DETERMINACION DE GITOXINA Y DIGITOXINA
EN LAS HOJAS DE Digitalis purpurea RECOLECTADA
EN DOS SITIOS DEL DEPARTAMENTO DE CUNDINAMARCA

RESUMEN

A partir de las hojas de Digitalis purpurea provenientes
de dos sitios diferentes, y mediante la extraccién con disol-
ventes adecuados, se logré establecer que en los ejemplares
de los dos sitios de recoleccién el porcentaje de heterésidos
crudos es de 0.5% a 0.7%. Mediante la cromatografia en
capa delgada se determiné la presencia de seis heterésidos
cardioténicos, dos de los cuales se aislaron y se identificaron
como digitoxina y gitoxina, los heterésidos se cuantificaron
por cromatograffa lfquida de alta eficiencia (CLAE), obte-
niéndose los siguientes resultados para cada una de las dos
muestras: Digitoxina: 16.95 y 24.35 mg/100 g de hoja seca y
Gitoxina: 166.25 y 182.82 mg/100 g de hoja seca.

SUMMARY

The glicosides of leaves of Digitalis purpurea, collected in
two different places, were extracted with the appropriate
solvents and assayed. The result showed content of glicosi-
des ranging from 0.5% to 0.7%. By means of thin layer
chromatography six cardiotonic glicosides were detected.
Two of them were isolated and identified as digitoxin and gi-
toxin. These glicosides were quantified by High Performan-
ce Liquid Chromatography (HPLC). The results for the two
samples were respectively: 16.95 and 24.35 mg of digitoxin
in 100 g of dried leaves and 166.25 and 182.82 mg of gitoxin
in 100 g of dried leaves.

INTRODUCCION

La Digitalis purpurea ha sido investigada durante
muchos afios en diversas partes del mundo por su con-
tenido en glicésidos cardfacos, por el valor terapéuti-
co que estas sustancias representan en la medicina.
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En Colombia esta planta se desarrolla espontinea-
mente en los pdramos y partes frfas con alturas que
van desde 2800 m. hasta 3000 m. de altura sobre el ni-
vel del mar. También se propaga abundantemente en
los barbechos y se le conoce con los nombres vulgares
de “Dedalera” o “Guarguerones” (1). Se introdujo
en nuestro pafs como planta de adorno especifica-
mente en Bogot4 por ingenieros ingleses, alrededor
del afio 1856. Esta es la primera vez que se hace un
anélisis del contenido de glicésidos cardfacos de la
Digitalis purpurea que crece en nuestro pafs.

PARTE EXPERIMENTAL

El material vegetal utilizado en esta investigacién
se recolect6 en dos sitios del Departamento de Cundi-
namarca, con alturas promedio de 2800 m sobre el ni-
vel del mar. Se clasific6 como Digitalis purpurea; un
ejemplar de esta planta se encuentra depositado en el
Herbario Nacional Colombiano bajo el No. 30412.
Inmediatamente después de recolectada la planta, se
someti6é a secado en un horno de aire circulante a
50°C, luego se moli6 y desengrasé con éter de petr6-
leo (P.E. 40- 60°C), 200 g. de material seco y desen-
grasado se extrajeron calentando al reflujo con etanol
de 96° (500 ml x 4), se reunieron los extractos, se fil-
traron y concentraron hasta un tercio de su volumen,
se agrego el doble de agua destilada y se extrajeron
con una mezcla de éter de petréleo- acetato de etilo.
A la fase acuosa se le agregé solucién saturada de su-
bacetato de plomo hasta que no di6 més precipitado,
se filtr6 y el precipitado se lavé con agua caliente, se
reunieron los filtrados; éstos se extrajeron con una
mezcla de cloroformo- metanol (90 — 10) hasta que no
se obtuvo reaccién positiva con el reactivo de Kedde.
Se filtré la parte orgédnica sobre sulfato de sodio anhi-
dro y se concentr6 obteniéndose de esta manera los
glicésidos cardfacos crudos.

El andlisis de los glic6sidos, una vez extraidos y pu-
rificados, se hizo por cromatograffa en capa delgada
con gel de sflice y como eluyentes mezclas de cloro-
formo acetato de etilo (70-30), metanol cloroformo
(90-10), haciendo doble recorrido con cada uno de los
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eluyentes. Se utilizaron patrones de digitoxina, gito-
xina y digoxina. Este doble recorrido hace que la se-
paracién y visualizacién de las manchas, una vez reve-
ladas con el reactivo de Kedde (2), sean bastante niti-
das e impide que las clorofilas y otras sustancias ama-
rillas interfieran en el proceso de separacién cromato-
gréfica. Siguiendo este procedimiento se pudo esta-
blecer, la presencia de seis manchas de coloracién
azul y violeta correspondientes a seis glic6sidos car-
diacos. Los resultados fueron iguales para las mues-
tras de los dos sitios en donde se recolect6 la planta.
La comparacién del Rf y color de las manchas del ex-
tracto con los de los patrones permitié descartar la
presencia de digoxina en los extractos y se confirmé la
existencia de digitoxina y gitoxina. El aislamiento y
purificacién de estos dos heter6sidos a partir de los
extractos se hizo por cromatografia en columna con
gel de silice, tamaiio de particula (0.063-0.2 mm), uti-
lizando un gradiente de elucién con mezclas de éter
de petréleo-acetato de etilo y de cloroformo- meta-
nol; se colectaron muestras de 50 ml. El control de la
columna se hizo por cromatografia en capa delgada y
se reunieron las fracciones 60-66 y 67-74, que conte-
nian digitoxina y gitoxina, respectivamente. La pu-
rificacion de estos dos grupos de fracciones se hizo
por cromatografia preparativa en capa delgada.

Los dos heterésidos aislados se recristalizaron de
una mezcla de cloroformo-metanol y se obtuvieron
cristales blancos. Los primeros con un punto de fu-
sién de 278°C, igual al del patrén de digoxina. A los
compuestos aislados se les hizo una cromatografia en
capa delgada en gel de silice con un sistema solvente
cloroformo-acetato de etilo metanol (84-14-2). Como
revelador se usé el reactivo de Kedde. Para ambas
sustancias se obtuvo una sola mancha de color azul
con Rf = 0.8 para la digitoxina y RF = 0.6 para la
macha de color violeta igual a la gitoxina.

La cuantificacién de estos dos glicésidos en las ho-
jas de Digitalis se hizo por medio de cromatografia
liquida de alta eficiencia en fase reversa. Para la elec-

cién del solvente en esta cromatografia se ensayaron
varias mezclas y finalmente se escogio el sistema ace-
tonitrilo-agua (39-61), con el cual se logré una buena
separacién de los componentes del extracto. Las dos
sustancias a cuantificar no interfieren con los demés
componentes del extracto. Primero se establecieron
las condiciones de calibracién para obtener una bue-
na separacioén y resolucién. En seguida se procedi6 a
establecer las curvas de calibracién para los patrones
digitoxina y gitoxina, graficando el 4rea bajo la curva
contra la cantidad de patrén inyectado. Las concen-
traciones de patrén en las soluciones utilizadas parala
curva de calibracién fueron: 1.1 mcg/mcl de digitoxi-
na y 0.6 mcg/mcl de gitoxina. En las curvas de calibra-
cién se grafic6 la cantidad de glic6sido inyectada en el
cromatégrafo contra el drea bajo la curva. Se toma-
ron seis puntos en ambos casos. Las cantidades em-
pleadas fueron entre 0.6 y 4.8 mcg para gitoxina y en-
tre 1.1. y 8.8 mcg para digitoxina. La concentracién
de las muestras se calcul6 en las curvas de calibracién,
midiendo el drea bajo la curva de la alicuota inyecta-
da y haciendo el célculo correspondiente de acuerdo
con las diluciones hechas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados cualitativos obtenidos con las dos
muestras (de diferentes sitios) fueron iguales. Los re-
sultados cuantitativos fueron de 16.95 y 24.35 mg de
digitoxina/100 g de hojas secas y 166.25 y 182.82 mg
de gitoxina/ 100 g de hojas secas.

De acuerdo con la revision bibliografica, estos re-
sultados muestran que la Digitalis purpurea que crece
en la Sabana de Bogot4 es comparable en cuanto al
contenido de digitoxina con la que crece en Rusia y
Europa (2). Mientras que la gitoxina se encuentra en
cantidad significativamente superior a la reportada
por investigadores en otras partes del mundo (3).
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