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RESUMEN

Achillea millefolium L. (Asteraceae) comunmente conocida como
milenrama, es una de las plantas medicinales mas consumidas en México. La
monografia farmacopéica actual de la droga cruda de la planta que se cultiva en
México es una copia de la publicada en la Farmacopea Europea. Sin embargo, no
hay evidencias de que las pruebas alli indicadas sean las apropiadas para el
analisis de la calidad de la planta que se cultiva en México. Por lo tanto, el
presente trabajo, tras comprobar que las pruebas descritas en la monografia
actual no son las mejores, pretende desarrollar las pruebas de identidad y

composicién para la especie de A. millefolium que crece en nuestro pais.

En primer lugar, se analizaron los componentes volatiles de A. millefolium,
encontrandose que, en contraste con las plantas cultivadas alrededor del mundo,
el aceite esencial de las plantas adquiridas comercialmente en los mercados de la
Ciudad de México tiene elevados contenidos de a-tujona (39), un compuesto
neurotoxico. Este resultado permitira orientar a las autoridades sanitarias sobre el
riesgo del consumo de esta planta. Posteriormente se analizé la infusion de las
partes aéreas de la planta y las fracciones organicas resultantes del reparto de
ésta, con el proposito de establecer la naturaleza de sus principales
constituyentes. Este estudio permiti6 demostrar la presencia de metoxiflavonas y
lactonas sesquiterpénicas en la misma. Las lactonas se caracterizaron como
leucodina (26), aquilina (22) y matricarina (31); en tanto las flavonas como la 5-
hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17), la artemetina (18) y la casticina (12). La
poca complejidad de la fraccion de diclorometano obtenida por reparto de la
infusion, el rendimiento de ésta y su facil preparacion permitieron sugerirla como
matriz de trabajo para los ensayos de identidad y composicion de la planta. El
perfil cromatografico generado por CLUE y CCD de esta fraccion indico la
presencia de leucodina (26), aquilina (22) y matricarina (31), como compuestos
mayoritarios. Estos compuestos representan marcadores apropiados para las
pruebas de identidad y composicién de la planta. A continuacién, se validé un

método analitico para la cuantificacién de leucodina (26) en la matriz de trabajo. El

IX



método propuesto fue selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de

concentraciones evaluadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen pruebas de identidad
quimica y composicion para el control de calidad de la droga cruda de A.
millefolium, informacién que sera de utilidad para la actualizacién de la monografia

de esta planta en la 32 edicién de la FHEUM.



ABSTRACT

Achillea millefolium L. (Asteraceae), commonly known as milenrama, is
nowadays a widely consumed medicinal plant in Mexico. The monograph currently
used for quality control of the crude drug of milenrama and its essential oil are not
suitable for the plant grown in Mexico. Thus, there is need to develop suitable

procedure for quality control of milenrama.

In this work, some identity tests are proposed for the crude drug which
were performed with different techniques: thin layer chromatography (TLC), and
using ultra performance liquid chromatography (UPLC). The working matrix
selected was the organic fraction obtained by partitioning the infusion with CH2Cl-.
This fraction contained methoxyflavones and sesquiterpene lactones. The major
compounds were the three lactones. The lactones were characterized as leucodin
(26), achillin (22) and matricarin (31), while the flavones as 5- hydroxy 3,4°,6,7 -

methoxyflavone (17), artemetin (18) and casticin (12).

In addition the volatile profile using GCMS analyses of the essential olil
obtained by hydrodestilation and the material extracted using solid phase
microextraction (SPME). The analyses revealed a high content of o-tujone, a
neurotoxic compound. This finding will allow health authorities advise the

population about the risk of consuming this plant.

For the composition test, the UPLC chromatographic profile of the CH2Cl2
fraction of the infusion was selected; the chromatographic profile of the reference
sample revealed the presence of the lactones 22, 26 and 31. The method was
validated to quantify the content of leucodin (26) in all samples; the method was

selective, lineal, exact and precise in the range of concentrations evaluated.

The information generated in this work will be useful for updating the
monograph of this species in the 3rd edition of the Mexican Herbal

Pharmacopoeia.

Xl



1. ANTECEDENTES

1.1Generalidades sobre Achillea millefolium L.

1.1.2 Aspectos botanicos y distribucién geografica

El género Achillea es uno de los mas grandes de la familia Asteraceae con
mas de 130 especies distribuidas alrededor del mundo, las cuales son endémicas
de algunas regiones del hemisferio norte (Xiao-Tang et al., 2006;
Mohammadhosseini et al 2017). El género se denomind Achillea por Aquiles,
héroe de la guerra de Troya que utilizd Achillea millefolium L. para detener el

sangrado de las heridas de sus soldados.

La especie mas conocida de este género es A. millefolium que agrupa a
uno de los complejos vegetales poliploides mas diversos del hemisferio norte
(Chandler et al., 1982; RaduSiene & Gudaityte, 2005). El analisis de la complejidad
de este grupo es el resultado de multiples procesos de hibridizacidén y evolucion en
distintos habitats. El analisis de marcadores genéticos de tipo polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP por sus siglas en inglés) ha permitido
identificar la variabilidad genética de este grupo (Ali et al., 2017). En Europa se
reconocen tres subespecies: A. millefolium subsp. millefolium (posee flores
blancas pequefias), A. millefolium subsp. alpestris, con flores rosas y, A.
millefolium subsp. ceretanum con flores blancas grandes (Applequist y Moerman,
2011). De acuerdo con el analisis de los marcadores AFLP, la especie americana
esta relacionada con A. asiatica Serg, sin embargo, no hay estudios concluyentes
acerca de la especie que crece en América del Norte (Guo et al., 2012). Las
poblaciones que crecen en México posiblemente son nativas (Calderon &
Rzedowski, 2001).

Achillea millefolium es una planta herbacea perenne, aromatica y de sabor
amargo; llega a medir hasta 1 m de alto. Sus hojas son alternas, lanceoladas, de
hasta 20 cm de largo, bi a tripinnatisectas en segmentos finos con pinnas, hasta
35 0 mas pares. Sus hojas parecen plumas y estan tan finamente divididas que

parecen tener mil, por esta razon el epiteto especifico es millefolium. Asimismo,
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dos de sus nombres comunes, milenrama y mil hierbas, derivan de estas
caracteristicas de la planta. Las flores estan en cabezuelas, agrupadas en
paniculas corimbiformes; densas, con pedunculos de hasta 5 mm de largo; son
liguladas, con corolas por lo general blancas de 2 a 3 mm de largo; las flores del
disco tienen corolas blancas y miden de 2 a 3 cm de largo. Su aquenio es oblongo
a obovado, comprimido y mide aproximadamente 2 mm de largo (Calderon &
Rzedowski, 2001) (Figura 1).

Achillea millefolium se conoce alrededor del mundo con numerosos nombres. Asi
en los paises de habla inglesa se le llama popularmente “yarrow” (Chandler et al.,
1982 y referencias ahi citadas). En México se le conoce como milenrama, ciento
en rama, alcanfor (37), plumaijillo, cola de zorra, flor de meldn, gordolobo,
melones, plumasilla, plumilla, plumerillo, real de oro, tlaliztahyac (nahuatl: tierra

blanquecina), tlalquequetza, entre otros (Hernandez,1943; Argueta, 1994).

La especie milenrama habita en lugares ubicados entre los 260 hasta 3700
m sobre el nivel del mar, en climas calido, semicalido, semiseco y templado
(Argueta, 1994). Crece a menudo en pastizales y bosques abiertos. En México se
le encuentra en los estados de Baja California Norte, Chiapas, Chihuahua,
Coahuila, CDMXNH, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Villasefior y
Espinosa, 1998) (Figura 2). La planta comunmente florece durante los meses de
mayo a junio y su crecimiento activo es en la primavera (Ali et al., 2017; Calderdn
& Rzedowski, 2001).

1.1.3 Aspectos etnobotanicos

Los registros escritos mas antiguos del uso medicinal de A. millefolium
aparecen en las obras Naturalis Historia de Plinio el viejo publicado en el afo 77 vy,
De Materia Medica del médico y boticario Griego Dioscérides (Ali et al., 2017).

Este ultimo, consigna los siguientes usos: antihemorragico en casos de heridas y
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sangrado menstrual anormal, antiinflamatorio, y para combatir la disenteria
(Applequist & Moerman, 2011). A lo largo de la historia son muchas las culturas
que han utilizado esta planta con propositos medicinales; muchos de los usos
clasicos persisten hasta nuestros dias; una recopilacion de los usos histéricos fue

publicada recientemente (Ali et al, 2017).

Figura 1. Achillea millefolium L. Imagen editada de Flora von Deutschland
Osterreich und der Schweiz, 1885.



Figura 2. Distribucion de Achillea millefolium L en México. (Tomado de Global
Biodiversity Information Facility).

Una gran variedad de preparaciones (infusiones, decocciones, extractos
hidroalcoholicos) de las flores y partes aéreas de A. millefolium han sido utilizadas
para aliviar casi cualquier dolencia (Applequist & Moerman, 2011). Los usos
globales mas importantes incluyen el tratamiento de: dolores de cabeza,
desordenes hepatobiliares, inflamaciones de la piel, quemaduras, calambres
estomacales, flatulencias, gastritis, enteritis, hemorragias internas y externas (tos
con sangre, hemorragia nasal, uterina y hemorroidal y dismenorrea), heridas,
llagas, erupciones cutaneas, mordeduras de perro y serpiente, pérdida de apetito,
dolores de dientes, diarrea, fiebre, complicaciones reumaticas, venas varicosas,
hemorroides, tuberculosis, diabetes, hipercolesterolemia, ansiedad, problemas
urinarios, dispepsia, erupciones cutaneas, y problemas relacionados con la
menopausia, por mencionar los mas importantes (Miraldi et al., 2001; Allen &
Hatfield, 2004; Sharma et al., 2004 Bussmann et al., 2007, Baggio et al., 2008;
Pires et al., 2009; Applequist & Moerman, 2011).

En el caso de México, el registro mas antiguo acerca del uso medicinal de
la milenrama se remonta al siglo XVI cuando Martin de la Cruz y Juan Badiano
(Figura 3) la refieren como util para el tratamiento de condilomas, sarna y
manchas en la cara. Para los condilomas se debia beber el jugo obtenido al moler

la planta con agua caliente. Contra la sarna y manchas en la cara, se machacaba
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esta planta junto con las hierbas acuahuitl y ehecapahtli en “agua de sabor agrio”
con excremento de paloma. Posteriormente, fray Bernardino de Sahagun en el
Cddice Florentino describe su uso para los dolores de pecho y espalda, la tos, el
altito y las bubas (granos). En el Atlas de Medicina Tradicional publicado por el
Instituto Nacional Indigenista se indica textualmente que en el siglo XVI Francisco
Hernandez en su Historia de las Plantas de la Nueva Espafia describe a la planta
como amarga, caliente en segundo grado y util para combatir el dolor de pecho y
demas enfermedades de éste. Vicente Cervantes en el siglo XVIII narra su
aplicacién para tratar colicos, casos de atonia nerviosa, leucorreas rebeldes, e
hipocondria. José Eleuterio Gonzalez en el siglo XIX describié sus usos para la
hipocondria, hemorroides, expectoracion con sangre, heridas y como astringente y

vulnerario.

Figura 3. llustracion de Achillea millefolium (Editado de An Aztec Herbal: The
Classic Codex of 1552. Gates, 1939)

En la Farmacopea Mexicana publicada por la Academia Farmacéutica de
México en 1846 la milenrama se sefiala como ténico y difusivo. En la Nueva

Farmacopea Mexicana publicada en 1876 por la Sociedad Farmacéutica
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Mexicana, la refieren como astringente y tonico amargo poco usado. En ambas

farmacopeas se enlistan varias preparaciones que contienen esta planta.

En el siglo XX Maximino Martinez, en su obra Las plantas medicinales de
México, refiere los mismos usos que describié Cervantes y los indicados en las
Farmacopeas Mexicanas del siglo XIX. Monroy Ortiz y Castillo- Espaia en el siglo
XXI describen que la coccion de la planta se da a beber a las parturientas cuando
los bebés no pueden nacer. En combinacion con Gentiana spathacea se usa para
tratar parasitosis en nifios (albrecia). Andrade-Cetto y Henrich (2005) indican que
la planta es efectiva contra la diabetes. En la Tabla 1 se mencionan otros usos
medicinales de milenrama citados en estudios etnobotanicos recientes realizados

en nuestro pais.

Tabla 1. Usos tradicionales de Achillea millefolium en México

Parte Preparacion Estados
Padecimientos Pa L donde la Referencia
usada /administracion -
utilizan
Infusion en
combinacion con ruda
Partes (Ruta chalepensis),
Dolor de estébmago areas limén agrio (Citrus Querétaro  (Nava et al., 2001)
aurantifolia) y nuez
moscada (Myristica
fragans)
. . Decoccidn, ; (Andrade-cetto,
Dolor de oidos Hojas macerado/tépica Hidalgo 2009)
Do_Ior de es’tor_nago, Partes . San Luis (Alonso-castro
diarrea, vomito e ) Infusién/oral .
i aéreas Potosi etal., 2012)
infarto
Varices,
hemorroides,
hemorragias
internas, problemas  Partes . (SEMARNAT,
. . Infusion -
de piel, como areas 2010)
antiinflamatorio y
para activar la
circulacién
Varices,
hemorroides, Decoccion y (Mendoza Castelan
) Partes ” . .
hemorragias areas maceracion alcohdlica/ - & Lugo Pérez,

uterinas, problemas
de piel

Oral, cutaneo y bafos

2010)




De acuerdo con Barceloux, Becker y colaboradores y a un informe sobre la
evalucion de la seguridad del extracto de milenrama publicado en 2001, A.
millefolium es constituyente de algunas bebidas, cervezas, productos para el
cuidado del cabello, lociones para la piel y cosméticos; en 1998, se informd a la
FDA que el extracto de propilenglicol de milenrama fue utilizado en 65

formulaciones cosméticas. También se utiliza como alimento

1.1.4 Actividades farmacoldgicas y ensayos clinicos

Numerosos estudios cientificos realizados sobre A. millefolium han
permitido demostrar que algunos de sus preparados poseen varias propiedades
farmacoldgicas, algunas de las cuales correlacionan con las bondades
medicinales que se le atribuyen a la planta alrrededor del mundo. Las actividades
biolégicas comprobadas se resumen en la Figura 4. En México se han reportado
tres estudios sobre la planta. El primero describe el efecto potencial ansiolitico de
la decoccién de las flores de A. millefolium en ratas hembras durante las fases del
ciclo estral (Molina-Hernandez et al., 2004), mientras que los dos restantes
reportan el efecto inhibidor de las a-glucosidasas y antidiabético del extracto
hidroalcohdlico de las partes aéreas de esta planta, respectivamente (Chavez-
Silva et al., 2018; Ramirez et al., 2012).

1.1.5 Seguridad y toxicologia

El contacto directo con el material vegetal de A. millefolium o con sus
preparados puede causar reacciones de hipersensibilidad en la piel; como
dermatitis, erupcion cutanea, formacion de vesiculas y prurito en individuos
sensibles (WHO, 2006). La causa de la dermatitis en algunas personas se debe a
la presencia de ciertas lactonas sesquiterpénicas de tipo guaiandlidas,

especialmente la a-peroxiachifolida (28), la cual se encuentra en el material



vegetal fresco en concentraciones variables; cerca del 0.6% en flores y 0.05% en
hojas (Hausen et al., 1991; Becker et al., 2016).

Los riesgos para la salud debido al uso a largo plazo de los preparados de
A. millefolium no estan bien establecidos. Sin embargo, se han reportado algunos
efectos toxicos en experimentos in vitro e in vivo (Ali et al., 2017). De tal forma,
que el extracto acuoso de Achillea millefolium mostré una alta toxicidad para
Artemia salina, con una dosis letal media (CLso) de 34 pg/mL en (Bussmann et al.,
2011). Mientras que De Santanna y colaboradores en el 2009 reportaron que el
aceite esencial de esta planta tiene un efecto genotéxico en una cepa diploide
heterocigoética de Aspergillus nidulans a las concentraciones de 0.13, 0.19 y 0.25
pI/mL. De igual forma, en 1996 se reportd un efecto débilmente genotdxico del
extracto acuoso de A. millefolium evaluado mediante un ensayo de mutacion y

recombinacién somatica en larvas de Drosophila melanogaster (Graft et al., 1996).



Figura 4. Actividades bioldgicas comprobadas de Achillea millefolium.



1.1.6 Composicion quimica de Achillea millefolium

Desde el siglo XIX se han realizado estudios quimicos sobre la droga cruda
de A. millefolium. De tal forma que a la fecha se han identificado mas de 100
constituyentes quimicos, incluyendo 23 compuestos aromaticos simples, 37
flavonoides y 45 terpenoides. En la Tabla 2 se muestran ejemplos selectos de los
diferentes tipos de compuestos aislados de A. millefolium. Del grupo de los
terpenoides, las lactonas sesquiterpénicas son consideradas como los marcadores
quimiotaxonémicos de la especie (Ali etal., 2017; Chavez-Silva et al., 2018).
Aquilina (22) y leucodina (26) fueron las primeras lactonas de tipo guiandlidas

reportadas en esta planta (Romo de Vivar y Olmos, 1968).

También se ha constatado que la planta es rica en un aceite esencial
constituido principalmente por monoterpenoides los cuales constituyen el 90% de
la esencia en relacién con los sesquiterpenoides. La composicion quimica de la
esencia (Tabla 3; Figura 5) de diferentes regiones ha sido estudiada vy
consistentemente los volatiles caracteristicos son el 1,8-cineol (36), alcanfor (37),
sabineno (46), a-pineno (42) y B-pineno (43) (Becker et al., 2016). También se ha
comprobado que la composicion del aceite varia por diversos factores
relacionados con la distribucion geografica, tipo de suelo donde crece, la altitud,
temperatura, relacion de humedad y hasta el grado de radiacion; también se ha
encontrado que la composicion de la esencia cambia en funcion del numero de
cromosomas presentes en la planta (Ali et al., 2017); asi el aceite esencial de una
planta diploide contiene camazuleno (51) (hasta 25%) y otros constituyentes
mayoritarios como el B-pineno (43) (23%), a-pineno (42) (5%) y cariofileno (45)
(10-22%). Mientras que una planta hexaploide no tiene azulenos y contiene
aproximadamente 50% de mono y sesquiterpenoides, muchos de ellos oxidados,
como el alcanfor (37) (18%), sabineno (46) (12%), 1,8-cineol (36) (10%) y B-pineno
(43) (9%) (WHO, 2005). En relacion con la variacion geogréfica, el aceite de
regiones europeas contiene a-tujona hasta en un 26 % (Orav, et al., 2006); el
aceite de Chile tiene un alto contenido de B-tujona (40) pero el de a-tujona (39) es

muy bajo (Tampe et al., 2015).
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El rendimiento del aceite esencial obtenido por hidrodestilacién de las
partes aéreas de A. millefolium oscila entre 0.2y 1.0 % (WHO, 2005).
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austricina (21)

matricarina (31)

Tabla 2. Continuacion.

Terpenoides
(sesquiterpenlactonas)
Guaiandlidas Pseudoguaianolidas
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aquilina (22) oxo-aquilicina (23)
i
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desacetilmatricarina (27) a-peroxiachifolida (28)

8-acetoxi-artabsina (32) aquilicina (33) iso paulitina (34)

Germacrandlidas

sistenina (25)

milefina (30)

dihidropartenolida (35)
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Tabla 3. Variacion de compuestos volatiles del aceite esencial de Achillea
millefolium

Porcentaje relativo de cada compuesto (%)

S S - Q S S ] oy o — ?c

T & T S & & 3 & ® & =

> o~ \." QO —~ - \" - 9 o - o~ - — o~

Compuestos oS s c 2 § 3 L 5 a S g © = E ©

E & ©W& ® ©B °© =¥ B g] ® 3K

S 2 & ® = £ TE 32 ® o B

S & O € N T X< 2 = S Q

o » - < T 2 S > ¢
1,8-cineol (36) 87 115 246 3.1 22 13.0 - 10.1 0.4 12.3 7.7
alcanfor (37) 16 284 16.7 - 21 - 01 116 - 19.2 -
borneol (38) 6.2 29 4.0 19 76 124 14 - - 15.1 3.5
a-tujona (39) 04 041 R R 06 1.0 - . 1.2 2.0 -
B-tujona (40) 0.1 - - - - - - - 9.2 05 -
p-cimeno (41) 11 05 - 02 16 1.1 - - 0.4 - 10.6
a-pineno (42) 06 07 24 05 13 63 - 1.2 - - 3.1
B-pineno (43) 2.1 0.5 4.2 7 53 65 0.1 24 - - 1.6
cariofileno (44) 21 11 04 44 26 23 25 18 - - -
germacreno D(45) 24 115 R R - 1.4 06 27 - - 0.4
sabineno (46) 1.3 20 2.8 197 12 175 - . . - 1.2
terpinen-4-ol (47) 3.1 1.9 2.8 52 29 62 12 37 3.2 1.7
a-terpineno (48) 5.9 0.5 - 2.8 - - - 0.1 - 2.3
canfeno (49) - 1.2 24 0.2 06 20 - R - - 2.5
pulegona (50) - 4.4 - - - - - - -
camazuleno (51) - - - 421 - 5.2 44 - - - -
acetato de bornilo - - - - 8 73 01 - 3.9 8.5
(52)
oxido de - - 3.8 - - - - - - - -
bisabolol(53)
a-terpineol (54) - - - 0.8 - - - - - 5.1 -
piperitona (55) - - - - - - - - 0.9 - 12.8
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Figura 5. Compuestos identificados en distintos aceites esenciales de Achillea

millefolium.

1.2 Control de calidad de plantas medicinales

En la actualidad, los productos herbolarios se comercializan bajo

diferentes formas de dosificacién (tabletas, capsulas, polvos, extractos) o bien

como drogas frescas o crudas. El aumento en el uso de estos productos ha

propiciado su adulteracién o sustitucion (Kunle, 2012; Srivastava, 2018). En

este escenario, el control de calidad de las drogas vegetales y de los

medicamentos a base de hierbas es importante y cuestion esencial a
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considerar para asegurar su eficacia terapéutica y seguridad (Bandaranayake,
2006).

Las farmacopeas son los textos oficiales que contienen las
especificaciones de calidad para principios activos, drogas vegetales,
productos a base de hierbas (Kn & Council, 2016; OMS, 2013). Asi, una
farmacopea herbolaria establece los métodos de analisis y especificaciones
técnicas (descritos en monografias) que deberan cumplir las drogas y sus
derivados destinados a la elaboraciéon de medicamentos y remedios herbolarios
(FHEUM, 2013).

En términos generales, el control de calidad de las plantas medicinales
debe contestar tres preguntas fundamentales: ¢ Es la hierba la que debe ser?
¢, Contiene contaminantes, por ejemplo, algun material vegetal que no deberia
estar presente? y, ¢ El contenido de los componentes activos esta dentro de los
limites definidos? Para responder estas preguntas, entonces es necesario
establecer sus parametros de identidad, pureza, y composicion,

respectivamente (Bandaranayake, 2006; Kunle, 2012).

Las pruebas de pureza deben garantizar que la droga se encuentre libre
de contaminantes (metales pesados, aflatoxinas, radiactividad, residuos de
pesticidas, material vegetal extrafio, mohos, insectos, y otros residuos
quimicos) (Bandaranayake, 2006; OMS, 2011; Ahmad et al.,2014).

El propdsito de los ensayos de identidad es garantizar la autenticidad del
material vegetal. Para este fin, existen las pruebas de identidad botanicas,
quimicas y genéticas. Las primeras, se realizan a nivel macroscépico (un
comparativo confiable suele hacerse con las muestras de referencias
depositados en los herbarios) y microscépico. Las pruebas de identidad
quimica se llevan a cabo empleando reacciones colorimétricas, procedimientos
espectroscopicos (UV e IR) y analisis cromatograficos (CL, CLAE, CLUE, CCF,
CG) mediante la generacién de perfiles cromatograficos (huellas dactilares) que
hacen una representacion integral de los diversos componentes quimicos de
las hierbas medicinales o bien mediante la deteccion de compuestos
marcadores (Kunle, 2012; OMS 2017; Liang et al., 2004).
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Finalmente, las pruebas de composicién consisten en aplicar métodos
analiticos validados para cuantificar los compuestos relacionados o no
(marcadores) con la actividad farmacolégica. Los compuestos marcadores se
definen como productos quimicamente definidos que son de interés analitico,

independientemente de si tienen alguna actividad terapéutica (Kunle, 2012).

1.2.1 Control de calidad de Achillea millefolium

Debido al amplio uso medicinal de esta especie a nivel global, los
parametros de control de calidad de la droga cruda de A. millefolium y su aceite
esencial se encuentran incluidos en varias monografias oficiales, incluyendo
aquellas de las Farmacopeas Europea, Espafiola, Alemana, Francesa, Suiza,
India, y Mexicana, entre otras (Feizpour et al., 2013). También los criterios de
calidad de la droga cruda y aceite esencial estan plasmados en monografias no
oficiales como Farmacopea Herbolaria Americana (AHP por sus siglas en

inglés) y en las monografias de la OMS, volumen 4.

De acuerdo con las monografias de la Farmacopea Europea y las otras
mencionadas, las sumidades floridas de A. millefolium deben contener al
menos 0.2% de aceite esencial y no menos de 0.02% de camazuleno (51). El
ensayo de identidad consiste en detectar la presencia de cineol (36) en la
droga cruda por cromatografia en capa fina (CCF). Mientras que la prueba de
composicion esta dirigida a la cuantificacidon de camazuleno (51) en la esencia
mediante un método espectrofotométrico (FHEUM,2013; EP, 2017). La
monografia publicada en la segunda edicidon de la Farmacopea Herbolaria de
México es una fiel copia de la publicada en la Farmacopea Espafola. Sin
embargo, se han descrito esencias que no contienen cineol (36) (Raal et al.,
2012), y muchas mas que no contienen camazuleno (51) (ver Tabla 3). Por
estas razones es necesario establecer las pruebas de identidad y composicion
idéneas para la planta que se cultiva en México.
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2. JUSTIFICACION

El aumento en el uso de productos a base de plantas medicinales ha
dado lugar a diversas formas de abuso y adulteraciones. Razo6n por la cual,
garantizar la seguridad, la calidad y eficacia del material vegetal y de los
productos herbolarios se ha convertido en una prioridad para las autoridades
sanitarias alrededor del mundo (OMS, 2013). Las especificaciones que deben
tener estos recursos en cuanto a calidad se encuentran especificados en
documentos no oficiales y oficiales como las Farmacopeas. En nuestro pais,
estas especificaciones se indican en la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos que a la fecha cuenta con dos ediciones que incluyen las

monografias de plantas introducidas y algunas autéctonas (FHEUM, 2013).

Las monografias de algunas especies introducidas o de consumo
mundial son una copia de las publicadas en las Farmacopeas Espafiola y
Europea, como es el caso de la de A. millefolium, una planta medicinal muy
comercializada a nivel global. A la fecha no se ha comprobado si la monografia
de las Farmacopeas antes mencionadas es adecuada para la especie que se

cultiva y comercializa en México.

Entonces, el presente trabajo de tesis pretende comprobar si la
monografia de la especie A. millefolium presente en la segunda edicion de la
FHEUM es apropiada para la especie mexicana, y en caso negativo, generar la
informacion cientifica necesaria para establecer los parametros de calidad de la
especie con el propésito de sustituir la monografia publicada en ediciones
anteriores de la FHEUM. EI trabajo forma parte de un estudio sistematico
encaminado a la generacién de parametros de calidad, eficacia y seguridad de
especies de amplio uso en las practicas fitoterapicas de México a fin de

garantizar el uso racional de las mismas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer las pruebas de identidad quimica y composicion de la droga

cruda de A. millefolium comercializada en México con la finalidad de generar

parte de la informacién cientifica necesaria para la actualizaciéon de la

monografia de la droga cruda en la tercera edicibn de la Farmacopea

Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos.

3.2 Objetivos especificos

Para el cumplimiento del objetivo principal, se establecieron los siguientes

objetivos especificos:

Obtener el perfil cromatografico del aceite esencial mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) y
cromatografia en capa delgada (CCD).

Desarrollar una nueva estrategia experimental para la preparaciéon de
muestra (matriz de trabajo) mas sencilla que la descrita en la FHEUM 22
Edicion.

Identificar los constituyentes presentes en la fraccion de CH2Cl2 de la
infusion mediante un estudio fitoquimico convencional a fin de generar
su perfil cromatografico mediante la aplicacion de distintas técnicas
cromatograficas incluyendo la cromatografia en capa delgada (CCD) y
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acopada a un detecto de
arreglo de diodos (CLUE-PDA).

Desarrollar y validar un método analitico por (CLUE-PDA) que permita la

cuantificacion del compuesto marcador de la droga cruda.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Material vegetal.

El material vegetal de Achillea millefolium L. se adquirié6 comercialmente
en el mercado de “La Bola” alcaldia Coyoacan, Ciudad de México, en abril de
2017, junio 2018 y agosto 2018 (lotes 1-3, respectivamente). La identificacidon
botanica de la especie la realizo el M. en C. Rafael Torres Colin (No. de
referencia 1468650) [Herbario Nacional de Meéxico (MEXU), Instituto de
Biologia, UNAM]. Un cuarto lote de A. millefolium, fue una donacién
proveniente de la comunidad de Tres Marias, Huitzilac, Estado de Morelos, en
el mes de julio de 2018 (lote 4, No. de referencia 34332) [Herbario (HUMO) del
Centro de Investigacién en Biodiversidad y Conservacion de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos (CIBIS)].

Las partes aéreas de todos los lotes adquiridos fueron desecadas al aire libre y
a temperatura ambiente durante 20 dias; transcurrido este tiempo, el material
vegetal seco se pulverizd en un molino de cuchillas Thomas Wiley Model 4
(Laboratory Mill, Thomas Scientific, USA).

4.2 Preparacion de la muestra

Los extractos acuosos se prepararon mediante la técnica de infusion a
partir de 5 g del material vegetal seco y molido en 250 mL de agua destilada a
ebullicion (78-84°C) durante 30 min. Al finalizar el tiempo de la extraccion, el
infuso resultante se filtrd y se sometioé a sucesivas particiones con CH2Cl2 (3 x
100 mL). La fraccién de CH2Cl2 se seco sobre Na2SO4 anhidro y se concentro a

sequedad.
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4.3 Estudio quimico.

4.3.1 Aislamiento de los metabolitos secundarios presentes en la fraccion
de CH2Cl-.

Para el aislamiento y la purificacién de los metabolitos secundarios de A.

millefolium se utilizé el lote 1.

El procedimiento descrito en el inciso 4.2 se repitié tantas veces fue
necesario hasta obtener 2.29 gr de dicha fraccion. Esta fraccién, fue sometida a
un fraccionamiento utilizando cromatografia en columna abierta (CCA) sobre
gel de silice (298.5 gr; Kieselgel 60 Merck, tamano de particula 0.063-0.200
um, malla de 70-230 mm ASTM, NJ, EE. UU.), y como fase mévil mezclas en
orden creciente de polaridad de Hex-AcOEt [100:0->0:100]. Se colectaron
eluatos de 50 mL, los cuales fueron reunidos con base en su similitud

cromatografica en un conjunto de 22 fracciones secundarias (A1-A22).

A partir de las fracciones A1o, A11 y A13 [Hex-AcOEt (86:14)] cristalizaron
de manera espontanea tres sélidos, que al ser recristalizados con la mezcla de
Hex-CH2Cl2  (99.5:0.5) permitieron el aislamiento de tres lactonas
sesquiterpénicas de tipo guaiandlida identificadas como la aquilina (22; 48.8

mgq), la leucodina (26; 64 mg) y la matricarina (31; 135 mg), respectivamente.

Leucodina (26): Sélido vitreo; p.f. 200-202°C. [M + HJ* (m/z) 247.13. IR
(FTIR) vmax 2943, 1769, 1680, 1635, 1615, 1178 cm™. 'H RMN (600 MHz,
CDCls) 81 (ppm): 6.16 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-3), 3.62 (1H, t, J = 10.0 Hz, H-6),
341 (1H, d, J = 10.1 Hz, H-5), 2.43 (1H, m, H-9a), 2.33 (1H, m, H-9p), 2.29
(3H, s, H-15), 2.25 (1H, dq, J = 13.6, 7.0 Hz, H-11), 1.99 (1H, m, H-8a), 1.95
(1H, ddd, J = 12.7, 9.8, 3.1 Hz, H-7), 1.35 (1H, q, J = 13.4, 13.0 Hz, H-88), 1.26
(3H, d, J = 6.9 Hz, H-13). 3C RMN (150 MHz, CDCls) 8c (ppm): 195.9 (C-2),
177.6 (C-12), 170. (C-4), 152.1 (C-10), 135.6 (C-3), 131.9 (C-1), 84.2 (C-6),
56.4 (C-7), 52.6 (C-5), 41.1 (C-11), 37.6 (C-9), 26.0 (C-8), 21.6 (C-14), 19.8 (C-
15), 12.3 (C-13).

Aquilina (22): Sdlido vitreo; p.f. 135-137°C. [M + H]* (m/z) 247.13. IR
(FTIR) vmax: 2933, 1771, 1679, 1634, 1617 cm™. "H RMN (600 MHz, CDCl3) &+
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(ppm): 6.16 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-3), 6.16 (1H t, J = 10.3 Hz, H-6), 3.42 (1H, d,
J = 10.1 Hz, H-5), 2.70 (1H, g, J = 7.5 Hz, H-11), 2.47 (1H, m, H-7), 2.44 (1H,
m, H-9a), 2.43 (s, 3H, H-14), 2.32 (2H, ddd, J = 14.5, 6.4, 1.7 Hz, H-9p), 2.29
(3H, s, H-15), 1.86 (1H, ddt, J = 13.7, 5.1, 2.2 Hz, H-8a), 1.42 (1H, q, J = 12.7
Hz, H-8B), 1.14 (3H, d, J = 7.4 Hz, H-13). 13C RMN (150 MHz, CDCls) &c (ppm):
195.9 (C-2), 178.5 (C-12), 170.1 (C-4), 152.2 (C-10), 135.5 (C-3), 131.8 (C-1),
83.5 (C-6), 53.0 (C-5), 52.0 (C-7), 39.4 (C-11), 37.6 (C-9), 23.6 (C-8), 21.6 (C-
14), 19.8 (C-15), 10.0 (C-13).

Matricarina (31): Sdlido vitreo; p.f. 193-195°C. [M + H]* (m/z) 305.12. IR
(FTIR) vmax: 2951, 1784, 1741, 1681, 1635, 1617, 1217 cm™. '"H RMN (600
MHz, CDCI3) &+ (ppm): 6.19 (1H, q, J = 1.3 Hz, H-3), 4.84 (1H, td, J = 10.6, 2.0
Hz, H-8p3), 3.72 (1H, t, J = 10.1 Hz, H-6), 3.40 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-5), 2.72
(1H, dd, J = 13.6, 10.8 Hz, H-9a), 2.49 (1H, dq, J = 12.2, 6.9 Hz, H-11), 2.45
(3H, s, H-14), 2.39 (1H, dd, J = 13.7, 2.1 Hz, H-9B), 2.34 (1H, m, H-7), 2.30 (3H,
s, H-15), 2.12 (3H, s, H-17). 3C RMN (150 MHz, CDCI3) &c (ppm): 195.1 (C-2),
176.7 (C-12), 169.7 (C-16), 169.5 (C-4), 145.0 (C-10), 135.9 (C-3), 133.2 (C-1),
81.1 (C-6), 70.3 (C-8), 59.1 (C-7), 51.6 (C-5), 44.736 (C-9), 40.7 (C-11), 21.4
(C-17), 21.1 (C-14), 19.9 (C-15), 15.0 (C-13).

4.3.2 Aislamiento de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
organico total.

El extracto organico en mediana escala se prepard por un proceso de
maceracion a partir de material vegetal seco y molido (2 Kg, lote 1) utilizando
una mezcla de CH2Cl2-MeOH (1:1; 15 L) como disolvente de extraccion,
durante 21 dias. Al término del periodo de extraccion, el extracto organico se
separdé del material vegetal por filtracion y se concentr6 a sequedad

obteniéndose 263.8 g de un residuo verde oscuro.

El extracto organico total se sometidé a un fraccionamiento primario (100
g) utilizando una CCA sobre gel de silice (1.656 Kg) y como fase movil un
gradiente de elucion con las mezclas de Hex-AcOEt (100:0 - 55:45). Este

proceso generd un conjunto de siete fracciones primarias (EO1-EO7).
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De las fracciones primarias EOs, EO4 y EOs [Hex-AcOEt (15:85)]
precipitaron 44, 392 y 151 mg de las metoxiflavonas identificadas como la 5-
hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17), la artemetina (18) y la casticina (12), en
conjunto con la leucodina (26) y la matricarina (31). Los datos del aislamiento

de estos compuestos se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Aislamiento de los productos mayoritarios presentes en el extracto

organico
Mezcla de .
Compuesto Fraccion elucion Ca(rrmr’:ld)ad

(Hex-AcOEt) 9

5-hidroxi-3,4’,6,7-
tetrametoxiflavona EOs 90:10 44

(A7)

Leucodina (26) EO4 85:15 266
Matricarina (31) EO4 85:15 105
Artemetina (18) EOs 82:18 392
Casticina (12) EOs 72:28 151

5-hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17): Solido amarillo cristalino; p.f.
171-173°C. [M + H]* (m/z) 359.10. IR (FTIR) vmax: 2917, 1660, 1606, 1460,
1125, 803 cm™'. 'TH RMN (600 MHz, CDCls) 81 (ppm): 12.62 (1H, s, OH), 8.08
(2H, m, H-2'/H-6"), 7.02 (2H, m, H-3'/H-5’), 6.50 (1H, s, H-8), 3.96 (3H, s,
OCHs), 3.92 (3H, s, OCHs3), 3.90 (3H, s, OCHj3), 3.86 (3H, s, OCHs). *C RMN
(150 MHz, CDCI3) 8¢ (ppm): 179.0 (C-4), 161.7 (C-4’), 158.8 (C-7), 156.0 (C-2),
152.8 (C-9), 152.4 (C-5), 138.8 (C-3), 132.3 (C-6), 130.2 (C-2'/C-6’), 122.8 (C-
1), 114.1 (C-3'/C-5"), 106.6 (C-10), 90.3 (C-8), 60.9 (OCHs), 60.2 (OCHs), 56.3
(OCHs), 55.5 (OCHs).

Artemetina (18): Sélido amairillo cristalino; p.f. 160-161°C. [M + H]* (m/z)
389.11. IR (FTIR) vmax: 2932, 1644, 1586, 1508, 1470, 1353, 1262, 801 cm™". 'H
RMN (600 MHz, CDCls) 61 (ppm): 7.73 (1H, dd, J = 8.3, 2.2 Hz, H-6’), 7.69 (1H,
d, J = 2.1 Hz, H-2’), 7.00 (1H, d, J = 8.6, H-5’), 6.51 (1H, s, H-8), 3.98 (6H, s,
OCHs), 3.97 (3H, s, OCHs), 3.93 (3H, s, OCHs), 3.87 (3H, s, OCHjs). *C RMN
(150 MHz, CDCls) &c (ppm): 178.9 (C-4), 158.8 (C-7), 155.9 (C-2), 152.8 (C-5),
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152.3 (C-9), 151.4 (C-4’), 148.8 (C-3), 138.9 (C-3), 132.4 (C-6), 123.0 (C-1"),
122.2 (C-6"), 111.35 (C-3’), 110.9 (C-5'), 106.6 (C-10), 90.4 (C-8), 60.9 (OCHs3),
60.2 (OCH3), 56.4 (OCH3), 56.1 (OCHs), 56.0 (OCHs).

Casticina (12): Solido amarillo cristalino; p.f. 186-187°C. [M + H]* (m/z)
375.10. IR (FT-IR) vmax: 3432, 1654, 1586, 1436, 1361,1265, 1216, 791 cm™.
"H RMN (400 MHz, CDCI3) &+ (ppm): 12.59 (1H, s, OH), 7.73 (1H, dd, J = 8.6,
2.2 Hz, H-6’), 7.68 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2’), 6.97 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5’), 6.50
(1H, s, H-8), 5.73 (1H, s, OH), 3.99 (3H, s, OCHs), 3.96 (3H, s, OCHzs), 3.92
(3H, s, OCH3), 3.87 (3H, s, OCH3s). *C RMN (100 MHz, CDCIs3) &¢ (ppm): 179.0
(C-4), 158.8 (C-7), 155.6 (C-2), 152.7 (C-5), 152.3 (C-9), 148.8 (C-4’), 145.6
(C-3%), 139.0 (C-3), 132.3 (C-6), 123.6 (C-1"), 121.6 (C-6’), 114.3 (C-2’), 110.4
(C-5), 106.6 (C-10), 90.3 (C-8), 60.9 (OCHs3), 60.2 (OCHs), 56.3 (OCH3s), 56.1
(OCHs).

4.3.3 Analisis del aceite esencial por Cromatografia de Gases acoplada a la
Espectrometria de Masas (CG-EM) cromatografia en capa delgada (CCD).

La preparacion del aceite esencial de los lotes 2, 3 y 4 se realizd
mediante la técnica de hidrodestilacion a partir del material vegetal fresco (260
g) y agua destilada (2 L) a una temperatura de 60°C durante 4 horas. Al
término de la extracciéon, la esencia se separé del destilado, mediante un
proceso de particion con diclorometano. La fase organica se seco sobre
Na2SO4 anhidro y se concentré al vacio. Este proceso permitid obtener 1.0 y
1.2 g de un aceite azul intenso (lotes 2 y 3, respectivamente) y 0.8 g de un

aceite azul tenue (lote 4).

Todas las esencias preparadas fueron analizadas en un cromatografo de
gases marca Agilent 6890N acoplado a un espectrometro de masas LECO
tiempo de vuelo (MS-TOF; Agilent Technology, Palo Alto, CA, EE.UU.)
utilizando una columna capilar DB-5 (10 m x 0.18 mm) con un gradiente de
temperatura desde 40°C hasta 300°C (4°C/min; 40 min). El helio (1 mL/min) se
utilizé como gas acarreador. La identificacion de los compuestos volatiles

presentes en las muestras analizadas se llevo a cabo comparando los
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espectros de masas generados con aquellos reportados en la base de datos
del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, por sus siglas en
inglés) y mediante el calculo de los indices de retencion (indice de Kovats, IK)
aplicando la metodologia descrita por Koévats que describe el uso de una serie
homologa de n-alcanos (Cs-C20) inyectada en las mismas condiciones
cromatograficas. La presencia de o-tujona (39) y B-tujona (40) se confirmo
mediante la coelucion de una muestra de referencia (~10% p-tujona y ~70% o-
tujona) disponible comercialmente. Finalmente, la cuantificacion de cada
constituyente se realiz6 midiendo el area bajo la curva de cada pico en el

cromatograma correspondiente.

Adicionalmente, se analizdé el perfil cromatografico de los aceites
esenciales preparados (lotes 2-4) por cromatografia en capa delgada (CCD).
Para ello se utilizdé gel de silice GF254 como soporte, la fase movil fue una
mezcla binaria de Hex-CH2Cl2 (1:1) y aldehido anisico al 10% como agente

revelador.

4.3.4 Analisis de los compuestos volatiles presentes en el material vegetal
(seco y fresco) mediante la técnica de microextracciéon en fase sdlida (HS-
SPME).

El analisis de los compuestos volatiles presentes en las partes aéreas de
A. millefolium se realizd por la técnica de microextraccion en fase sélida (HS-
SPME por sus siglas en inglés) (Hinshaw, 2003). Para ello, se utilizé la fibra de
divinilbenceno-carboxeno-poli (dimetilsiloxano) (DVB/CAR/PDMS).

La extraccion de los compuestos volatiles se realizé a partir del material
vegetal seco (30mg) y fresco (15mg) del lote 2. Se colocaron en un vial con
75mg de NaCl y una barra de agitacion magnética. Al vial con el material
vegetal seco se agreg6é agua grado HPLC (13mL) y fue montado sobre un
agitador magnético a 600 rpm. La fibra se introdujo a través del septum del vial
y fue expuesta a la fase de vapor durante 20 min. Al vial con el material vegetal
fresco se afiadié 9mL de agua grado HPLC y las revoluciones necesarias del

agitador magnético fueron 280 rpm. Se introdujo la fibra través del septum del
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vial y fue expuesta a la fase de vapor por 7 min a 39°C. Transcurrido el tiempo
de adsorcién, la desorcién térmica de los componentes de la fibra se realizd por
CG-EM empleando las mismas condiciones de analisis e identificacion de los

compuestos indicadas en el inciso anterior.

4.3.5 Analisis de los compuestos volatiles presentes en el extracto
acuoso obtenidos por hidrodestilacién.

Para el estudio de los compuestos volatiles presentes en el extracto
acuoso de A. millefolium (lote 3), en primer lugar, se realizé la preparacion de la
infusion como se indica en el inciso 4.2. Posteriormente, el infuso fue sometido
a un proceso de hidrodestilacion, para asi obtener una esencia con los
compuestos volatiles. Este proceso se llevo a cabo a una temperatura de 60°C
durante 1 hora. La esencia obtenida se separd del producto de destilaciéon
mediante un proceso de reparto utilizando CH2Cl2. La fase organica se seco

sobre Na2SO4 anhidro y se concentré al vacio.

El analisis de la esencia preparada se realizé por CG-EM empleando las

mismas condiciones de analisis indicadas en el inciso 4.3.3.

4.4 Ensayos de identidad

4.4.1 identificacion de aquilina (22) por cromatografia en capa delgada
(CCD)

La identificacion del compuesto 22 en las fracciones de CH2Cl2
derivadas de la infusién de A. millefolium designada como matriz de trabajo
(lote 1), se realiz6 mediante CCD utilizando las condiciones cromatograficas
descritas en la Tabla 5. La solucion de referencia 1, y de las matrices (lotes 1-
4) se aplicaron en el cromatofolio en forma de banda. La cromatoplaca se
desarrollé permitiendo que el frente de elucion recorriera el 90 por ciento de su
longitud. Posteriormente, las cromatoplacas se observaron bajo una lampara

de luz UV a la longitud de onda de 254 nm.
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Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la CCD

Soporte Gel de silice GFas4

Fase movil Hex-AcOEt (3:7)

Disolver 1 mg de aquilina (22) en
100 pL de CH2Cl2

Disolver 5 mg de muestra (fraccion
Preparacién de las muestras de CH2Cl; lotes 1-4) en 100 uL de
CH2Cl2

Preparacion de referencia 1

4.4.2 ldentificacion de aquilina (22), leucodina (26) y matricarina (31) por
CLUE-PDA

El analisis cromatografico cualitativo se realiz6é a partir de la fraccion de
CH2Cl2 derivada de la infusién de A. millefolium utilizando un cromatografo de
liquidos de ultra eficiencia (CLUE) clase H marca Waters (Milford, MA, EE. UU),
equipado con una bomba cuaternaria, un inyector automatico, un horno para
columna y el detector de arreglo de diodos (PDA). El control del equipo, la
adquisicion de datos, el procesamiento y manipulacion de la informacioén se
efectuaron utilizando el programa MassLynx® version 4.1 (Waters). Todos los
analisis se realizaron en una columna BEH Phenyl (2.1 x 100 mm, 1.7 um)
(Waters). En las Tablas 6 y 7 se resumen las condiciones del equipo y de

analisis empleadas.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas para los analisis por CLUE-PDA

Fase movil A: Agua (0.1% AF)

B: CH3CN (0.1% AF)
Temperatura 40°C
Volumen de inyeccion 3 uL
Flujo 0.3 mL/min
Longitud de onda de deteccion (nm) 285
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Tabla 7. Gradiente de elucién utilizado para el desarrollo del perfil

cromatografico.

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 85 15
3 65 35
5 55 45
8 35 65
10 20 80
11 0.0 100
12 0.0 100

12.5 85 15
15 85 15

4.5 Ensayo de composicion

4.5.1 Validacién del método analitico para cuantificar a la leucodina (26)

Para cuantificar al compuesto 26 se utilizaron las condiciones
cromatograficas descritas en el inciso 4.4.2. La validacién del método se realizé
de acuerdo con los criterios establecidos en la Guia de Validacion de Métodos
Analiticos de la International Conference on Harmonisation (ICH; Q2 (R1)
2005). Los parametros de calidad evaluados se describen en los siguientes

puntos.

45.1.1 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se evalu6 con siete curvas de calibracion de la
leucodina (26) a las concentraciones de 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5y 10 ug/mL. Cada
curva se preparé mediante diluciones independientes a partir de una solucion
de referencia (1 mg/mL) y con pesadas independientes. El analisis estadistico
de los datos se realiz6 mediante una regresién lineal entre las variables
concentracion (x) y area bajo la curva (y). Los parametros estadisticos

calculados fueron: ordenada al origen (Bo), pendiente de la recta (B1),
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coeficiente de determinacion (r?) y el coeficiente de correlacién (r). Los criterios
de aceptacion establecidos para esta caracteristica de calidad son: r2 > 0.98; r
2 0.999 (ICH; Q2 (R1) 2005).

4.5.1.2 Linealidad del método y exactitud

La linealidad del método se determind mediante la preparacion por
sextuplicado, de diferentes curvas enriqueciendo a la matriz de trabajo (100
ug/mL) con tres concentraciones de leucodina (26) (2.5, 5y 10 ug/mL). Con los
datos obtenidos se determind la linealidad del método mediante un analisis de
regresion lineal entre la cantidad adicionada (x) y la cantidad recuperada (y), y
se calcularon los siguientes parametros estadisticos: Bo, B1, r y r?. Los criterios
de aceptacion establecidos para esta caracteristica de calidad son r? > 0.98; r >
0.99, Bo= 0y p1=1 (ICH; Q2 (R1) 2005).

Por otro lado, para establecer la exactitud del método se calculé el

porcentaje de recobro para cada muestra por medio de la siguiente ecuacion:

% Recob Cantidad recuperada 100
ecobro = x
° Cantidad adicionada

Finalmente, se calcul6 para cada nivel el promedio aritmético y el coeficiente de
variacion (CV). El método analitico es exacto si los porcentajes de recobro se
encuentran en un rango entre el 98-102% vy el coeficiente de variacion no es
mayor del 2% (ICH; Q2 (R1) 2005).

4.5.1.3 Precision

La precision del sistema se determind en términos de repetibilidad
mediante el analisis por octuplicado de una solucion del estandar a una

concentracion de 10 ug/mL. Con los datos obtenidos se calculd la desviacion
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estandar (DE) y el CV de las respuestas analiticas registradas. El criterio de
aceptacion establece que para que un método tenga repetibilidad el CV no
debe ser mayor al 2.0% (ICH; Q2 (R1) 2005).

4.6 Cuantificacién de leucodina (26) en los diferentes lotes de A. millefolium

La cuantificacion del compuesto 26 en los diferentes lotes 1-4
estudiados, se realizé a partir del analisis de cada muestra disuelta en una
mezcla de dioxano-MeOH (1:1) a la concentracion final de 100 pg/mL (lotes 1y
4) y 25 ug/mL (lotes 2 y 3) registrando su perfil cromatografico utilizando las

condiciones analiticas indicadas en el inciso 4.4.2.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para cumplir el objetivo general de este trabajo de investigacion se
siguié la siguiente estrategia: en primer lugar, se realizé la identificacion
botanica de la especie bajo estudio que se utilizaria como referencia. A
continuacion, se analizaron los volatiles presentes en tres lotes de la planta.
Posteriormente, se prepard la fraccion de CH2Cl2 de la infusién obtenida de
cuatro lotes diferentes de A. millefolium; esta fraccién se propone como matriz
de trabajo en el presente estudio; también se aislaron y caracterizaron los
productos conocidos de la planta, haciendo énfasis en las lactonas
sesquiterpénicas mayoritarias, designadas como compuestos marcadores en
este estudio con el propésito de utilizarlas como estandares. Asi mismo, se
desarrollaron las pruebas de identidad mediante CCD y CLUE con el propésito
de detectar la presencia de aquilina (22), y de las lactonas 22, 26 y 31,
respectivamente. Finalmente, se desarrollé un método analitico por CLUE-PDA
para cuantificar el marcador en las muestras objeto de estudio. En los

siguientes puntos se describen los resultados obtenidos.

5.1 Obtencién y caracterizacién de los estandares para las pruebas de
identidad y composicion de A. millefolium

Empleando la cromatografia en columna abierta se logré la separacion,
purificacion e identificacion de tres lactonas sesquiterpénicas de tipo
guaiandlidas mayoritarias de la planta, matricarina (31), aquilina (22) y
leucodina (26), a partir de la fraccion de CH2Cl2 derivada de la infusién de la
planta. Este es el preparado que se usa en las practicas médicas populares
(SEMARNAT, 2010; Alonso-Castro et al., 2012). También se detecté en esta
fraccion la presencia de las metoxiflavonas;  5-hidroxi-3,4’,6,7-
tetrametoxiflavona (17), artemetina (18) y casticina (12). Estos metabolitos
también fueron aislados del extracto organico de la droga cruda. Los
compuestos aislados se resumen en la Tabla 8, los cuales fueron
caracterizados por métodos espectroscopicos y espectrométricos, comparando

la informacién obtenida de los diferentes espectros generados en este estudio
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(ANEXOS 1, 2, 3, 4, 5y 6) con los descritos previamente en la literatura. Con
base en los espectros obtenidos se garantiza que los estandares cumplen con

un grado de pureza adecuado.

Tabla 8. Metabolitos secundarios aislados en la fraccion de CH2Cl2 de
la infusion de A. millefolium

Compuestos aislados Rendimiento (%) Referencias
Fraccion de
Extracto
CH2C|2de la L, .
: ., organico
infusion

(Romo de Vivar

219 ) y Olmos, 1968)
280 02| Cmon. 1966
5.90 0.11 (l\/lart1|’r;)e828 )et al.,
. 0.04 (Pa;gaozz; al.,
- 0.39 Huz%;aé;al.,
. 0.15 (Eshbakova et

al., 2018)

Caticina (12)
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5.2 Establecimiento de los componentes volatiles de A. millefolium

Con la técnica de cromatografia de gases acoplada a la espectrometria
de masas (CG/EM) se realiz6 un estudio de los constituyentes del aceite
esencial obtenido por hidrodestilacion (lotes 2, 3 y 4) de los compuestos
volatiles de la planta extraidos mediante la técnica de micro extraccion en fase
solida (lote 2), y finalmente, de los volatiles de la infusién obtenidos por
hidrodestilacién de ésta (lote 2). De igual manera, las esencias se analizaron
mediante cromatografia en capa delgada (CCD) con las condiciones que se
indican en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM) y otras.

El analisis de aceites esenciales por CG/EM tiene una serie de
ventajas: En primer lugar, el cromatograma de la esencia proporciona una
"huella dactilar" que puede utilizarse para identificar a la planta. La composicién
y la concentracion relativa de los compuestos organicos presentes en el aceite
esencial son caracteristicos de la planta cuando éstas se recolectan en un
mismo lugar y una misma época. De manera adicional, la extraccion del aceite
esencial es relativamente sencilla y de facil estandarizacion, y sus
componentes pueden ser facilmente identificados mediante el analisis de
CG/EM (Liang et al., 2004).

En la monografia de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos (FHEUM, 2013) se indica que el aceite esencial de A. millefolium
debe contener no menos de 0.02 % de aceite esencial. Asi, las esencias
realizadas en este estudio, mismas que fueron obtenidas por hidrodestilacion a
partir de los lotes 2, 3y 4 (0.39%, 0.32% y 0.31 %, respectivamente) cumplen
con este requisito. Mediante el analisis por CG/EM de los aceites esenciales
obtenidos en este estudio, se identificaron seis compuestos volatiles
mayoritarios, cinco de ellos monoterpenoides y el sexto, fue el camazuleno
(51). En ninguno de los aceites se detecté guayazuleno, compuesto utilizado en
la prueba de identidad del aceite esencial en la monografia que se describe en
la FHEUM. En la Tabla 8 se muestra la composicién relativa de cada
compuesto identificado y en la Figura 6 los cromatogramas obtenidos de los

aceites esenciales analizados. Todos los constituyentes identificados en las
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esencias coinciden con los reportes previos (Tabla 3). El compuesto
mayoritario en todos los casos fue la a-tujona (39). En estos lotes también se
encuentra la B-tujona (40). La esencia del lote 2 contiene 8 % de camazuleno
(51), sin embargo, en el lote 3 no se alcanza a detectar. En lo que respecta al
lote 4, la o~ tujona (39) sigue estando presente en una alta proporcion, no
obstante, el compuesto mayoritario es el alcanfor (37); el camazuleno (51), y
los compuestos minoritarios son el a-pineno (42) y el canfeno (49). Estas
diferencias entre lotes evidentemente pueden obedecer a variaciones
geograficas y estacionales. El contenido de a-tujona (39) es mucho mayor en
los lotes 2 y 3, adquiridos comercialmente en un mercado en la CDMX, que el
del lote 4 recolectado en el Estado de Morelos. Cabe mencionar que la
complejidad de las esencias de A. millefolium analizadas previamente es mayor
que la encontrada en este trabajo (Suleimenov et al., 2001; Shawl et al., 2002;
Candan et al., 2003; Anna et al., 2009; Haziri et al., 2010; Nadim et al., 2011;
Raal, Orav y Arak, 2012; Chou et al., 2013; Tampe et al., 2015; Vidic et al.,
2016; Ebadollahi et al., 2016). También es de destacar que se han definido
varios quimiotipos de la especie con base en el metabolito mayoritario; de tal
forma que algunas esencias se caracterizan por un alto contenido de
camazuleno (51), 1,8-cineol (36), sabineno (46), o (42) y B pineno (43) (Orav et
al., 2006). En este caso los aceites esenciales de los lotes 2 y 3 pareciesen
que definen un quimiotipo rico en a-tujona (39); y el lote 4 pareceria otro rico en

alcanfor (37).

34



Tabla 8. Constituyentes quimicos del aceite esencial de A. millefolium.

Indice de retencién Area %

Compuesto Experimental Literatura Lote2 Lote3 Lote4
1 a-tujona (39) 1109 1112 84.7 94.6 25.7
2 B-tujona (40) 1117 1122 7.3 5.6
3 camazuleno (51) 1739 1742 8 - 15.6
4 canfeno (49) 944 953 - - 1.2
5 a-pineno (42) 971 940 - - 2.6
6 alcanfor (37) 1145 1147 - - 54.6

Respecto al contenido elevado de a-tujona (39) en el aceite esencial de
los lotes 2 y 3, no existen estudios en la literatura que indiquen un porcentaje
similar del monoterpenoide en la esencia de esta especie. El mayor contenido
de a-tujona (39) que se ha reportado en A. millefolium es de 26% en los aceites
esenciales de plantas de Estonia y otros Paises Europeos (Orav et al, 2006).
Este valor es similar al contenido encontrado en el aceite de la planta
recolectada en el Estado de Morelos. No obstante, existen ciertas similitudes
entre la composicion de los aceites esenciales de los lotes 2 y 3 con aquellos
de otras especies de Achillea. Asi, en A. multifida (DC.) Griseb los metabolitos
principales son a-tujona (39) (60.9%) y B-tujona (40) (9.1%) (Baser et al.,
2012). En A. kellalensis Boiss también predomina la a-tujona (39) (70.8%)
(Saeidi et al, 2016). Cabe destacar que en las esencias de esas especies el
camazuleno (51) no esta presente. En relacion con el contenido elevado de
alcanfor (37) del lote 4 (54.6%) tampoco tiene precedente; el dato mas parecido
se refiere a una esencia de A. millefolium cultivada en India que contiene un
28.4% del producto (Shawl et al., 2002).
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Figura 6. Cromatogramas representativos de los aceites esenciales de los lotes
analizados de A. millefolium: a) lote 2, b) lote 3, c) lote 4. Asignacion de picos: a-
tujona (39), B-tujona (40) y camazuleno (51), a-pineno (42) canfeno (49) y alcanfor
(37).

(39) (51)
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Los volatiles de A. millefolium se analizaron también mediante
microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas en inglés), técnica que
demanda mucho menor tiempo para un control de calidad de rutina, y requiere
una pequefia cantidad de muestra (50 mg, aproximadamente) (Belliardo et al.,
2006; Jiang et al., 2010). Asi, dos muestras del lote 2 (una seca y otra fresca),
se analizaron con una fibra de divinilbenceno-carboxeno-poli-(dimetilsiloxano)
(DVB/CAR/PDMS) que logra extraer de manera eficiente los metabolitos
volatiles de plantas (Garcia-Esteban, et al., 2004; Perestrelo et al., 2016). Al
proceso de microextraccion le siguid un analisis por CG-EM; los
cromatogramas obtenidos se muestran en la Figura 7 y los resultados se
ilustran en la Tabla 9. Al menos 12 constituyentes volatiles se identificaron en
el material vegetal fresco de A. millefolium del lote 2, en contraste con los tres
compuestos obtenidos con el aceite esencial. La a-tujona (39) fue el
compuesto volatil mayoritario tanto en el material vegetal fresco (26.2%) como
en el seco (80.3%). En la planta fresca, la composicion relativa del alcanfor (37)
fue similar al de la planta seca (7.7 vs 9.1%). Por otro lado, se detectd la
presencia de otro compuesto mayoritario (26.3%) en el material vegetal fresco

que no pudo ser identificado.

Resulta sorprendente la diferencia en el contenido de volatiles obtenidos
por hidrodestilacion y microextraccion en fase sélida del material vegetal fresco.
Esta diferencia podria atribuirse a que los productos mayoritarios se
encuentran conjugados en la planta, de tal manera que no se extraen del
hidrodestilado al momento de hacer el reparto. En la literatura se han descrito
varios casos en que el contenido de los productos mayoritarios es mayor al
utilizar la microextraccion en fase sodlida. Asi, en un estudio reciente el
contenido de mentol en Menta piperita L. resulta mucho mayor cuando el
analisis se realiza por HS-SPME; la misma situacién se observé con la especie
Syzygium aromaticum, cuyo contenido de eugenol es menor en el aceite
esencial que en el material analizado por HS-SPME (Sgorbini, et al., 2015a;
2015b)
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Tabla 9. Compuestos volatiles de A. millefolium identificados por CG-EM tras
su extraccion por microextraccion en fase sélida

indice de retencioén Area %

Planta Planta

Compuesto Experimental Literatura f
resca  seca
1 a-tujona (39) 1109 1112 26.2 80.3
2 B-tujona (40) 1117 1122 9.2 10.6
3 a-tujeno 923 925 1.7 -
4 canfeno (49) 944 953 6.5 -
5 sabineno (46) 969 974 4.1 -
6 a-pineno (42) 971 940 1.4 -
7 o-cimeno 1019 1021 6.4 -
8 1-8-cineol (36) 1027 1031 3.2 -
9 4-careno 1057 1014 1.3 -
10 NI 1109 NR 26.3 -
11 alcanfor (37) 1145 1147 7.7 9.1
12 formiato de 1285 1244 0.7 .
isobornilo
(39) a)
3.5e+006-
3e+006
2.5e+006- "
2e+006 (49) (40) (37)
1.5e+006
1e+006 -
500000 | k k
0 = | | I = 4 =
Time (s) 350 400 450 500 550
— AIC
(39) b)
120000 —
100000
80000 -
60000
(40)
40000 -
(38)
20000 -
Tirge (s) 5‘0 160 1%0 ZCIJO 2%0 360 3|50 4(|10 4%0

ATC

Figura 7. Cromatogramas representativos de los compuestos volatiles extraidos
por microextraccion en fase solida de la planta fresca a) y seca b) de A.
millefolium (lote 2). Asignacion de picos: a-tujona (39), B-tujona (40), alcanfor
(37) canfeno (49).
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Considerando el alto contenido de o-tujona (39) en los aceites
esenciales estudiados se decidid analizar los compuestos volatiles de la
infusion de A. millefolium. Estos se obtuvieron por hidrodestilaciéon de la
infusidon. El analisis por CG-EM del hidrodestilado indic6 que éste contiene

primordialmente o (39) y B tujona (40) y alcanfor (37) (Figura 8).

(39)

180000
160000
140000
120000
100000 - (37)
80000 -
60000 -
40000 -

20000 -+ w&

T T T T T T T T
Time (s) 380 390 400 410 420 430 440 450
AIC

Figura 8. Cromatogramas representativos de los compuestos volatiles
obtenidos por hidrodestilacién a partir de la infusién de A. millefolium del lote 2
Asignacién de picos: a-tujona (39; 56.1%), B-tujona (40; 9.2%) y alcanfor (37,
34.7%).

Los resultados recién descritos, aunque muy variables, dejan en claro
el alto contenido de a-tujona (39) de la especie que se cultiva en México.
Aunque la planta se considera como una especie es factible que los diferentes

lotes analizados sean quimotipos de la misma o hasta subespecies.

La a-tujona (39) es un monoterpenoide oxigenado neurotoéxico.
Diferentes estudios han demostrado su neurotoxicidad en humanos y animales
de experimentacion (Millet et al., 1981; Weisbord et al., 1997). La a-tujona (39)
actua bloqueando el receptor gamma-aminobutirico tipo A (GABA tipo A) en
ratones a una dosis letal media de 45 mg/kg; dosis mayores (60 mg/kg) a esta
provocaron convulsiones en ratones y finalmente la muerte. En el mismo
estudio se observd que la administracion de fenobarbital (100 mg/kg) 15
minutos antes del tratamiento con o-tujona (39) indujo un efecto protector en

los ratones tratados con dosis letales de a-tujona (39). El abuso en el consumo
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de la esencia de ajenjo, rica en a-tujona (39), provoca alucinaciones,

convulsiones, tremor, mania y sicosis en humanos.

Uno de los ensayos de identidad para el aceite esencial de A. millefolium
que describe la monografia de la segunda edicién de la FHEUM consiste en
detectar la presencia en la esencia de guayazuleno y cineol (36) mediante
cromatografia en capa delgada sobre gel de silice. El sistema de elucién
consiste en AcOEt-tolueno (5:95). Como solucién reveladora debe usarse
aldehido anisico al 10%. Una vez desarrollada y reveladas las placas deben
mostrar un cromoéforo rojo en la parte superior que corresponde al guayazuleno
y una mancha intermedia de color azul-gris que corresponderia al 1,8-cineol
(36). Cuando se realiz6 este experimento fue posible detectar las manchas
rojas en los lotes 2-4 aunque en el tercero se observd en trazas. En ningun
caso se detectd un cromoforo azul grisaceo, sino uno azul en el lote 3 (Figura
9a). Por lo tanto, es importante replantear el uso de estos compuestos como
sustancias de referencia en el ensayo de identidad de la monografia de la
FHEUM para la droga cruda de A. millefolium. Sera necesario identificar el
compuesto correspondiente al cromoforo violeta, que se aprecia en la
cromatoplaca sobre la mancha correspondiente al supuesto guayazuleno y que

se encontrd en todos los lotes.

Cuando se utilizé un sistema de eluciéon CH2Cl2-hexano 1:1 y el mismo
agente revelador, en todos los casos se detecto la presencia de a-tujona (39)
(Senalado con el rectangulo rojo; Figura 9b). Por lo tanto, esta podria ser un
mejor marcador para la esencia de la planta cultivada en México. Ademas, en
este sistema, si se separan bien los cromoéforos rojos y violeta que se
detectaron en el otro sistema de elucién. El problema con la a-tujona (39) es su
neurotoxicidad (Albert-Puleo, 1978; Hold, Sirisoma, et al., 2000), por lo que la
exposicion a este compuesto debe evitarse. Por lo tanto, si se utilizara como

estandar seria necesario manipular las muestras con la debida precaucion.
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Figura 9. Cromatogramas en capa delgada de los aceites esenciales de los
lotes 2-4. Sistema de elucion: a) AcOEt-tolueno (5:95).; b) hexano:CH2Cl2
(50:50). a-tujona (39) fr =0.53. Rev. aldehido anisico al 10%

5.3 Ensayos de identidad y composicién utilizando como matriz la
infusion de la planta

5.3.1 Preparaciéon de la muestra

Para los ensayos de identidad y composicidén se propuso una matriz de
trabajo de facil preparacion obtenida por reparto con CH2Cl2 de la infusion de la
planta. En la Tabla 10 se resumen los rendimientos por gramo de la droga
cruda y los porcentuales de las muestras elaboradas con todos los lotes

analizados (1-4).
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Tabla 10. Rendimientos de las fracciones de CH2Cl2 obtenidos a partir de las
infusiones de los distintos lotes de A. millefolium

% Rendimiento
Lote Peso de la Peso del reparto (g/g de la droga
drogacruda (g) | de CH2Cl2 (mg) cruda)
1 5.0085 62.6 1.25
2 5.0018 66.6 1.33
3 5.0075 64.3 1.25
4 5.0093 64.3 1.28

5.3.2 Identificacion de aquilina (22) por cromatografia en capa delgada
(CCD)

En la actualidad, la cromatografia de capa delgada sigue siendo una
herramienta valiosa para construir huellas dactilares (fingerprints) de extractos
de plantas. Se utiliza como ensayo de identidad en la mayoria de las
farmacopeas herbolarias, ya que ademas de ser una técnica sencilla y rapida,
ayuda a proporcionar una evaluacion inicial acerca de la muestra vegetal
(Ciesla & Waksmundzka-Hajnos, 2010; Liang et al., 2004).

Para realizar el analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) no
se utilizd a la leucodina (26) como compuesto de referencia debido a que su
factor de retencién en todas las fases moviles analizadas fue similar al de la
matricarina (31). Lo que ocasion6 que éooste no se diferenciara en la matriz de
trabajo. Sin embargo, con la fase movil hexano—AcOEt (3:7), la aquilina (22) si
pudo resolverse entre los compuestos 26 y 31. Como puede observarse en el
cromatograma obtenido de este ensayo (Figura 10), la aquilina (22) se detectd

en todos los lotes de A. milelfolium analizados.
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Figura 10. Cromatograma en capa delgada (A=254 nm) de la aquilina (22;
fr=0.41) y las matrices de trabajo obtenidas a partir de los cuatro lotes. Sistema
de elucion: hexano-AcOEt (30:70).

5.3.3 Identificacion de aquilina (22), leucodina (26) y matricarina (31) por
CLUE-PDA

También se establecid el perfil de la fraccion de CH2Cl2 por CLUE
mediante ensayo y error. Esta técnica es muy utilizada debido al menor tiempo
de analisis que implica su uso, asi como su mayor sensibilidad y resolucion en
comparacioén con la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) (Lemos,
2015). Ademas, dado que los extractos de hierbas contienen una gran variedad
de componentes quimicos, las técnicas con alta sensibilidad y selectividad son

mejores para realizar un adecuado control de calidad.

Las mejores condiciones establecidas para el perfil fueron las
siguientes: un detector UV (PDA), un sistema binario de disolvente (agua y
acetonitrilo) en gradiente y una columna BEH Phenyl Waters ®, la cual tiene
como fase estacionaria un grupo fenilo unido a una cadena alquilica C6 que

ofrece una selectividad complementaria a la fase estacionaria C18. Las
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condiciones cromatograficas seleccionadas se describieron en las Tablas 6y 7

de la seccion experimental.

En el perfil cromatografico obtenido a partir de la fraccion de CH2Cl2 de
la infusion de A. millefolium del lote 1 (matriz de trabajo) se observan tres picos
mayoritarios; correspondientes a las tres lactonas, aquilina (22), leucodina (26)
y matricarina (31), y otros dos minoritarios, las metoxiflavonas casticina (12) y
artemetina (18) (Figura 11). Cabe destacar que en todos los casos los picos

se asignaron mediante la técnica de coelucion del estandar.

Figura 11. Perfil cromatografico por CLUE (A=285 nm) correspondiente a la
fraccion de diclorometano derivada de la infusion de A. millefolium (lote 1).
Tiempos de retencion: aquilina (22) tr=5.60, leucodina (26), tr=5.83,
matricarina (31) tr=5.99, casticina (12) tr=6.01 y artemetina (18) tr=7.66.

Al realizar el analisis cromatografico por CLUE-PDA de la fraccion de
diclorometano derivada de la infusiéon de todos los lotes, se detectd la
presencia de las tres lactonas aquilina (22), leucodina (26) y matricarina (31) en

todos los perfiles (Figura 12).
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Figura 12. Perfiles cromatograficos de las fracciones de CH2Cl2 obtenidas a
partir de las infusiones de los lotes 1-4 (A=285 nm). Tiempos de retencion:
aquilina (22) tr=5.60, leucodina (26) tr=5.83, matricarina (31) tr=5.99.

5.3.4 Ensayo de composicion

El ensayo de composicion indicado en la FHEUM 22 Edicion para A.
millefolium consiste en cuantificar el contenido de proazulenos, expresados
como camazuleno (51) en el aceite esencial mediante un método
espectrofotocolorimétrico. Sin embargo, como se explicé anteriormente
(Seccion 5.2) el aceite esencial de la especie que se cultiva en México tiene
altos contenido de a-tujona (39), razén por lo cual es mejor utilizar un método
que no implique la manipulacién de la esencia. De manera adicional, es factible

utilizar métodos modernos y con matrices mas sencillas de preparar.

En este trabajo se propone la utilizacién de un método por CLUE para

cuantificar la cantidad de leucodina (26) presente en la droga cruda. Para ello
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se utilizd el mismo perfil cromatografico desarrollado para el ensayo de
identidad (inciso 4.4.2), el cual se validé de acuerdo con las Guias de
Validacién de la FDA (ICH Q2 (R1), 2005).

La validacion es el proceso de comprobar que un método analitico es
aceptable para un propdsito especifico. De esta manera, el proceso de validar
consiste en generar la informacion que demuestre desde punto de vista
analitico, que dicho método es adecuado para el propdsito deseado. Las
pautas de la Farmacopea de los Estados Unidos (USPC, 1994 a 2001), la
Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH, por sus siglas en inglés) y
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés) proporcionan un marco para esta validacion (Kunle,
2012). El método CLUE-PDA generado en este estudio fue validado en
término de los siguientes parametros de desempefio: linealidad del sistema,
exactitud, linealidad y precisién del método [(ICH; Q2 (R1), 2005].

5.3.4.1 Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema es la capacidad de un método para obtener
respuestas analiticas directamente proporcionales a la concentracién de un
analito en la muestra en un intervalo de concentraciones determinadas (como
minimo 5) (ICH Q2 (R1), 2005). Para el sistema desarrollado en este estudio, la
linealidad se estableci6 con una curva de calibracion a base de seis
concentraciones de la leucodina (26) (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 y 10 pg/mL). La
respuesta analitica se determind con el detector de PDA considerando el area
bajo la curva del pico de interés y fue evaluada mediante un analisis de
regresion lineal simple (Tabla 11 y Figura 13). Los criterios de aceptacién
establecidos para esta caracteristica de calidad son: r> > 0.9; r> 0.99; Bo= 0 y B+
=1 (ICH; Q2 (R1) 2005).
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Tabla 11. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del sistema.

B 30156
Bo 426.27
r 0.9996
r’ 0.9993
IC (B,) al 95% IC inferior IC superior
! 20889.46 30422.03
IC (B,) al 95% IC inferior IC superior
° -839.85 1692.39

350000 - y = 30156x + 426,27
300000 - R™=0,9993

5 250000 -

]

£, 200000 -

£

< 150000 -

e

. 100000
50000 -

0 1 T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentracion (pg/mL)

Figura 13. Curva de calibracion para la evaluacion de la linealidad del
sistema analitico.

Los valores de B1, Bo, r y r> obtenidos de la curva de calibracién se
encuentran dentro de los limites establecidos por la ICH, por lo que se concluye
que la linealidad del sistema cromatografico es adecuada para la leucodina (26)

en el intervalo de concentraciones analizadas.

5.3.4.2 Linealidad del método.

Para evaluar la linealidad del método se realizd una curva de
calibracion con las concentraciones del estandar 26 recuperadas a partir del
analisis con la matriz. Se adicionaron 2.5, 5y 10 ug/mL del compuesto 26 a la
matriz de trabajo. Finalmente, la respuesta de la cantidad recuperada del
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estandar se realizd considerando el valor de la respuesta de la matriz sin

adicionar y el marcador analitico. El ajuste de los datos obtenidos (Tabla 12) se

realizd mediante una regresion lineal simple. En la Figura 14 se muestra la

grafica correspondiente a la linealidad del método.

El método se considera lineal si el coeficiente de determinacion (r?)

tiene un valor mayor de 98 y el de correlacién es mayor a 0.99, asi mismo si o

#0ypB1=1(CH Q2 (R1), 2005). Asi los parametros estadisticos obtenidos

(Tabla 13.) de este analisis demuestran que el método realizado es lineal

Tabla 12. Resultados experimentales de la evaluacion de la linealidad del

método.
., Concentracion de Detector PDA
Concentracion de leucodina (26) Concentracion
leucodina (26) adicionada Area bajo la de leucodina
(ng/mL) curva (26) recuperada
(ng/mL) (ug /mL)
2.5 2.5 74267 2.45
2.5 2.5 76996 2.54
2.5 2.5 76604 2.53
2.5 2.5 76695 2.53
2.5 2.5 74961 2.47
5 5 147483.8 4.88
5 5 149170.8 4.93
5 5 152292.8 5.04
5 5 150315.8 4.97
5 5 148311.8 4.90
10 10 299694.8 9.92
10 10 308075.8 10.20
10 10 307490.8 10.18
10 10 301863.8 10.00
10 10 295537.8 9.79
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Figura 14. Grafica de la linealidad del método para la leucodina (26).

Tabla 13. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del método.

B, 1.0038
Po -0.0342
r 0.9993
r 0.9988
IC (B,) al 95% IC superior IC inferior
: 0.9840 10236
IC (B.) al 95% IC superior IC inferior
° -0.1650 0.0967

5.3.4.3 Exactitud del método

La exactitud de un método analitico expresa la concordancia entre el
valor de la concentracion del estandar en la matriz enriquecida y el valor de
referencia. En este estudio se evalu6 este parametro de desempefio mediante
el analisis de los porcentajes de recobro; la guia de la ICH para métodos
cromatograficos indica que el método analitico es exacto si los porcentajes de
recobro se encuentran entre el 98-102% y el coeficiente de variacién no es
mayor del 2% (ICH; Q2 (R1) 2005). Asi, los resultados obtenidos (Tabla 14)

cumplen con las especificaciones anteriores lo que indica que el método
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desarrollado es exacto para cuantificar a la leucodina (26) en el intervalo de

concentraciones propuestas.

Tabla 14. Resultados de la exactitud del método para la cuantificaciéon de la
leucodina (26) con el detector PDA.

Concentracion de
leucodina (26) Recobro (%) x DE CV (%)
adicionada (ng/mL)
2.5 97.9
2.5 101.6
2.5 101.0
2.5 101.2
2.5 98.9 100.1 | 1.6 H 1.6
5 97.5
5 98.6
5 100.7 |
5 99.4
5 98.1 98.9 H 1.2 H 1.3
10 198.5
10 102.0
10 101.8
10 100.0
10 979 100.0 | 1.6 H 1.6

5.3.4.4 Precision del sistema.

La precision del sistema es el grado de concordancia entre los
resultados analiticos individuales entre una serie de mediciones obtenidas a
partir de un muestreo repetido de una muestra homogénea del producto o de
una muestra de referencia; expresado como la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion (ICH; Q2 (R1) 2005: OMS; QAS/16.671,2016). En este
trabajo se evalud la precision del sistema en términos de repetibilidad mediante
el andlisis de la respuesta analitica obtenida de ocho réplicas del estandar (26)
a una concentracion de 10 ug/mL. Este parametro fue evaluado por un analista

distinto, durante el mismo dia. Finalmente, el CV de variacién obtenido (Tabla
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15) no fue mayor al 2.0% (criterio de aceptacion establecido), con lo que se

demuestra que el sistema es preciso.

Tabla 15. Repetibilidad del sistema.

Concentracion de
Réplica leucodina (26) Area bajo la curva
(ng/mL)
1 10 420711
2 10 417847
3 10 417925
4 10 416568
5 10 418012
6 10 419688
7 10 419854
8 10 420498
x 418887.88
DE 1495.20
CV (%) 0.36

5.4 Cuantificacién de la leucodina (26) en diferentes lotes de A. millefolium por
CLUE- PDA

Finalmente, utilizando el método analitico validado, se cuantifico el
contenido de leucodina (26) en los repartos de diclorometano obtenidos a partir
de la infusién de todos los lotes (1-4). Las concentraciones de las muestras
derivadas de los lotes 2 y 3 tuvieron que ser diluidas (25 pg/mL), debido a que
la cantidad del compuesto 26 en estos lotes sobrepasé el rango de
concentraciones evaluadas en este estudio. Este analisis se llevd a cabo
utilizando la ecuacion de la recta descrita para la linealidad del sistema y =

30156 x + 426.7. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 16.
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Tabla 16. Cuantificacion de leucodina (26) por CLUE-PDA en varios lotes de A.

millefolium.
Concentrac.ic’)n Area bajo la Cantio_lad de % dg
de la matriz curva leucodina (26) leucodina
(n9) (ng) (26)
Lote 1 100 157935.5 5.2 5.2
Lote 4 100 264584.5 8.8 8.8
Lote 2 25 173314.9 5.7 23
Lote 3 25 194464 .4 6.4 25.8
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6. CONCLUSIONES

El analisis de los componentes volatiles extraidos mediante dos técnicas
distintas a partir de A. millefolium cultivada en México, permitié identificar
como compuestos mayoritarios a los monoterpenos oxigenados; o-
tujona (39) y alcanfor (37). Respecto al primer compuesto, este fue
detectado en cantidades considerables en todas las muestras
analizadas. Este hallazgo sera util para orientar a las autoridades

sanitarias en la necesidad de regular la venta y consumo de esta planta.

Se desarrollé un procedimiento experimental para la preparacion de
muestra mas sencillo que el descrito en la monografia de la FHEUM (22
Edicion) para el ensayo de composicion de la droga cruda de A.
millefolium. Se propuso como matriz de trabajo la fraccién de

diclorometano obtenida a partir de infusion de la planta.

Los perfiles cromatograficos de la matriz de trabajo derivadas de A.
millefolium fueron desarrollados por CCD y CLUE-PDA. En el primero,
se identificd la presencia de leucodina (26); compuesto seleccionado
como marcador en el presente trabajo para la planta de A. millefolium
cultivada en México. Por otro lado, en el perfil cromatografico obtenido
por CLUE-PDA, se detectd la presencia de los terpenoides leucodina
(26), matricarina (31) y aquilina (22) y de los flavonoides artemetina (18)

y casticina (12).

Se validé un método analitico por CLUE-PDA para cuantificar el
contenido de leucodina (26) en la matriz de trabajo. EI método fue
selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones
evaluadas. Al analizar los cuatro lotes de A. millefolium de este estudio,
se encontré que el contenido del compuesto 26 fue mucho mayor en los

lotes 2 y 3 adquiridos comercialmente.

Los resultados generados constituyen pruebas de identidad quimica y

composicién para el control de calidad de la droga cruda de A.
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millefolium y sera de utilidad para la actualizacion de la monografia de la
droga cruda en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos. La generacion de este documento permitira establecer el

control de calidad adecudo de la especie cultivada en México.
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ANEXOS

ANEXO 1

Figura 15. Espectro de "H-RMN (600 MHz, CDCl3) de la leucodina (26).
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Figura 16. Espectro de '3C RMN (150 MHz, CDCI3) de la leucodina (26).
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Figura 17. Espectro de EM [M + H]* de la leucodina (26).
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Figura 18. Espectro IR (FT-IR) de la leucodina (26).
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ANEXO 2

Figura 19. Espectro de "H-RMN (600 MHz, CDCI3) de la aquilina (22).
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Figura 20. Espectro de '*C RMN (150 MHz, CDClIs3) de la aquilina (22).
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Figura 21. Espectro de EM [M + H]" de la aquilina (22).
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Figura 22. Espectro IR (FT-IR) de la aquilina (22).
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ANEXO 3

Figura 23. Espectro de "H-RMN (600 MHz, CDCIz) de la matricarina (31).
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Figura 24. Espectro de '*C RMN (150 MHz, CDClI3) de la matricarina (31).
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Figura 25. Espectro de EM [M + H]* de la matricarina (31).
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Figura 26. Espectro IR (FT-IR) de la matricarina (31)
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ANEXO 4

Figura 27. Espectro de "H-RMN (600 MHz, CDCI3) de la artemetina (18)
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Figura 28. Espectro de *C RMN (150 MHz, CDCIz) de la artemetina (18).
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Figura 29. Espectro de EM [M + H]" de la artemetina (18)
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Figura 30. Espectro IR (FT-IR) de la artemetina (18)
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ANEXO 5

Figura 31. Espectro de "H-RMN (600 MHz, CDCI3) de la casticina (12).
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Figura 32. Espectro de '*C RMN (150 MHz, CDCI3) de la casticina (12).
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Figura 33. Espectro de EM [M + H]* de la casticina (12).
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Figura 34. Espectro IR (FT-IR) de la casticina (12).
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Figura 35. Espectro de "H-RMN (600 MHz, CDCI3) de la 5-hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17).

82



Figura 36. Espectro de *C-RMN (150 MHz, CDCI3) de la 5-hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17).
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Figura 37.Espectro de EM [M + H]" de la 5-hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17).
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Figura 38. Espectro IR (FT-IR) de la 5-hidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona (17).
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