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QUANTITATIVE EVALUATION OF CARDENOLIDES IN A BRAZILIAN DIGITALIS LANATA
CULTIVAR AND PERSPECTIVES OF ITS INDUSTRIAL USE. The content of digoxin and
lanatoside C (jointly quantified), lanatoside A, lanatoside B, glucoevatromonoside, odorobioside G,
glucogitoroside, glucoverodoxine, glucodigifucoside and digitalinum verum was determined by
HPLC in Digitalis lanata harvested in Brazil, as well as in clones industrially employed for the
production of cardenolides. The Brazilian plants presented greater variation in the contents of
cardenolides than the analyzed clones. Lanatoside C and digoxin concentrations were higher in the
clones (6120+640 nmol/g dry leaf) than in the Brazilian plants (1820£900 nmol/g dry leaf). The
concentrations of these glycosides were found to be within the range described for native species
and also were similar to an European cultivar, what makes possible its industrial use for the

cardenolides production.
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INTRODUCAO

A Digitalis lanata (Scrophulariaceae), planta nativa do cen-
tro e sudeste europeus, popularmente conhecida como dedaleira,
€ afonte industrial dos cardenolideos lanatosideo C (3) e digo-
xina (4) (Figura 1), empregados no tratamento da insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC).

A incidéncia e prevaléncia da ICC tém aumentado nos Ulti-
mos anos, estimando-se um crescimento deste quadro com o
incremento da idade média da populagdo!. Os digitélicos, os

diuréticos e os inibidores da enzima conversora da angiotensina
preenchem alguns dos requisitos desejaveis em agentes de pri-
meira linha para a terapia da ICC. No entanto, nenhum destes
farmacos possui todas as caracteristicas desejadas e seu uso
individual ndo é adequado ao tratamento da I CC, justificando-
se a busca por novas substancias ativas®. No periodo entre
1978-1988, vérios farmacos foram desenvolvidos e testados em
pacientes com ICC, a uma velocidade de uma nova substancia
a cada més. Entretanto, o retorno de todo este investimento
para a obtencdo de novos farmacos inotropicos suplementares

Cardenolideo *R Ry R,
(1) Lanatosideo A Gl-B-Acdx-Dx-Dx- H H
(2) Lanatosideo B GI-B-Acdx-Dx-Dx- H OH
(3) Lanatosideo C GI-B-Acdx-Dx-Dx- OH H
(4) Digoxina Dx-Dx-Dx- OH H
(5) Glicoevatromonosideo GI-Dx- H H
(6) Odorobiosideo G GI-Dtl- H H
(7)  Glicogitorosideo GI-Dx- H OH
(8)  Glicoverodoxina GI-Dtl- H O-CHO
(9) Glicodigifucosideo Gl-Fuc- H H
(10) Digitalinum verum GlI-Dtl- H OH
(11) Digitoxina Dx-Dx-Dx- H H

*Gl=glicose; Dx=digitoxose; Dtl=digitalose; Fuc=fucose; B-AcDx=[-acetildigitoxose.

Figura 1. Estruturas quimicas dos cardenol ideos analisados nas folhas de Digitalis lanata do cultivar experimental do macico do Itatiaia e de clones.
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ou substitutos dos glicosideos digitalicos foi desapontador®. Os
cardenolideos isolados de Digitalis, ainda hoje, representam os
farmacos mais freglientemente prescritos para o tratamento de
ICC, apesar de seu baixo indice terapéutico®.

A Digitalis lanata é cultivada com fins industriais nos Pa-
ises Baixos, Equador e Estados Unidos®. Até o presente, a sin-
tese de cardenolideos digitalicos ou sua obtencdo através de
cultura de células ndo compete, economicamente, com a pro-
ducdo destes a partir de cultivares agricolas de D. lanata. Para
0 estabelecimento de cultivares agricolas selecionam-se plan-
tas, em populagBes nativas, contendo teores elevados dos
glicosideos de interesse industrial. Exemplos diversos destas
triagens, utilizando técnicas de radioimunoensaio, estdo descri-
tos na literatura®®’. Um aumento consideravel nos teores de
digoxina é obtido em cultivares desenvolvidos a partir dos
espécimens selecionados®. O cultivo experimental de D. lanata,
em estufa ou no campo, visando avaliar a producéo de carde-
nolideos, foi conduzido em paises diversos como india®®, Aus-
tria'®, Alemanha'! e Franca'?.

Os cardenolideos digitélicos, consumidos no Brasil, séo
importados. A D. lanata vem sendo cultivada experimental-
mente no macico do Itatiaia, Minas Gerais, local com condi-
¢Oes climéticas favoraveis ao desenvolvimento da espécie, ob-
jetivando-se estabelecer um cultivar a ser utilizado para futura
producdo industrial de cardenolideos. O cultivar experimental
consta de aproximadamente 8.000 plantas, em uma &rea de
7.500 m?. A adaptacéo da D. lanata neste cultivar experimen-
tal foi comprovada através do estudo da flutuacdo das concen-
tragbes de cardenolideos diversos, durante o primeiro e segun-
do periodos vegetativos, obtendo-se resultados semelhantes
aqueles descritos para plantas nativas®.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
do cultivar experimental do macico do Itatiaia para exploragdo
industrial. Para tanto, procedeu-se a determinagdo quantitativa,
neste cultivar, dos cardenolideos de interesse terapéutico,
lanatosideo C (3), digoxina (4), e digitoxina (11), e, também,
de outros glicosideos, sem aplicagdo terapéutica, lanatosideos
A (1) e B (2), glicoevatromonosideo (5), odorobiosideo G (6),
glico-gitorosideo (7), glicoverodoxina (8), glicodigifucosideo
(9) e digitalinum verum (10). As estruturas quimicas dos car-
denolideos analisados esté@o representadas na figura 1. Estes
cardenolideos também foram quantificados em clones de D.
lanata cultivados em estufa. Estes clones, desenvolvidos pela
Boehringer (Mannheim, Alemanha), resultaram de processos
de selecdo e melhoramento genético, sendo utilizados industri-
almente para a producd@o de cardenolideos. Os dados obtidos
foram comparados e forneceram um perfil do cultivar experi-
mental do macico do ltatiaia, representando os clones uma si-
tuacdo modelo a ser atingida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo dos cardenolideos digitalicos, no presente
trabalho, foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), utilizando-se 0 método do padréo interno’*. Este méto-
do foi escolhido devido a possibilidade de se quantificar, indivi-
dualmente, os cardenolideos de interesse terapéutico e os outros
glicosideos, ao contrério das técnicas de radioimunoensaio ante-
riormente utilizadas, onde determinava-se a totalidade dos
glicosideos da série C>57. Cromatogramas empregados para a
quantificagdo de cardenolideos, no presente trabalho, para plan-
tas do cultivar experimental do macico do Itatiaia e clones de D.
lanata, estdo representados nas figuras 2 e 3, respectivamente.

As concentracBes médias dos cardenolideos analisados no
cultivar experimental do maci¢o do Itatiaia e nos clones de D.
lanata constam da tabela 1. As concentragdes sdo expressas
em nmol/g em folha seca, com os respectivos desvios-padro.
Os dois grupos de dados foram submetidos a um teste t, obten-
do-se diferengas estatisticamente significativas (p < 0,01) entre
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Figura 2. Cromatograma, obtido por HPLC, do extrato das folhas de
Digitalis lanata do cultivar experimental do macigo do Itatiaia. Con-
dicbes cromatograficas: vide parte experimental. Identificagcdo dos
picos: 1, digitalinum verum; 2, glicoverodoxina; 3, glicogitorosideo;
4, glicodigifucosideo; 5, odorobiosideo G; 6, lanatosideo C e digoxina;
7, glicoevatromonosideo; 8, S-metildigoxina (padr&o interno); 9, la-
natosideo B; 10, lanatosideo A; 11, digitoxina.

Figura 3. Cromatograma, obtido por HPLC, do extrato das folhas de
clones de Digitalis |anata, desenvolvidos pela indlstria farmacéutica para
a producdo de cardenolideos. Condigdes cromatograficas: vide parte
experimental. Identificagdo dos picos: 1, digitalinum verum; 2, glicovero-
doxina; 3, glicogitorosideo; 4, glicodigifucosideo; 5, odorobiosideo G; 6,
lanatosideo C e digoxina; 7, glicoevatromonosideo; 8, S-metil-digoxina
(padrao interno); 9, lanatosideo B; 10, lanatosideo A; 11, digitoxina.

os teores dos cardenolideos quantificados, com excecdo das
concentracdes de glicoevatromonosideo, glicoverodoxina e di-
gitalinum verum (p > 0,05). Estes resultados indicam haver
uma diferenca significativa nas concentragdes dos cardenolide-
os avaliados, entre as plantas do cultivar experimental e os
clones de D. lanata.

A variabilidade quimica intra-especifica de cada grupo também
pode ser avaliada pela tabela 1, através dos valores percentuais
dos desvios-padréo. De uma forma geral, as plantas do cultivar
experimental apresentaram maior variabilidade quimica intra-
especifica do que os clones de D. lanata, evidenciado pelos
valores mais elevados dos desvios-padrdo percentuais, com ex-
cecdo do lanatosideo B. A grande variagdo individual nas con-
centracOes de cardenolideos no cultivar experimental ja era es-
perada, uma vez que estas plantas ndo foram submetidas a ne-
nhum processo de selecdo, sendo constituidas por individuos com
uma ampla base genética. Avaliag6es anteriores em popul agdes
nativas e cultivares de D. lanata, de diferentes origens, indica-
ram uma alta variabilidade intra-especifica nos teores dos carde-
nolideos quantificados>®"1215, de forma similar aos resultados
descritos neste trabalho. Os clones de D. lanata, por sua vez,
apresentaram uma maior homogeneidade quimica, representada
pelos menores valores dos desvios-padrdo percentuais, uma vez

QUIMICA NOVA, 20(5) (1997)



Tabela 1.Concentragdes médias de cardenolideos em folhas de Digitalis lanata do cultivar experimental do macico do Itatiaia e
em clones empregados industrialmente para a produgdo de cardenolideos da série C.

Cardenolideo &Cultivar Itatiaia  desvio-padrdo % b Clones desvio-padréo % Valor p
Lanatosideo A 1080+710 66 80+20 25 p < 0,01
Lanatosideo B 290+220 76 30+40 133 p <001
Lanatosideo C + digoxina 1820+900 49 6120+640 10 p <001
Glicoevatromonosideo 240+200 83 290+50 17 p > 0,05
Odorobiosideo G 90+90 100 170+40 24 p <001
Glicogitorosideo 1860+690 37 790£110 14 p <001
Glicoverodoxina 280+130 46 320+60 19 p > 0,05
Glicodigifucosideo 2170+740 34 1250+340 27 p <001
Digitalinum verum 580+340 59 600+110 18 p > 0,05
Digitoxina 20+40 200 70140 57 p < 0,01
Total 8450+1640 19 97301960 10 p <0,01

3y alores correspondentes & média de 49 plantas analisadas em triplicata; Pvalores correspondentes & média de 25 clones anali-
sados em triplicata. Os espécimens analisados, em ambos 0s grupos, tinham 12 meses de idade. As concentragcdes de cardeno-
lideos estéo expressas em nmol/g em folha seca + desvio-padréo.

gue este material resultou da clonagem de plantas selecionadas,
sendo constituido por uma base genética estreita.

Os teores médios de lanatosideo C e digoxina, determina-
dos em conjunto, nas plantas do cultivar experimental do ma-
cico do Itatiaia sdo inferiores adqueles dos clones (Tabela 1). O
gréafico da figura 4 representa os teores destes glicosideos na
concentracdo total de cardenolideos analisados, em ambos os
grupos. Enquanto nas plantas do cultivar experimental lanato-
sideo C e digoxina constituem 22% do total, este percentual
atinge 62% nos clones. Esta consideravel diferenca é fruto da
triagem de milhares de plantas nativas, ao longo de anos, e
pesquisas de inter-cruzamento e micropropagacdo para a ob-
tencdo de espécimens com uma base genética estreita. Deve-se
salientar, mais uma vez, que as plantas do cultivar experimen-
tal do macigo do Itatiaia ndo foram submetidas a qualquer pro-
cesso de selegdo ou aprimoramento genético.

A concentragéo de alguns cardenolideos como glicodigifuco-
sideo, glicogitorosideo e lanatosideo A é bastante elevada nas
plantas do cultivar experimental. Estes glicosideos ndo possuem
aplicacdo terapéutica e seus teores foram substancial mente redu-
zidos nos clones, como resultado do processo de melhoramento.
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Figura 4. Concentracfes médias de lanatosideo C e digoxina no
teor médio total de cardenolideos analisados em Digitalis lanata,
em plantas do cultivar experimental do macico do Itatiaia (n = 49)
e clones desenvolvidos pela industria farmacéutica (n = 25). Cada
amostra foi determinada em triplicata; as barras verticais represen-
tam o desvio-padréo.
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A fim de se estimar a possibilidade de emprego industrial
do cultivar experimental do macico do Itatiaia, a curto prazo,
compararam-se os teores dos cardenolideos determinados com
aqueles descritos na literatura para D. lanata nativa ou cultiva-
da em estufa. Para tanto, os teores dos cardenol ideos determi-
nados no cultivar experimental e em clones de D. lanata, ex-
pressos em nmol/g em folha seca, foram convertidos em con-
centragdes percentuais de cardenolideos em folha seca, para
comparagdo com dados da literatura.

Na tabela 2 estdo dispostos os resultados obtidos no presen-
te estudo, as concentragdes de plantas européias cultivadas em
estufal®!’, os teores descritos para D. lanata natival® e para
plantas nativas e cultivares'®. A comparagio destes valores néo
indica diferencas acentuadas entre as concentragdes de carde-
nolideos do cultivar experimental do macico do Itatiaia e teo-
res de cultivares europeus e de plantas nativas. Os teores de
lanatosideo C e digoxina foram determinados em conjunto, no
presente trabalho, porque estes séo os cardenolideos de inte-
resse industrial. O teor médio de digoxina, descrito na literatu-
ra para plantas nativas e cultivadas, é bastante baixo (0,005-
0,029%)%°, justificando-se, deste modo, a comparacdo dos teo-
res conjuntos de digoxina e lanatosideo C, no presente estudo,
com as concentragfes de lanatosideo C em D. lanata de ori-
gens diversas (Tabela 2).

A concentragcdo média de lanatosideo C (determinada em
conjunto com digoxina) do cultivar do maci¢o do Itatiaia en-
contra-se dentro da faixa descrita para plantas nativas e proxi-
mas do teor de um cultivar europeu (Tabela 2), indicando a
possibilidade, no estagio atual, de sua utilizagdo para a produ-
¢do industrial de cardenolideos. A melhoria da qualidade do
cultivar deve ser buscada em um estagio posterior, a partir da
multiplicacdo e micropropagacéo de plantas com altos teores,
selecionadas dentro da populacgo avaliada®.

O isolamento destes cardenolideos, em escala industrial,
€ uma tarefa laboriosa, devido ao grande numero de carde-
nolideos existentes nas folhas de D. lanata, e as concentra-
¢Oes reduzidas de lanatosideo C e digoxina. No entanto,
encontra-se descrito um processo de baixo custo para o iso-
lamento de lanatosideo C, cuja aplicagdo seria viavel em
uma produgéo piloto?®.

Em resumo, verificou-se no trabalho relatado que o cultivar
experimental de D. lanata do macico do Itatiaia apresenta uma
concentracdo média de lanatosideo C (em conjunto com
digoxina) comparavel aquelas de plantas nativas e de um cul-
tivar europeu, sendo, portanto, viavel a sua utilizagdo para a
producdo industrial de cardenolideos.
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Tabela 2. Teores médios percentuais de cardenolideos em Digitalis lanata de origens diversas.

Glicosideos  Cultivar Clones® Cultivar'® Cultivar'® Nativas + Plantas

Cardiacos Itatiaia® Cultivadas' Nativas®’
LA 0,105 0,008 0,172 0,110 0,08 - 0,24 0,05 - 0,25
LB 0,029 0,003 0,061 0,033 0,01 - 0,05 0,01 - 0,05
LC* 0,179 0,603 0,222 0,194 0,08 - 0,24 0,10 - 0,30
Gev 0,016 0,019 0,051 0,007 0,02 - 0,06 0,01 - 0,05
oG 0,060 0,011 0,061 0,117 0,001 - 0,003 nr
Gor 0,127 0,054 0,116 0,045 0,02 - 0,12 0,02 - 0,10
Gvdx 0,020 0,022 0,168 0,125 0,02 - 0,10 0,01 - 0,14
Gdf 0,152 0,087 0,094 0,152 0,01 - 0,03 0,01 - 0,15
DV 0,040 0,041 0,058 0,073 0,02 - 0,12 0,02 - 0,12
Dt 0,005 0,006 0,011 nr 0,005 - 0,02 nr

3n = 49, determinadas em triplicata; ®n = 25, determinadas em triplicata. *Calculado em conjunto com digoxina para as plantas
do cultivar experimental e os clones. nr: Valores ndo relatados. LA, lanatosideo A; LB, lanatosideo B; LC, lanatosideo C; Gev,
glicoevatromonosideo; OG, odorobiosideo G; Ggr, glicogitorosideo; Gvdx, glicoverodoxina; Gdf, glicodigifucosideo; DV, digi-

talinum verum; Dt, digitoxina.

PARTE EXPERIMENTAL

CondicBes de cultivo da Digitalis lanata no maci¢o do
Itatiaia. A multiplicagdo da D. lanata no cultivar experimental
do macigo do Itatiaia vem sendo feita pelo sistema de semeadu-
ra em estufas (viveiros), usando bandejas Plantmax contendo
substrato estéril (matéria organica e vermiculita). O transplante
das mudas para o campo ocorre quando as plantas tém de 6 a 8
folhas. A distancia entre as plantas no campo € de 25 a 30 cm.
Apbs o transplante das mudas para o campo, as plantas sdo
cultivadas sem nenhum processo de irrigagdo ou adubagéo.

Condicdes de cultivo dos clones de Digitalis lanata. Os clones
foram cultivados em estufa na Universidade de Tubingen, Ale-
manha, com fotoperiodo de 16 horas, e temperaturas diurnas de
20°C e noturnas de 15°C.

Coleta e secagem do material vegetal utilizado nas anali-
ses. Quarenta e nove (49) espécimens de D. lanata do cultivar
experimental e vinte e cinco clones (25) foram selecionados ao
acaso. As plantas foram amostradas no periodo anterior a
florag8o, com 12 meses de idade. Cerca de 20 (vinte) folhas da
porcdo intermediaria da roseta foram coletadas para andlise.
Apébs a coleta, as folhas foram lavadas em &gua e secas em
estufa a 40°C, durante 72 horas. Em seguida, as folhas foram
pulverizadas em moinho de facas e o p6 obtido foi submetido
a extracdo para a determinagdo quantitativa dos cardenolideos.

Extracéo dos cardenolideos para determinagdo quantitativa.
A extracdo dos cardenolideos foi feita de acordo com o método
descrito na ref. 14, introduzindo-se algumas modificacGes. Fo-
ram pesados, exatamente, cerca de 300 mg de p6 das folhas
secas de D. lanata, adicionando-se, em seguida, 100uL de uma
solugdo metandlica de B-metildigoxina a 1,00 mg/mL, como
padrdo interno. O material vegetal foi extraido com MeOH 70%
(20,0 mL), sob refluxo, a 80°C, durante 10 minutos. Apds
resfriamento, o extrato foi transferido para um tubo de centrifu-
ga, adicionando-se agua bidestilada (40,0 mL). Em seguida,
adicionou-se solucdo aquosa a 15% de Pb(OAc); (5,0 mL) para
precipitacdo de clorofilas, sendo o0 excesso deste reagente elimi-
nado pela adicdo de solugdo aquosa a 10% de Na,HPO, (5,0
mL). A mistura foi centrifugada a 8.000 r.p.m, durante 10 min.
Uma aliquota do sobrenadante clarificado (10,0 mL) foi filtrada
em coluna de Adsorbex-Polyspher RP-18 (Merck), previamente
condicionada com MeOH (2 mL) e H,O (2 mL). A eluicdo da
coluna foi efetuada sob pressdo reduzida produzida por trompa
de véicuo. Em seguida, a coluna foi lavada com H,O (2 mL),
para eliminacgdo de impurezas polares, e os cardenolideos foram
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eluidos com MeOH (2 mL). O €eluato foi levado a residuo em
bloco de aquecimento (40°C) e, ento, retomado com MeOH
(700 pL). Esta solugéo, apds centrifugacdo a 12.000 r.p.m., du-
rante 10 min, foi empregada nas analises por HPLC. Empregou-
se MeOH LiChroSolv (Merck) em todas as etapas, com excegéo
da extragdo inicial. Cada amostra de D. lanata foi extraida e
analisada em triplicata.

Andlises por HPLC. As andlises foram realizadas em um
cromatografo Hewlett-Packard 1090 série |1 com detetor de diode-
array (Walbronn, Alemanha). Empregou-se uma coluna ODS C-
18 (100 x 2.1 mm d.i.) (Hewlett-Packard, Grom, Alemanha) com
temperatura de 40°C, fluxo de 0,2 mL/min e comprimento de
onda de 220 nm. Um gradiente de H,O (A) e 84% CH3CN (B) foi
empregado para elui¢do: 0-5 min 85% A, 15% B; 5-10 min 80%
A, 20% B; 10-12 min 80% A, 20% B; 12-25 min 73% A, 27% B;
25-35 min 55% A, 45% B; 35-50 min 40% A, 60% B; 50-52 min
5% A, 95% B. Acetonitrila grau LiChroSolv foi obtida da Merck
(Darmstadt, Alemanha); a &gua foi purificada através do sistema
Milli-Q> (Millipore, Eschborn, Alemanha).

Identificacdo dos cardenolideos. Os cardenolideos foram
identificados pela comparagdo dos tempos de retencdo com
aqueles de padrées de cardenolideos e pelos seus espectros no
UV, obtidos no detetor de diode-array.

Padrdes de cardenolideos. Digoxina e lanatosideos A, B e
C foram obtidos da Roth (Karlsruhe, Alemanha); digitalinum
verum, glicogitorosideo, glicodigifucosideo, glicoevatromono-
sideo, odorobiosideo G, glicoverodoxina e digitoxina foram
obtidos da Boehringer (Mannheim, Alemanha). B-metildigoxina
(padréo interno) foi uma doag&o do Prof. Kreis, da Universida-
de de Erlangen, Alemanha.

Andlise estatistica. A andlise de variancia entre os dois gru-
pos de plantas (teste t) foi realizada em computador, empregan-
do-se o programa SigmaPlot, versdo 4.02 (Jandel Co., EUA).
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