Este residuo se disuelve
con mezcla cloroformo-metanol (1:1) 'y se afora a 25 ml con
la misma mezcla; a esta muestra se le denomind E.

La fase acuosa residual de la esxtraccion con diclo-
roetano se extrae 3 veces con clornfbrmo el cual se recupe -
ra y evapora a sequedad como en el caso anterior. El resi -
duo se disuelve en mezcla cloroformo-metanol (1:1) y se afo-
ra a 25 ml; esta muestra se denomind X.

Finalmente los lavados de Na,;CO,; al 1% también se
extraen con cloroformo y se prosigue como en las muestras E
Yy X. Esta Gultima se denomind muestra Y.

La figura 9, muestra el Método de extraccién I1.
IV.2.4. Purificacién de extractos de glucosidos

cardiacos.

Este procedimiento se efectud sdlo con las muestras

de los experimentos del Método I.

.+»Al No observar precipitacidn de digitoxina en el
extracto acuoso dejado en refrigeracion (Mét 1), se procede
a extraer éste con cloroformo (2 a 3 veces). Los extractos
clorofdrmicos se juntan y evaporan hasta un volumen de 5 a

10 ml los cuales se adsorben en 5.5 g de tierra de diatomd -
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HOJA SECA MOLIDA
EXTRACCION ETER DE PETROLED

MACERACION' NaHCO 10%

MACERACION' AcOPb 15%
EtOH S0%, 24 HRS.

FILTRACION
| ¥
CONCENTRACION CLOROFILAS, TANINOS

EXTRACCION DICLOROETAND
) FASE ACUOS x
LAVADOS Na 2C0y 1% CLOROFORMOD

—) FASE ACUOSA

EXTRACTO DICLOROETAND
CONCENTRACION

CRUDO DIGL’OX INA
E

FIG. 9 METODO DE EXTRACCION II CON ETANOL
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ceas vy se deja secar toda la noche. La tierra con el entrac-
to adsorbido se coloca en un cartucho para Soxhlet y se ex -
trae con eter de petrdleo durante 7 hrs., al cabo de las cua-
les se cambia el disolvente por nuevo y se continda la ex -—
traccién por 10 horas. Epseguida se elimina el eter de pe -
troleo, se seca el cartucho con tierra-muestra para extraer
en Soxhlet pero ahor$ con cloroformo—metanol (1:11) durante

30 horas.

IV. 2.8, Separacidn cromatogrdfica de glucdsidos cardiacos
a) Cromatograffa en capa delgada.

Esta técnica es interesaante en razon de la rapidez
con la que se obtienen resultados.

Para la separacion e identificacidn de cardendlidos
se utilizan cromatofolios de silica gel (20cm x 20cm x O.2cm)
como reactivo de deteccién una mezcla de 8 volumenes de Aci-
do tricloroacético al 25% en etanol con 2 volumenas de clo-
'ramfna—T al 1% en aguag calentamiento a 100 C por 10 minutos

y observacion en luz U.V..
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TABLA 3 SISTEMAS DE DISOLVENTESS ENSAYADOS

COMPONENTES PROPORCION
i.—- Tolueno—-acetato de etilo-n,propanol 20366214
2. - Acetona-acetato de etilo 40140
3. = Cloroformo-benceno 1:3
4.~ Acetato de etilo-cloroformo 80320

.- Etilmetilcetona con 5.4% de agua
6. - Benceno—-acetato de etilo-metanol 217.510.9
7.- Benceno-acetato de etilo-metanol 6034037

8.~ Claoroformo con 4% etariol

9.~ Cloroformo-etanol 9812
10.~ Benceno-acetato de etilo 40:60
11.-'Cloro#ormo-otanol 9:1
12.- Claroformo-metanol 91

13. - Diclorometano-metanol -formamida 903911
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b) Cromatografia en columna

En esta técnica la eficatia de la separacidn depen-
de de facfores como la naturaleza quimica de los componenetes
a separar, del disolvente, la geometria de la columna, la ve-
locidad v el flujo de la disolucion y del disolvente utiliza-
do en el desarrollo del cromatograma. Las caracteristicas de

las columnas empleadas fueron las siguientes:

longuitud = 30cm

diametro interno = 2.2cm
adsorbente = silica gél o albimina
velocidad de flujo = § ml/min

volumen de fraccion = 20ml

La resolucidn de la separacidn por cromatografia
en columna se siguid por cromatografia en capa delgada de ca-
da una de las fracciones.

Acontinuacién se indica el tratamiento de los adsor-
benteas:

Si{lica gel (44), se mezclan 150g de silica gel con
i1 1t de HCl 3N, se lleva a ebullicidn por 10 min; una vez que
se ha enfriado la mezcla, se filtra y lava con agua hasta pH
neutro. Se seca a 105°C durante la noche, enseguida se cal-

cina a 500°C por 2 horas,
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La columna cromatografica se empaca de la siguien-
te manera:
en un matraz de 100 ml se mezclan Z g de adsorbente (tratado)
con 1 ml de agua, cuando la mezcla es blanda y uniforme se
. vierte en el tubo de cromatograffa. Simultaneamente se mez-
clan otros 6 g de silica gel con 4 ml de dimetilformamida y
suficiente agua para obtener una suspension, la cual se vier-
te a la columna para terminar de empacarla. La muestra di ~
suelta en 1 ml de cloroformo se depdsita en la superficie de
la columna y se procede a la elucidn con benceno~cloroformo

(3113,

Alumina. 8e activan 15 g de alumina a 120°C duran-
te 90 min enseguida esta alumina se désactiva_por suspension
en acetona hor 30 min (248). La columna se empaca con 10 g de
alumina, se lava con 18 ml de mezcla cloroformo-Acido acético
(19.5:0:5) drenando este disolvente; se procede a aplicar la
muestra disuelta en 2 ml de mezcla cloroformo-dcido acético
y se inicia la elucidn con el primer sistema 150 ml de claro-
formo # 17 de etanol, segundo sistema loo_ml“de.cldroformo +

4% de etanol, tercer sistema 150 ml de claroformo + 40% de

etanol.

Aldhina. Sin tratamiento pero con l1os mismos siste-

mas de elucion que el caso anterior.
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Gilica gel, Sin tratamiento, se suspende la sili -
ca ael en hexano-acetato de etilo (1:1). El primer sistema
de elucion es hexano-acetato de etilo (1:1), segundo siste -

ma metanol al 5% en acetato de etilo.

Sephadex LH-20. La ventaja de usar este adsorben -
te es poder conjugar su caracteristica de tamiz molecular a
la polaridad de los discolventes usados. -

Una columna de vidrio de 30cm » 1.2cm, e empaca con
7.0 g de Sephader previamente hinchado en el sistema de di -
solventes tolueno-ciclohexano-cloroformo-metanol (40:40:20:
10). Se equilibra la columna durante 4 hrs. con un flujo de
2% ml/h, se aplica la muestra disuelta en 0.5 ml del siste -
ma de elucion, una vez adsorbida se inicia la elucidn con la

mezcla de disolventes seleccionada.

VIV.2.6. Determinacidn de glucdsidos cardiacos con

el Reactivo Alcalino de Picrato.

Esta técnica estdbasada en la reaccién de la lacto-
na alfa, beta insaturada del cardenélido con el compuesto ni-
troaromadtico en medio basico (3t), formando un cromdforo ana-
ranjado cuya intensidad es tomada como medida del contenido

de cardentlidos a 495 nm.
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Croméforo resultante:

Frocedimiento:

Solucidn A.- Acido plcrico al 0.6% en agua (P/V)

Solucidn B.- Hidrédxido de sodio al 3% (P/V)

Reactivo Alcalino de Picrato.— En un matrai aforado
de 160 ml depositar 20 ml de solucion A y 10 ml de solucidn
B, completar hasta el aforo con agua destiladaj este reactivo
se prepara antes de cada determinacidp.' L.as soluciones es -~
tandar y los extractos se preparan por disolucidn de las
muestras respectivas en una mezcla cloroformo~etanol (1:1)
de las cuales se toma { ml de alicuota, se evapora a seque -
dad (calentamiento suave) en un vaso deprecipitado de 50 ml,

Al residuo obtenido se adicionan S ml de etanol al
96%, mezclar perfectamente y agregar S5 ml de reactivo alca -
lino de picrato en un lugar protegido de la luz; dejar re -
posar dqrante 0 min y medir la absorbancia a 495 nm respec—
to a un blanéo que contenga 5 ml de alcohol y § ml de reac -
tivo tratado de manera semejante.

Para efectuar la cuantificacidn se establecen 3 cur-—
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vas tipo con soluciones estandar de digitoxina, digoxina y
digitoxina-digoxina respectivamente a concentraciones de

0.004-0,036 mg/ml y 0.04-0.36 mg/ml. (Figs. 10 y 11)

IV.2.7. Espectros en I.R. de digitoxina y digoxina

Los espectros de las muestras de digitoxina y digo-
sina se determinaron en un espectrofotametro de inframojo
(PYE-UNICAM.Mod. SP1050). En el caso de los estandares se
prepara una pastilla a una presion de 10 Ton/cm que contie-
nes

1 mg de muestra y 200 mg de KBr, se mezclan en un
agitador eléctrico,

La absorcidn de la muestra se registra desde 4000 -

600 ca' (2.5 -M).
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V. RESULTADOS ¥ DISCUSION

En la tabla No. 4 se presentan luos andlisis efec -

TABLA No. 4  ANALISIS DE LA HOJA

AnAlizis £

Humedad 83.00
Proteinas 27.30
Extracto etéreo 4.36
Fibra cruda 11.41
Extracto no nitrog. 48,52
Cenizas 8.41
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‘EI objetivo de este analisis fué principalmente el
dé conocer el contenido de lipidos en la hoja, usando para
la extraccidn eter etilico de acuerdo al A.0.A.C. y comparar
la eficiencia de eliminacidn de estos compuestos en el pro -
ceso de extraccidn para cardiotdnicos con eter de petrdleo.
Como se observa en la tabla 4 e] contenido total de lipidos
fué de 4,34% y la cantidad de lipidos que se lagéé eliminar
con éter de petrdleo fué de 1,03%.

Por otra parte el contenido de cenizas comtuerda con

lo reportado en la literatura.

V.2. Método de extraccidn I

-

l.os resultados obtenidos en los experimentos lleva-—
dos a cabo con el método de extraceciédn I fueron negatives,
ya gque el extracto contenia bastantes llpidos‘y clorofilas.
Por esté razon los extractos se sometieron a un proceso de
purificacidn (inciso 4) que fué la extraccidn con eter de
petroleoc en Soxhlet durante .17 hrs., para eliminar las subs -
tancias antes mencionadas. El extracto obtenido en las pri-
meras 7 hrs mostro un color verde intenso y la cromatografia
en capa delgada no detecté presencia de activos. Al térmi -
no de 10 hrs mas de éntraccion con eter de petréleo renovado,

el disolvente tenia un color amarillo verdoso y 1la cromato -
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grafia de este extracto tampoco mostrd presencia de activo.
Terminada la eliminacion de clorofilas y lipidos la muestra
se extrajo durante 30 hrs; con cloroformo-metanol (1:1) con
el fin de remover los activos adsorbidos en la tierra de
‘diatomeas. La solucidn presento un color anaranjado la cual
se analizd por C.C.D. haciéndose evidente la presencia de di-
gitoxina y digoxina-gitonina, sin embarge de acuerdo al cro -
matograma, se puede deducir que la pérdida de activos fue ma-
yor.,

Por otra parte los extractos obtenidos por el Méto— -
do de extraccion 1 vy purificado por medio de precipitaciones
sucesivas (cuatro) con hidrdxido de plomo, mostraron una
pérdida de activos todavia mayor que en el caso anterior; es—

to se comprobd por C.C.D.

V,3, Método de extracciéen IA

Este método es una variacidn del método I, debido a
una simple sustitucién}de la pasta de hidréxido de plﬁmo por
acetato de blqmo al 15% como agepte defecante y la elimina -
cién del filtro ayuda?

Con el hidrdxido de plomo se tenia una precipita ——
ciéon incompleta de sustancias contaminantes, y cuando se pro-—

cedfa a purificar aumentando el numero de precipitaciones se
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perdian los activos. For otra parte la preparacidn del hi-
dréxido de plomo requiere el doble de plomo y el procedimien-—
to es mAs largo.

El extracto obtenido de la precipitacidn con aceta-
to de plomo mosﬁré mayor contenido de glucotsidos cardiacos,
loe cuales fueron detectados por cromatografia en capa del -
gada y cuantificados con el Reactivo Alcalino de Ficrato des-

.pueés de ser fraccionados en una columna cromatografica.

V.4, Método de extraccion 11

El método Il que consistid en emplear etanol al 50%
para la extraccién de glucdsidos cardiacos en presencia de
acetato de plomo al 15% y posterior recuperacidn de estos
compuestos con dicloroetano; resulté ser un método adecuado
debido a que el contenido de clorofilas y lipidos se disminu-
vé, esto se debe a que estas sustancias son menos solubles en
etanol que en cloroformo y la recuperacion de glucosidos car-—
diacos después de eliminar el etanol es mejor. El1 uso de
dicloroetano para extraer los glucdsidos digitdlicos permi-
tié observar una selectividad parcial de este disolvente para
la digitoxina tal como lo muestran los resultados por croma-

tografia en columna de Sephadex LH-20. (Tabla Na, ¥)



V.5, Separacidn de glucdsidos por CCD de Kieselgel Gﬁjq

La mejor resolucion cromatografica que tuvieron los
testigos digitoxina, digoxina y gitoxina a una concentracién
de 0.5 mg/ml en los diferentes sistemas de elucidn se mues -
tran en la Tabla No. S. De acue;do a la reproducibilidad de

.hfs, el méjor sistema de separacidon fué con cloroformo-meta-—
nol (9:1). Cuando se usaron 2 sistemas de disolventes en
nuestros problemas; 1. cloroformo-metanol (9:1) y 2. diclo -
rometano-metanol~formamida (90:9:1) la separacién fue mejor
ya que se separan muchas impurezas.

Los cardiotdnices de extractos obtenidos por el Mé-
todo de extraccion I fueron separados. por C.C.D. donde se de-
tectd la presencia de digitorina y digoxina—ditoxina. Debido
‘a la pequefa cantidad de muestra no se procedid a la cuanti-

ficacion de estos compuestos.
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TAELA & SISTEMAS DE DISOLVENTES PARA
SEFARACION DE CARDIOTONICOS

Rt R¢ Rf
Disolventes Relacion Digitoxina Digosina Gitonina
AcOEt-CHC1 ~-CH COOH 90:9:5 0.27 0.14 0.15
Tolueno-AcOEt - 20:66:14  0.47 0.42 —_—
n,propanol
Cloroformo-netanol F0:1 Q.52 0.38 ——
Cloroformo~etanol 9031 Q.49 0.35
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V. 6. Cromatografid en columna

Pe los diferentes sistemas (adsorbernte-eluyente)
ensayados por cromatografia en columna, stlo el Sephaden LH-
20 con eluyente tolueno-hexana-—cloroformo-metanol (40:40:20:
10} did buenos resultados.

Las extractas obtenidos por el Método de extraccidn
IA y 11 fueron separados en este tipo de columna. Del ex -~
tracto clorofdrmico IA se obtuvieron 100 fracciones, cuya
composicidn en cuanto a cardiotdnicos se analizd pof C.C.D.
que indicd la presencia de digitoxina en las fracciones nos.
8 a 40 denominadas CF-1 y digoxina—gitoxina en las fracciones
nos. 41 a 100 asignadas como CF-2. No abstante de encontrar-—
se una separacion entre estos camquestos se nhserva la pre -
sencia de otras sustancias, por lo cual estas fracciones CF-1
y CF~2 fueron respectivamente separadas en placa preparativa
con el ohbhjeto de aislar digitoxina y digoxina-gitoxina, es -
tas muestras corresponden a las subfracciones CS, y CS; de
acuerdo a3l diagrama de purificacion en 1a Fig. 12

Del extracto etandlico I1 se obtuvieron las muestras
E, Xy Y. La muestra E corresponde al extracto de dicloro -
etano, el cual se dice selectivo para digitoxina. La mues -
tra X se obtuvo de extraer con cloroformo la fase acuosa re-

sidual del dicloroetano con el objeto de verificar que car -
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cuencia anterior. v

EXTRACTO CLOROFORMICO IA

COLUMNA SEFHADEX LH-20

CF-1 CF-

N

CROMATOGRAFIA PREFPARATIVA

cs if

CUANTIFICACION CON PICRATO ALCALINO

FIG. 12 PURIFICACION ¥ CUANTIFICACION DE GLUCOSIDOS
CARDIACOS DEL EXTRACTOD CLOROFORMICO.
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diotdnicos restaban en dicha fase. Finalmente la muestra vy
resultd de la extraccidn con cloroformo de la solucidn de
carbonato de sodio al 1% usada para lavar la solucitn E de
dicloroetano, en este caso la extraccidn también fué con el
objeto de saber si se perdian principios activos.

L.a separacion por cromategrafia en columna de Sepha-
dex LH-20 s6lo se realizd con la muestra E de la cual se ob-
tuvieron 90 fracciones que fueron analizadas por cromatogra-
fia en capa delgada indicando que de las fracciones numero 11
a la 42 contenian digitoxina y de las fracciones 43 a la 90
contenfan digoxina—gitoxina; estas fracciones se denominaron
Eﬁ_ y EF, respectivamente. (Fig. 13).

El andlisis cromatografico en capa delgada de las
muestras X y Y mostrd la presencia‘de digénina-gitoxina.

En base a.éstos resul tados se procedid al aisla -~
.mientu de estos compuestos por cromatografia en placa prepa-
rativa en las nuestras EFf ; EFR, 3 X vy Y, en los cuatro casos
se recuperaron dos subfracciones que correspondian a digito-
xina y digoxina-gitoxina de acuerdo a los testigos. Estas
subfracciones se denominaron e , e, en Eﬁ 3 ei s 8 ¢ €N
EFi 3 X 4 g €N X e Yo ¥y en Yo

En la figura 14 se presenta el diagrama de la se -

e,
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EXTRACTO ETANOLICO Il

COLUMNA SEPHADEX LH-20

l

EF~1 EF-2

CROMATODGRAFIA FREFARATIVA

l‘l "1”1 Vlym

CUANTIFICACION CON PICRATO ALCALINO .

[ §

FIG. 14 PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSIDOS
CARDIACOS DEL EXTRACTO ETANOLICO
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V.7. Cuantificacidn de glucdsidos cardiacos

Con el £in de determipar que método de extraccién de
cardiotdnicos éra mas adecuado, se procedid a cuantificar el
contenido de digitoxina y digoxina-gitoxina en las diferentes
muestras (tablarb).

En el caso del extracto clorofdrmico 1A después de
haber sido separado en columna se encontrd un _total de 0,039%
donde CF-1 contenia 0.0185% de digitoxina y 0,.0203% de mezcla
digoxina—-gitorina. Estos }ESultadus son buenos si se compa-
ran con el rendimiento 0.04% reportado por 0.Kell y si se
considera que en este caso las muestras son mas puras.

Los valores de cuantificacidén de digitoxina en CSy
y digoxina-gitoxina en CS; fueron 0.003% y 0.0033%; estos
datos y la observacidn de cromatoéramas permiten senalar la
presencia de otros compuestos dificiles de eliminar (tabla 7)

Respecto al extracto etandlico 11, el contenido to-
tal de cardiotédnicos fué de 0.06187% integrado por las frac-
ciones EF-1 y EF-2 (obtenidas por separacién en columna
cromatografica de E ) con un valor de 0.0129% para digitoxina
y 0.0134% de digoxina-gitoxina respectivamente. Las muestras
X e Y contenfan solamente digoxina-gitoxina en 0,020% y
0.01%55% respectivamente. Los valores de digitoxina y digo-

sina~gitoxina determinadns en las subfracciones ey @9 3}
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GLUCOSIDOS CARDIACOS SEFARADOS EN SEPHADEX LH-20

TABLA b6
CUANTIFICADOS POR FICRATO ALCALINO
MUESTRA 4#DIGITOXINA “DIGOXINA-GITOXINA % TOTAL
CF-1 0.0185
CF-2 0.0203
0.0389
EF-1 0.0129
EF-2 0.0134
X 0.020
Y 0.0155
0.0618
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ei eib PRy Xpoe Y Y, {tabla 7), muestran que e, ey solo
contenian digitoxina, mientras que ei @ 4 X% o 8 B %
contenlan digoxina—-gitoxina; por lo tanto EF-1 contiene ba-~
sicamente digitoxina 4 EF-2, X, Y digoxina-gitosxina,

Si comparamos los porcentajes de cardioténicos obte-
nidos con el método de extraccion IA vy II, es evidente que
la exttraccion de estos compuestos es mejor con el método de

extraccion 11.

V.8 Espectros en I.R. de digitoxina y digoxina (Fig, 15)

La comparacién del espectro en IR del estandar
digitoxina con el estandar digoxina conduce a las siguientes
observaciones @

Ambos espectros son practicamente idénticos; pre-

sentan siete bandas caracteristicas correspondientes a: 0-H,
C-H, ¢ lactona «,3 insaturada, C=C, C-D, aleoholes terciarios,
deformacion C-H.

Es evidente que la diferencia entre estos compuestos
un hidroxilo en el C-12 para digoxina no es detectable por
espectroscopia IR.

La comparacion de los espectros de digoxina y digi-

toxina {aisladas en el laboratorio) con sus respectivos es-
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TABLA 7 CLUCOSIDOS CARDIACOS SEPARADOS EN PLACA PREPARATIVA
DE KIESELGEL BFyg4 , CUANTIFICADOGS FOR FICRATO

ALCALIND.
MUESTRA ZDIGITOXINA ZDIGOXINA~GITOXINA ATOTAL
€s, 0.003
€S, 0.0033
0.0063
e 0.0044
= 0, 00046
a’ 0.00025
ey 0.0018
%, 0.00013
%y 0.001
Y, Q.00013
. 0019
Yy (4] 1
0,01
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tandares muestran la presencia de las siete bandas caracte-
risticas asignadas a estos compuestos.

Cabe seRalar uné diferencia en el espectro IR de la
digoxina aislada respecto a su estdndar; ésta es la banda a

1275 cm que puede ser debida a una impureza.
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TABLA B ASIGNACION DE LAS SENALES EN LOS ESPECTROS
EN 1.,R. DE LA DIGOXINA Y DIGITOXINA DE

- TSR SmmE—=l

INTENSIDAD
FRECUENCIA DE ABSORCION ENLACES O GRUPOS
cm' (BANDA)
3680-3040 f Vibracién longitudinal 0O-H
3450 hidrégeno unido intermo-
lecularmente, asociacion
polimérica.
2962-2853 ¥ Vibracidn longiﬁudinal C~=H,
2940 alcano, Vas, ¥s.
1760-1740 € Vibraciones longitudinales
1745 de éstares ¥y lactona« 1P
insaturada.

1680-1620 m Vibracion longitudinal del
enlace miltiple C=C, al-
queno no conjugado.

148%-1445 m - Deformacién C-H, Yas,

: CH, tijera, alcano -CH, -

1410-1310 f Vibraciones de deforma -
cién O-H y estiramiento
C-0 alcoholes terciarios.

£1150(1170) + "

11650(¢1130) £ Vibracion longitudinal

' C-0, alcoholes terciarios.

f=fuerte

me=agseta
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. CONCLUSIONES.

De los diferentes procedimientos de extraccon el
método II basado en la disolucién de cardiotdnicos con eta-
nol dié un rendimiento de 0.0627%, superior al porcentaje ob
tenido con el método IA y al reportado por O.Kell de 0.04%
con la caracteristica adicional de tener un mayor grado d-
pureza.

8in embargo, si se comparan estos resul tados con
los reportados en la literatura (Claus, P.E.), que son de
0.2 a 0.6%, los valores encontrados en este trabajo son muy
bajos. La explicacién a este respecto deriva esencialmente
de las condiciones de secado a las que sometié la hoja
(un mes a 40°C) es evidente que 10; cardioténicos fueron de-
gradadas por las enzimas hidrolfticas presentes en el mate-
rial. Desafortunadamente esto fue inevitable debido a:

1o. Porque la colecta de hojas sdlo puede efectuarse una vez.
al aifo.

20. Debido a la infraestructura con la que se contaba para
el secado y,

30. Porque habla que esperar un afo para colectar nuevo ma-
terial y someterlo a las condiciones adecuadas de se- .

cado.

75



La extraccion de lipidos con éter de petrodleo re-
presenta solo un 23% del total de estos compuestos, los cua-
les debido al uso de otros disolventes durante el proceso de
extréccion de cardioténicos son arrastrados creando prable-
mas para la purificacidn de activos. Por le cual ‘es necesa-
rio usar otro tipo de disolvente para la eliminacidn de 1i-

pidos, como serian heptano o hexano.

El uspo de etanol al 50% como disolvente de cardiotd—
nicos permite disminuir los costos de extraccidn respecto al

empleo de claroformo.

l.os resultados de cuantificacién de las diferentes
muestras indican el efecto del diclo}oetano para separar la
digitoxina de otros cardiotbnicas s6lo es parcial, puesto
que el carbonato de sodio extrae digorxina—gitoxina y todavia
queda un remanente en la fase de dicloroetanoj sin embargo
el remanente quiza se pueda eliminar aumentando el numero de

extracciones con carbonato de sodio.

La cromatograf{a en columna de Sepha&ex LH-20 mos-

tréd ser .un buen sistema de purificacidn de cardiotdnicos.

La cuantificacidn de glucédsidos cardiacos con el
reactivo de picrato alcalino stlo es vAlida para muestras ya

aisladas como digitoxina o digoxina.
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L.os espectros de IR realizados en las muestras de
digoxina y digitoxina aisladas de los extractos obtenidos en
el laboratofio, indican que efectivamente se trata de digo-

¥ina y digitoxina como se esperaba.

El presente trabajo se realizd a escala de labora-
torio con lotes de S00 g de hojas, a este nivel se estudiaron
algunos métodos de extracciédn de cardiotdnicos que se permi-
tieran aislar principalmente digitoxina; sin embarge es ne-
cesario llevar a cabo la optimizacidn del proceso de extrac-
ciétn de estos compuestos en lotes mds grandes (5 a 10 Kg)

que permitan la recuperacion de activos.
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