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Resumen— El glicésido cardiotonico Thevetin Bfue aislado,
purificado, caracterizado y cuantificado como el cmponente

principal en las hojas deThevetia peruvianagspecie vegetal
difundida en la regién del Valle del Aburra. Las pdenciales
propiedades cardioténicas descritas para este tipode

compuestos, lo convierten en una molécula de interdara el

tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva Su

purificacion fue alcanzada mediante cromatografia d

columna, su identificacion estructural a través de
espectroscopia de RMN y cromatografia liquida de &

resolucion acoplada a masas (HPLC-MS) y su cuantifacion

por cromatogramas de HPLC haciendo uso del métodoed
estandar externo.

Palabras clave—  Caracterizacion espectroscopica,
cuantificacién, glicésidos cardioténicos, Thevetia peruviana
Thevetin B

Abstract— The cardiotonic glycosideThevetin Bwas isolated,
purified, characterized and quantified as the major
component in the leaves ofThevetia peruviana species that
has widespread in the region of Valle del Aburra. Btential

cardiotonic properties described for these compours] makes
it an interesting molecule for the treatment of cogestive heart
failure. Its purification was achieved by column
chromatography, its structural identification was performed

by NMR spectroscopy and high resolution liquid
chromatography coupled to mass (HPLC-MS) and its
guantification by HPLC chromatograms using external
standard method.

Key Word— Spectroscopic characterization, quantification,
cardiac glycosidesThevetia peruvianaThevetin B

I. INTRODUCCION

centro y sur de América pero también disponibleAsia y
Africa, sintetiza metabolitos secundarios tipo dgidos
cardiotonicos, los cuales almacena en hojas, flgresmillas;
pertenece a la familia de l&pocynaceaeg cominmente se le
conoce con los nombres de Yellow oleander, adetfaritla,
azuceno, laurel amarillo, catape, cascabel o #bPeéri [1].

La accion biologica de estos glicdsidos, que inelagtividad
digitélica [2], antiviral, anti-ATpasa [3] y antibgerial [4], entre
otras, ha estimulado multiples investigaciones mtyra del
aislamiento, caracterizacion y evaluacion de amfdog
estructurales de este tipo de esteroides cardoméni

Los glicosidos cardioténicogposeen una estructura esteroidal
gue se caracterizan por llevar en el C-17 un adi#idactona no
saturado, los cardendlidos tienen especificamemteanillo
pentagonal con un doble enlace conjugado con epogru
carbonilo. Ademas, y como parte de la denominadzorg,
incluyen en la posicion 3 moléculas de azlcar como
sustituyentes, siendo las mas comunes, la gluco$as y6-
desoxiazUcares (ramnosa, mucosa, digitalosa vy tibeve5],
figura 1.

La insuficiencia cardiaca congesiividCC) aparece cuando el
corazon es incapaz de atender las necesidadesrgiaiismo

mediante un funcionamiento normal, el corazén atmele

tamafio, pierde fuerza de contraccion e impide quedp

bombear sangre con la eficacia requerida. El tigtam clasico

de la ICC va dirigido a reducir los factores quetovocan y a

mejorar la funcién del miocardio, lo cual se puedeanzar

incrementando la eficacia por aumento de la fueararactil y

el vaciado del coraz6n con agentes inotrépicos tigosi

(cardioténicos) [6].

La Thevetia peruviangTP) es una planta pequefia con

hojas muy verdes y flores tubulares en forma deuelmiole
color amarillo a naranja, atributos que le otorgan
caracter ornamental. Esta especie vegetal, origirdel
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explorado y menos aun en sus hojas. Asi, la present
investigacion tiene como objetivo la extraccion/ifizacion,
caracterizacion y cuantificacion de estos glicgsido
cardiotonicosde las hojas deTaevetia peruvianaaturalizada

en el Valle de Aburra.

La caracterizacién y cuantificacion de estos cajligéos

permitira establecer un aporte decisivo para posex
investigaciones relacionadas con la producciéondie &po de
metabolitos secundarios a través de cultivos agsjalado que
a la fecha no se dispone de un patron comerciahéat para

Thevetia.
HOH,C o
- OH -
R= oo™ pD-Glucose . MATERIALES Y METODOS
Oten, o A. Recoleccion y tratamiento preliminar de la muestra
R = Meo\%/ml p-D-Digitalose
ort La recoleccion del material vegetal en cantidadceirfte se
oH llevé a cabo en las riberas de la quebrada La myuacalizada
R= k€ ° a-L-Rhamnose en el sector urbano de la ciudad, en cercaniaa Uailversidad
o 1. Nacional de Colombia — Sede Medellin. Después efgactivo
OH lavado con agua destilada, se procedi6 a su setadate dos
R= offC 7on  a-L-Thevetose dias a temperatura amblente, Iuggo se macero fierted que el
) material vegetal tuviera un tamafio promedio decth5
Figura 1. Estructura general de un glicésido cabadico B. Obtencion y preparacion de extractos

La especie vegetal mas investigada para el trataonie La extraccion de los glicosidos cardiotonicos sdizé mediante
enfermedades relacionadas con el corazén &igisallis licuado de 100 g del material vegetal con 400 mLétkr de
purpurea y Digitallis lanatg7], conocida como Digital, de petréleo, el producto resultante se lavo tres veoasnetanol en
la cual se extraen compuestos como la digitoxihaual una relacion de volumen 3:1 (metanol / éter deofstj para
contiene una gran cantidad de cardendlidos. Egtede retirar las grasas en suspension que se formamtéueste
compuestos también han sido extraidos y caractixszde proceso y que son retenidas en un embudo de sEparac
especies como Erysimum  cheiranthoides [2,8], buchner. Después se concentré las muestras poro moli
Gomphocarpus sinaicuf9,16], Corchorus olitoruis[10], destilacion a presion reducida del solvente y s#iz@ una
Criptostegia grandiflora[11], Asclepias glaucescerni$2], inspeccion por cromatografia de capa fina (CCFa parificar
Urginea fugax13] y Nerium oleandef14,15], entre otras, la presencia de los cardenolidos. El extracto esewado en
siendo sus principales diferencias la inclusion uwte recipientes translicidos en nevera a 5 °C hastpasterior
determinado grupo (s) en el esqueleto esteroigltipo y analisis cualitativo y purificacion a través deatamiento
numero de azlcares del componente glicona. cromatogréfico.

Con respecto a las especi€hevetia ovata y Thevetia C. Analisis cualitativo

nereifolia, Kyeremematen y Hagos [17] reportan que en

las semillas estudiadas se encontraron tres glia$si Con el extracto vegetal se realizé inicialmentetahizaje
cardiotonicos tipo cardendlidothevetin A, thevetin B fitoquimico mediante las reacciones de Liebermaurcihard,
peruvosido), siendo el contenido dehevetin A Keller Killiani y Kedde para determinar el niclesteroidal, los
marcadamente menor. En tanto que de las hojasgsrde desoxiazicares y el anillo lactona respectivamente,
Thevetia peruviana[18] una serie de 4 glicosidos caracteristicos de los glicdsidos cardiotonicos.chatidad de
flavonoides y distintos iridoides han sido aiskdp reactivos empleados corresponde al procedimietdmeasr [22].

caracterizados [19-21]. Por otro lado, Basile gsipo [4]

llevé a cabo el estudio de la bioactividad de esiaecie D. Cromatografia de columna
vegetal, confirmando adicional a su actividad digif,
una accion antibacterial. La separacion de los cardendlidos se alcanzé ntedian

cromatografia de columna con silica gel 60 (0.0€8@ mm),
Pese al gran interés practico de la espeHievetia Marca Merck tomando 500 mg del extracto. Una pramer
peruviand18-21], el aislamiento y caracterizacion de logolumna con relacion de solventes tolueno/acetatetitb (3:1)
cardendlidosThevetin A y Thevetin Bha sido poco gener6 dos bandas bien diferenciadas por su a#dg primera,
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de color verde oscuro, se recolectaron las fraesi@i1l, obteniéndose un coeficiente de correlacion de ®.99Iuna
las cuales mostraron por CCF la posible preseneiand ecuacionigual a’Y = 6.25X + 306.2.

compuesto puro. La segunda banda de color pardo,

correspondiente a las fracciones 24-30 mostré doshas . RESULTADOS

relativamente cercanas, siendo la superior muyetgnla

inferior muy intensa y definida, esto nos perm#igponer A. Identificacion de glicésidos cardiotdénicos

la presencia de un compuesto principal (manchaiamfey
otro producto en menor proporcion (mancha superiRo)
ello se procedid6 a realizar una segunda columitd andlisis fitoquimico del extracto dd> permitié confirmar de
cromatogréafica modificando la proporcién de disotes, forma rapida, sensible y confiable el ndcleo estalp
en este casos tolueno/acetilo de etilo (5:1), penido desoxiazlcares y el anillo de la lactona, es dicjgresencia de
obtener un compuesto puro. Luego se procedid aceaap glicésidos cardioténicos mediante la coloracion eeffira
el solvente de las fracciones de interés, obtenié®®dmg registrada para las pruebas Liebermann-Burchnardle(a-
de las fracciones 3-11 y 11 mg del compuesto pertad verde), Keller Killiani (anillo pardo y capa azuendosa ) y
segunda cromatografia. Kedde (rojo-violeta).

1.Analisis cualitativo

E.  Elucidacion estructural 2. Elucidacién estructural

Los espectros de resonancia magnética nuclear RMMNCH La caracterizacion espectroscopica de los cardigbe apoyd
fueron tomados en CDEeN un espectrofotémetro Brukeren la resonancia magnética nuclear de protonesogma (H- y
Avance 400 MHZ, en el Laboratorio de Resonanci&C-RMN), en la espectrometria de masas y en la cranige
Magnética Nuclear de la Universidad Nacional deon informacion reportada para moléculas estruichemte
Colombia — Sede Bogota. Los desplazamientos quémicanalogas [10,11,14,15,21,23].

son reportados en ppm utilizando TMS como estandar.

C d¢c H du
La determinacion de los pesos moleculares fue zéchn 1 26.89 la 1.82
en un cromatégrafo de gases acoplado a masas marca 1b 1.03
Agilent 1200, en el Laboratorio de Cromatografiguifia 2 27.01 2a 1.17
de la Sede de Investigaciones Universitarias de| la 2b 1.05
Universidad de Antioquia, SIU. 3 72.20 3 4.55
4 35.03 4a 2.08
F. Cuantificacién y condiciones de medicién ab 1.60
o . o ] 5 39.98 5 1.61
Se utilizé un Cromatografo Liquido Agilent 120Q,nc 6 32.04 6a 1.95
detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitled 6b 1.70
Qnda de 220 nm, acoplado a un espectrometro des, asdy 17.60 7a 110
tipo cuadrupolo simple G1956A, equipado con unaacarn 7b 1.30
de ionizacion tipo ES-API y operado en modo scd042 8 36.94 8 1.79
1000m/z). 9 3554 9 1.76
Para lograr la elucién de los componentes se ditiliza 12 2‘2}13 :Iilfa 5 02
columna C18 (20cm x 6.4 mm) Supelco 25 mm x 4.6%m, ' 11b 0'99
micrometros, waters soherisorv, ods-s, mantenidante -
el analisis a 25 °C, donde 10uL de la muestra fuero 12 40.38 féia igg
inyectados utilizando un sistema automético de meey -
elu idos con una fase movil consistente en la faezc 13 99.12 13
acetonitrilo-agua (30:70). La velocidad de fluje fde 0.5 14 88.27 14
mL / min. 15 29.86 15a 1.62
15b 1.48
16 27.38 16a 2.08
G. Preparacion de la curva de calibracion 16b 1.72
17 68.18 17 2.38
Fueron preparadas soluciones estandar de 40, 6008 18 18.42 18 0.83
120 ppm de peruvosido, (marca Merck, grado ana)itic 19 25.36 19 0.92
gue fueron inyectadas directamente en el sistemaCHP 20 174.31 20
el orden ascendente respectivo. Para calcular rea aile 21 79.030 2la 4733
calibracion se utiliz6 el area de pico del peruddsi 21b 4.612
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22 117.846 22 5.159 Por su parte, los carbonos metinicos (C-3, C-5, C-8y C-17)

23 171.590 23 se registran en el rango esperado eidtre35.5 ppm ¥ = 72.2

ppm, en tanto que el CH vinilico (C-22) aparecg a 117.8
Tabla 1. Datos espectroscépicos experimentalesi¢ @& *Hy  ppm. Los dos grupos metilicos (C-18 y C-19) aparessgn lo
*3C- para elThevetin B = ppm). previsto a campo bajo, especificamenté a 18.4 ppm 6 =
25.4 ppm.
Dado que el glicdsiddhevetin A solo puedo aislarse en
una cantidad minima, la identificacion de su estmécse En cuanto a la determinacion del peso moleculaspéctro de
limitd al espectro masas (m/z = 873) y por tanto lgasas, figura 2, muestra de forma contundentegistre del i6n
discusion de los resultados esta referida a lacut@léde  molecular para el cardendlidthevetin Ba m/z = 859.5, (valor
Thevetin B La informacion espectral de RMN de pl’OtOﬂeﬁorrespondiente a su peso molecular), como el ggﬂoé
y carbono 13 paral cardenolidoThevetin Bes resumida predominante en las hojas @E. Es valioso sefialar que este es
en latabla 1. el cardendlido de menor toxicidad identificado etaeespecie
vegetal [1,24].
A pesar del considerable nUmero de protones presemt
la estructura del cardendlido, (Figura 1), se @prpara el
componente aglicona cuatro grupos de sefales, oy
primeras entré = 0.90 y 1.82 ppm, correspondiente a lo:
protones del anillo A con excepcién del H-3, lof atello
B, y un protén de las posiciones C-11 y C-12 adl@aC, &
incluyendo los grupos metilico de las posiciones8Gt C-
19. El segundo grupo de sefiales se extiende=d.02 a
2.38 ppm y corresponde a uno de los protones mietilg 21
de las posiciones C-4, C-11 y C-16 y al protén medidel
C-17. Entred = 4.5 y 4.7 ppm se observa un multiplete o : : : :
para los protones metilénicos del C-21 y el metimiel C- L — T = = i
3, ubicados en estg _posmon debido al efecto desyior .Figura 2. Espectro de masas del glicéSitlevetin B
del grupo lacténico y del fragmento alcoxi
respectivamente. Finalmente, un multiple®=a5.16 ppm
correspondiente al protén olefinico del C-22, cuy
acoplamiento a larga distancia con el grupo meloC-18
ha sido reportado previamente [23].
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La naturaleza de los azlcares presentes dheletin B,o-L-
thevetosa (1 molécula) yp-D-Glucosa (2 moléculas)
respectivamente, es sugerida por la concordandia ehpeso
molecular registrado en HPLC-masas para la muestatizada
con el valor teérico reportado para este cardendharticular

[5].

Con respecto a las sefiales de los azUcares, dis atd
glucosa y un tercero de thevetosa, ellas se puasiesiar
en tres grupos, un multiplete entie= 3.24 y 3.45 ppm
atribuido a los protones de los posiciones C-23/¥E€-4".
Un segundo multiplete ent®@= 3.69 y 3.76 ppm de los
protones de C-5y C-6" y el tercer multipletéd & 4.55
ppm del protén de la posicion del C-1". En estdoreg
aparecen ademas de forma solapada las sefiales

correspondientes a los grupos hidroxilos (OH),,GH y %Cﬁo
CHz y CH,O. o o7y oH

: HO 0 is]
Con relacion al espectro de RMN para los carbores d ) o w,oﬁ
Thevetin B, nuevamente las sefiales encontradas HO™ R b
concuerdan con las previamente reportadas para oH

cardendlidos con un esqueleto aglicona Sim”affigura 3. Estructura del glicosid®evetin B
[10,11,14,15,21,23]. La sefial del carbonilo sestegiad =

174.3 ppm, los 4 carbonos cuaternarios (C-20, Q3  gg jmportante sefialar que la informacion espeobignida ha

y C-10) aparecen &= 71.5,3 = 88.3,6 = 59.1y8 = 35.2  hormitido confirmar la estructura ddlhevetin Bfigura3)(el
ppm respectivamente. Los nueve carbonos metdsrde 5| hasta donde tenemos conocimiento, solo ha sid

los anillos A, B, C 'y D aparecen en un rango COm@iit®  ¢4acterizado por su masa a través de HPLC [17].
entres = 17.6 ppm yd = 40.4 ppm, mientras que el

carbono metilénico del anillo lacténico (C-21) s 3
desplazado & = 79.0 ppm debido al efecto desprotector
del grupo éster.

Cuantificacién d& hevetin B
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La cuantificacion deThevetin Bfue alcanzada por UV-Vis \VA CONCLUSIONES
HPLC bajo el método del Estandar externo [25], dauie®
la molécula dehevetinano es comercialmente disponible,Mediante técnicas tradicionales de separacion yfigagion
el peruvésido fue la molécula seleccionada comanedstr como son la extraccién, filtracion y cromatogradia columna,
debido a su similitud estructural. se logré aislar y purificar dos metabolitos secuiodatipo
glicosidos cardioténicosThevetin A y Thevetin Bresentes en
En la tabla 2 se reporta la informacién resultashtela las hojas de la plantBhevetia peruvianapaturalizada la regién
curva de calibracién y de la medicion délevetin B Se de Antioquia. La estructura dd&hevetin B fue elucidada
obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9916 w urmediante espectroscopia de RMN, cromatografiad&gde alta
ecuacion igual a Y = 6.25X + 306.2. El Tiempo deesolucion (HPLC-MS) acoplado a masas y comparasi@on
Retencion dethevetin Bfue de : 6.15 minutos (figura 4), informacién espectroscépica disponible. La miniraatidad del
resultado que discrepa ligeramente de estudiosasrés: Thevetin A aislada y purificada dificultdé su completa
8.40 minutos) y que pueden ser atribuidos a lavalitias caracterizacion, asi como el establecimiento destcentaje en
en la metodologia implementada, especificamente a l&h muestra.
utilizacion de soluciones de glicésidos como fiera
[17]. Con la informacion obtenida se estima un vd® 91 La cromatografia liquida de alta resolucién HPL@ aaeglo de
mg dethevetin B por cada 100 g de muestra analizada. Eliodos permiti6 bajo el modelo de estandar extefao
contenido relativamente bajo para este cardendsido cuantificacion derhevetin Bencontrando un valor de 91 mg /
ajusta a lo previsto, donde previamente se hablesido el 100 g de muestra, cantidad relativamente baja y degja
distinto porcentaje de glicosidos que se almatesra explicito la necesidad inmediata de delinear méodo
semillas (4,8%), hojas (0,070%), flores (0,045¢0)la alternativos para su obtencion tales como losvadtcelulares.
savia (0,036%) [1].
Dado la carencia de un estdndar patron para lopauantes de

Estandar externperuvésido Thevetin B Thevetia peruviana, la informacién concerniente a la
Concentracion (ppm)  Area Namero de Area caracterizacion y cuantificacién deThevetin Bderivada de la
muestra presente investigacion constituye un apoyo decisiyo
40 554 1 880 fundamental para la posible implementacion de tgfias de
60 710 2 865 produccion de este metabolito secundario por meeioultivos
80 765 Area 8725 celulares.
Promedio
100 936 cV 1.21% V. AGRADECIMIENTOS
120 1066 trer (MiN) 6.510 o -
Tabla 2. Curva de calibracion y resultados fédrevetin B Los autores expresan su agradecimiento a la Ulieets
C.V: Coeficiente de variacion Nacional de Colombia - Sede Medellin y al InstitdeoQuimica
t.e Tiempo de retencion de la Universidad de Antioquia.
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