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RESUMEN

Diversos productos herbolarios preparados a partir de la droga cruda o de las resinas
glicosidicas de la raiz de jalapa, popularmente conocida en el norte y noreste del territorio
brasilefio como “batata de purga”, “jalapa” y “batatao”, se utilizan como remedios purgantes.
La tintura de Operculina hamiltonii, conocida como “tintura de jalapa”, se emplea para tratar
la constipacidn intestinal y el accidente vascular encefalico. Esta tintura tiene un bajo costo,
asi como diversas presentaciones, y se utiliza ampliamente en forma indiscriminada por
personas con estrefiimiento. En los mercados municipales y en diversos establecimientos
herbolarios se ofrecen para su comercializacién desde tubérculos -completos, en rodajas o

pulverizados-, hasta formulaciones hidroalcohélicas y pildoras, elaboradas en algunos casos

por laboratorios farmacéuticos establecidos.

Estudios en HPLC, utilizando el indice de refraccion como detector, de quince muestras
comerciales que incluyen: 1) drogas crudas enteras y recolectas en sitios ubicados a lo largo
del Rio Amazonas; 2) drogas crudas enteras adquiridas en mercados populares; 3) drogas
crudas pulverizadas; y 4) productos herbolarios comerciales (harinas, tinturas y pildoras)
permitieron la generaciéon de perfiles cromatograficos distintivos para cada uno de sus
productos de saponificacion y peracetilacién. Cinco acidos glicosidicos constitutivos
derivatizados y aislados a partir de la muestra comercial pulverizada de la raiz de jalapa se
utilizaron como picos diagndsticos para su identificacion cualitativa mediante los tiempos de
retencion (Rt, min) y valores de masa (m/z) en la cromatografia de liquidos acoplada a la

espectrometria de masas (HPLC-ESIMS).

Se identificaron diferencias de tipo cualitativo significativas en el contenido de los acidos
glicosidicos entre los diferentes productos comerciales y las drogas crudas analizadas; sin
embargo, todas las muestran contienen al acido operculinico A, constituyente mayoritario de

las resinas glicosidicas de 0. hamiltonii.



ABSTRACT

Various herbal products prepared from the crude drug or the resin glycoside content of the
root of Jalapa, popularly known in the north and northeast of the Brazilian territory as “batata
de purga”, “jalapa” y “batatao “, are used as purgative remedies. The tincture of Operculina
hamiltonii, popularly known as the “tincture of jalapa”, is used to treat intestinal constipation
and cerebral vascular accident. This remedy, sold in various presentations, has a low cost and
is indiscriminately used by people who suffer from constipation. In municipal markets and
in various herbal establishments, these remedies (whole or sliced roots, pulverized crude

drugs, hydro-alcoholic formulations, and pills) are offered for commercialization, which in

some cases are presentations manufactured by established pharmaceutical industries.

HPLC analysis, using a refractive index detector, of fifteen commercial samples, including: 1)
whole crude drugs collected in sites located along the Amazon River; 2) whole or sliced crude
drugs purchased in popular markets; 3) powdered crude drugs; and 4) commercial herbal
products (flours, tinctures, and pills) led to the generation of distinctive chromatographic
profiles for each derivatized formulation, as hydrolyzed and peracetylated mixtures. Five
glycosidic acid constituents isolated from the pulverized commercial sample of the Jalap root
were used as diagnostic peaks for qualitative identification through retention times (Rt, min)
and mass values (m/z) in liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-

ESIMS).

Significant qualitative differences in the glycosidic acid constituents, between the analyzed
commercial products and crude drugs, were identified. However, all samples contain
operculinic acid A as the major glycosidic acid constituent of the resin glycosides of O.

hamiltonii.
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INTRODUCCION

Desde tiempos ancestrales, los seres humanos han usado plantas para tratar diversas
enfermedades o malestares. Actualmente, numerosas investigaciones cientificas han
demostrado la eficacia terapéutica de las plantas en el tratamiento de diferentes
enfermedades a lo largo del tiempo, incluidas las infecciosas de los sistemas respiratorio,
gastrointestinal, urinario y biliar, entre otros.! La medicina tradicional es una fuente
importante de compuestos nuevos y potencialmente utiles para el desarrollo de agentes
terapéuticos. El primer paso hacia este objetivo es la identificacién de las plantas utilizadas

en la medicina popular.?

Tal es el caso de la familia Convolvulaceae, cuyo nombre proviene del latin convolvo, que
significa entrelazar o envolver (Figura 1), término que hace referencia al crecimiento de
dichas plantas en forma de enredaderas.? La caracteristica principal de esta familia es la
presencia de células secretoras de resinas glicosidicas en semillas, raices tuberosas, asi como

en tejido foliar y floral.

Figura 1. Crecimiento tipico de la familia de las
Convolvulaceas.
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El conocimiento etnofarmacolégico de dichas plantas influencié de manera importante la
investigacion fitoquimica y el descubrimiento de sus principios bioactivos. Algunos remedios
purgantes mesoamericanos, conocidos por los aztecas como “cacamotli tlanoquiloni”,
consistian en diversos tubérculos, diferenciables por sus caracteristicas morfoldgicas
(Figura 2-A), el habitat en donde se distribuyen y la potencia de sus efectos purgantes.
Investigaciones recientes han identificado que, dichas raices, pertenecen a diversas plantas
del género Ipomoea, conocidas como I. purga® (Figura 2-B), I. orizabensis, 1. stans e I. jalapa,

entre otras.*

Figura 2. Morfologia general de la familia de las convolvulaceas (A). [pomoea purga,
conocida como la auténtica raiz de Jalapa (B).

@ La I. purga es conocida también como raiz de jalapa (Figura 2-B), nombre popular derivado del lugar donde se
colect6 la planta (Veracruz, México) para ser exportada a Europa, debido a sus efectos laxantes; las resinas

glicosidicas obtenidas de dicho material vegetal se conocen como resinas de la jalapa.
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Las resinas glicosidicas se clasifican en dos grupos de acuerdo a su solubilidad en éter: la
jalapina (soluble) y la convolvulina (insoluble). Estas resinas son una mezcla de acidos
glicosidicos, que son metabolitos secundarios de origen biosintético mixto y alto peso
molecular, de complejidad estructural elevada y con un caracter anfipatico (Figura 3): una

porcion hidrofébica (aglicona) y otra hidrofilica (oligosacaridos).*

= Porcidn hidrofilica: oligosacarido.

= Porcién hidrofébica: aglicona.

= Acidos organicos.

OH

Figura 3. Estructura general de un glicolipido constituyente de
las resinas glicosidicas de las convolvulaceas.

A la fecha, cientos de acidos glicosidicos han sido aislados a partir de diferentes géneros de
la familia Convolvulaceae. Estos principios activos son los responsables de la accién
farmacolégica de todas las especies mas representativas de esta familia, utilizadas en la
medicina tradicional alrededor del mundo.> El efecto catartico de estas drogas se debe al
aumento en los movimientos peristalticos provocados en el intestino delgado; algunos de
estos compuestos han sido evaluados en diversos bioensayos, encaminados a la
identificacion de agentes antifiingicos especificos, establecer su potencial citotoxico y

antimicrobiano, entre otros.4
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La especie Operculina macrocarpa (L.) Urb., popularmente conocida en Brasil como “batata
de purga” y originaria del norte y noreste del territorio brasilefio, se usa considerablemente
en la medicina tradicional brasilefia como purgante.® En reconocimiento a los beneficios
terapéuticos similares a los de la raiz de jalapa (I. purga) o de Michoacan (I jalapa). Los
colonizadores de Sudamérica le otorgaron el nombre vulgar de “jalapa de Brasil” o
“mechoacam” (Figura 4).” Sin embargo, la especie Operculina hamiltonii, comun en el norte
del territorio brasilefio y cuyas raices tuberosas son motivo de un extenso comercio para
fines medicinales, se conoce también como “batata de purga” o “batatdo”, hecho que causa
confusion entre ambas especies al ser comercializadas como drogas crudas pulverizadas o

formulaciones como las tinturas y extractos hidroalcohdlicos.

Figura 4. Ilustraciones de la raiz de Michoacan en libros de herbolaria europeos.
Izquierda: La raiz de Michoacan (Ipomoea jalapa) que debido a la suavidad de sus efectos llegd
a ser popular en la medicina herbolaria como un sustituto del nuevo mundo de la escamonea,
purgante drastico (Gerald’s Herbal. London. ]J. Norton, 1597). Derecha: La raiz de Michoacan
(“Mechoacam”) se describe entre las plantas medicinales brasilefias por el naturalista francés
Pierre Pomet en su obra Histoire Générale des Drogues, Traitant de Plantes, des Animaux des
Mineraux (1694). En la Colegdo Descritiva das Plantas da Capitania do Ceard publicado por J. S.
Feij6 en 1799, el uso de raiz de jalapa es indicado por el nombre vernaculo de “mechoacam”;
asi, esta referencia es uno de la mas antiguas sobre la utilizacion tradicional de la "batata de
purga" en el noreste brasilefio.

18



CAPITULO I. ANTECEDENTES

Debido a la importancia y alta demanda de la llamada jalapa mexicana o auténtica jalapa, se
han utilizado numerosos tubérculos obtenidos de otras especies; tal es el caso de las especies
L. purga, 1. orizabensis, Convolvulus scammonia, O. macrocarpa y O. hamiltonii, consideradas
como las drogas vegetales crudas mas representativas de los tltimos dos siglos que contienen
resinas glicosidicas.8 Dos de estas especies, 0. macrocarpa y O. hamiltonii, se utilizan en el
territorio brasilefio en el ambito fitoterapico. En la actualidad, la identificacion precisa de la
raiz purgante conocida como “jalapa de Brasil”, corresponde a la primera; sin embargo, el
nombre popular de “batata de purga” se usa para designar a ambas. A continuacién, se
describira la informacion concerniente a la distribucion geografica, taxonomia y descripciéon

botanica de ambas especies.
Batata de purga: Taxonomia, sinonimia y nombres populares.

Debido a que ambas especies pertenecen al mismo género, su informacién taxonémica se

presenta en el Cuadro 1, de manera condensada.

Cuadro 1. Informacion taxonémica de Operculina macrocarpa y Operculina
hamiltonii, ambas conocidas como batata de purga.’®

0. macrocarpa 0. hamiltonii
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Operculina Silva Manso
Epiteto especifico macrocarpa hamiltonii
Especie Operculina macrocarpa (L.) Operculina hamiltonii (G. Don) D.
(Nombre cientifico) Urban. F. Austin & Staples
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Dichas especies son conocidas a lo largo del territorio brasilefio bajo diversas
denominaciones populares, compartiendo algunas, como son: “batata de purga” y “jalapa”.
Existen también nombres particulares que hacen referencia al color de sus flores: “batatdo
amarelo” en el caso de 0. hamiltonii y “batatdo branco” para O. macrocarpa; esta dltima es
conocida también como “jalapa de Sao Paulo” y “purga de Amaro Leite”.? Sin embargo, en el
ambito cientifico existen diversas clasificaciones taxondmicas que hacen referencia a ellas,
por lo que se presenta en el Cuadro 2, una lista con las sinonimias mas utilizadas para ambas

especies.

Cuadro 2. Lista de sinonimias para las especies 0. macrocarpa y 0. hamiltonii, ambas
conocidas como batata de purga.1?

Operculina macrocarpa (L.) Urban Operculina hamiltonii (G. Don) D. F.
Austin & Staples
Operculina altissima (Martius ex Choisy) Meisn. Operculina alata (Ham.) Urb.
Operculina pteroides (Choisy) Meisn. Merremia tuberosa (L.) Rendle
Convolvulus macrocarpus L. Ipomoea tuberosa L.
Operculina convolvulus (Silva Manso). Operculina tuberosa Meisn.
Ipomoea operculata Mart. & Spix. Ipomoea hamiltonii G. Don

Descripcion botanica de 0. macrocarpa y 0. hamiltonii.

La 0. macrocarpa es una trepadora de aspecto ornamental, de tronco cuadrangular rojizo y
sin vellosidades. Las hojas son pecioladas, alargadas y grandes; las flores de color blanco,
infundibuliformes, solitarias y caliz persistente; en tanto que sus raices son tuberosas
(tubérculos) y resiniferas (Figura 5). Es una especie bianual y, a pesar de sus caracteristicas
silvestres, se propaga con facilidad mediante semillas o con el mismo tubérculo.1! En cambio,
la especie 0. hamiltonii, es una trepadora anual, de flores amarillas, hojas enteras y frutos de
forma estrellada, con un aspecto de flor seca y oscura (Figura 6). El tubérculo y el tallo son

similares a los de la raiz de jalapa blanca.?11

b Dominio popular.
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Figura 5. Operculina macrocarpa en fotografia. Flor (A), fruto (B), hoja (C) y
tubérculo (D). Fuente: Reserva Mie-da-Lua, Itapajé-CE (28/05/2018).
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Figura 6. Operculina hamiltonii en fotografia. Tubérculo (A), flor (B) y fruto (C).
Fotografias: Rogelio Pereda Miranda, 2015 (A y C) y Alex Popovkin, 2018 (B).
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Habitat

La especie 0. macrocarpa es una convolvulacea anual nativa de Brasil, con habitos de
trepadera (Figura 7), distribuida principalmente en los matorrales de las regiones tropicales
y subtropicales del bosque atlantico (“mata atlantica”). Se distribuye en el noreste y sureste
de Brasil y fue introducida en Africa occidental,” probablemente por esclavistas, dando las
semillas a cambio de algiin producto comercial y, en la actualidad, se utiliza con fines

ornamentales. En la Figura 8 A, se ilustra dicha distribucion.

Figura 7. Operculina macrocarpa en su habitat, los matorrales del bosque tropical
(“mata atlantica”). Fotografia: Rogelio Pereda Miranda.

En el caso de la O. hamiltonii, ésta se encuentra distribuida a lo largo de Centroamérica, en las
Antillas y parte de Sudamérica, principalmente en el norte del territorio brasilefio. En la
Figura 8 B, es posible observar que su distribucién es superior respecto a la de la especie O.
macrocarpa, haciéndola de mas facil acceso a las diversas comunidades de la cuenca del Rio

Amazonas, en los estados del Amazonas, Para, Maranhdo Piaui y Cear3, entre otros.

23



operculina hamitonii
@ O. hamiltona
© O. hamiltoni var. mucronata

0 1000
kiomaters

Figura 8. Ubicacion geografica de Operculina macrocarpa (A) y Operculina hamiltonii
con su variacion mucronata (B). Fuentes: Global Biodiversity Information Facility;
Convolvulaceae Unlimited; 19-10-2018.

24



Entre dichas localidades se encuentran varios quilombos, comunidades rurales en su
mayoria situadas en los margenes de diversos rios y fundadas por los descendientes de los
esclavos que, en el siglo XIX, huyeron de los sefiores de Obidos, Santarém, Alenquer y
Belém;12 asi, los quilombolas construyeron una vida a partir de la explotacién eficaz del
bosque, prevaleciendo en esos territorios hasta nuestros dias, incluso después de la abolicién

oficial de la esclavitud.!3

En la parte norte, a lo largo de los Rios Trombetas, Erepecuru, Cuminan y Acapu, que son
afluentes de la Cuenca del Rio Amazonas, se albergan varios quilombos, entre los cuales se
encuentran Boa-vista y Varre Vento (Figura 9), comunidades que pertenecen a la
municipalidad de Oriximind,* donde se realizaron las colectas del material vegetal utilizado

para la realizacién de este trabajo.

Figura 9. Mapa de la region norte de Brasil, donde se encuentran los Estados
de Para, Amapa, Roraima y Amazonas, entre otros. Los puntos verdes
indican los sitios en que se recolecto el material vegetal.

25



Oriximina es un municipio localizado en el estado de Para; colinda al norte con Surinam,
Guyana y la Guyana Francesa, al sur y este con las ciudades de Faro, Juruti y Obidos, y con los
estados de Amazonas y Roraima al oeste. Tiene un area de 107,603 km? y es la segunda
municipalidad mas grande en extensidn en Brasil. Esta municipalidad ampara treinta y tres
comunidades quilombolas conocidas hasta ahora, mismas que se dividen en ocho territorios
(Agua Fria, Boa Vista, Trombetas, Erepecuru, Alto Trombetas, ]amari/Ultimo Quilombo,

Moura y Ariramba), que albergan a mas de 600,000 habitantes.1>

Figura 10. Quilombo de Varre-Vento, municipalidad de Oriximina, Par3, Brasil.
Fotografia: Rogelio Pereda Miranda, 2015.
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Muchas de estas comunidades quilombolas siguen en pleno contacto con la biodiversidad
natural de la regién amazodnica, lejos del area urbana de Oriximina (Figura 10). Su estrecho
contacto con la naturaleza durante siglos, el conocimiento formado por un conjunto de
tradiciones indigenas, africanas y europeas (portuguesas) y su aislamiento geografico, han
permitido la acumulaciéon de un vasto conocimiento de las plantas medicinales a los
miembros de estas comunidades;1>16 dichos conocimientos son preservados y llevados a la
practica por las matriarcas quilombolas (Figura 11), quienes tienen un importante papel en
la difusion y cumplimiento de las costumbres en la comunidad, asi como en los aspectos

religiosos y de la salud.

Figura 11. Matriarca del quilombo de Varre-Vento (Doiia Ana Maria Santos Souza)
haciendo una demostracion de la inhalacion del humo que se genera por
calentamiento de las oleorresinas (brea) obtenidas a partir de diversas especies
de burseraceas. Fotografia: Rogelio Pereda Miranda, 2015.
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Colecta de la jalapa (“batata de purga”).

El temor de los lugarefios al abuso de la explotacion forestal a gran escala, propicia cierto
grado de hermetismo de las comunidades quilombolas, hecho que se ve reflejado en la
implementacion de diversas politicas que gestionan aspectos territoriales y ecoldgicos, que
limitan el acceso a diversos productos naturales (entre ellos, la castafia, la brea y la “batata
de purga”); por otro lado, dichas comunidades no son de facil acceso, solamente a través de

transporte fluvial, lo que supone cierto aislamiento geografico.

Figura 12. Matriarca del quilombo de Varre-Vento mostrando la raiz de jalapa,
“batatao” (Operculina hamiltonii), colectada en los matorrales del bosque
tropical que rodean a su comunidad a orillas del rio Trombetas. Fotografia:
Rogelio Pereda Miranda, 2015.
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Para mantener una economia que propicie el aislamiento a la entrada de extranos a sus
comunidades, la compra-venta de diversos articulos de consumo y productos naturales se
realiza en la Ciudad de Oriximina, donde sucede el encuentro de diferentes localidades
riberefias y otros grupos étnicos.13 En el caso particular de esta investigacion, se emprendid
la busqueda de informantes que fueran respetados por los miembros de la comunidad
(Figura 12), tales como coordinadores, agentes de salud, matriarcas y/o personas
especialistas en el uso de plantas medicinales e infusiones (parteras, curanderos, etc.),
quienes compartieron sus conocimientos y brindaron su ayuda para la recolecta de las
muestras vegetales e identificacion de las mismas por su nombre popular y sus usos
medicinales, a través de entrevistas organizadas por los miembros de la expedicién con los

informantes quilombolas (Figura 13).

Figura 13. Las entrevistas con los informantes quilombolas se realizaron
en la escuela primaria de la comunidad. En la foto, el Dr. Danilo Ribeiro de
Oliveira, miembro cientifico de la expedicion. Fotografia: Rogelio Pereda
Miranda, 2015.
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Productos fitoterapicos comerciales.

Los mercados populares, ya sea al aire libre o en establecimientos comerciales, consisten en
varios locales que incluyen uno o mas negocios dedicados a la venta de plantas y productos
medicinales. A menudo, la gente asiste no sélo a comprar, sino a socializar e intercambiar
informacién respecto al uso ornamental y medicinal de diversos productos vegetales,
especialmente de plantas medicinales por el bajo costo de ellas respecto a los medicamentos
de patente, aunado a la idea errénea de que los productos herbolarios no causan efectos
secundarios. Esto representa una actividad de suma importancia para las diversas
comunidades riberefias, dadas las dificultades que tienen para acceder a los sistemas de
salud.l” Las comunidades del norte y noreste de Brasil no son la excepcién, pues las
interacciones en la venta de plantas medicinales en los mercados conforman un sistema de
salud informal, abierto y dindmico (Figura 14), en el que el conocimiento empirico referente
al uso de estos productos proviene de varias fuentes y cuya transmision ocurre en forma oral

principalmente, perpetuando esta valiosa informacién cultural y biol6gica de la comunidad.18

Figura 14. Locales expendedores de hierbas, raices, productos medicinales de origen
vegetal y “mandingas” (pdcimas de plantas), ubicados en el Mercado Municipal “Ver-o-
Peso” en Belém, Edo. de Par4, Brasil. Fotografias: Rogelio Pereda Miranda, 2015.
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Muchos productos fitoterapicos se conocen y utilizan ampliamente en la cultura brasilefia y
cuentan con una larga historia de uso. Tal es el caso de las Pildoras de Vida del Dr. Ross y las
Pildoras de Mattos (Fortaleza), cuya propaganda garantizaba la mitigacién del dolor de
cabeza y nerviosismo, ademads de curar diversas afecciones estomacales (Figura 15-A). De
acuerdo con los fabricantes, las pildoras eran hechas a partir de jalapa, “batata de purga”,
como su principal principio fitoterapéutico.!® Actualmente, ambas empresas han cerrado sus
puertas; sin embargo, siguen a la venta algunas versiones de éstas. Otra formulacién es Tiro
Seguro (1936) que, segun el fabricante, tiene accion vermifuga, siendo eficaz en la

eliminaciéon de lombrices intestinales y otros parasitos (Figura 15-B).20
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Figura 15. Carteles promocionales de antiguos medicamentos fitoterapicos brasilefios
que originaron a numerosos productos que se comercializan en la actualidad.
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En la actualidad, existe una amplia variedad de productos comerciales fitoterapéuticos que
afirman contener la jalapa de Brasil en sus formulaciones (Figura 16). En los mercados
municipales y en diversos establecimientos herbolarios ubicados al norte del territorio
brasilefio, se ofrecen para su comercializacion desde tubérculos -completos, en rodajas o
pulverizados-, hasta formulaciones hidroalcohdlicas y pildoras, a partir de la droga
pulverizada y comprimida o de sus resinas, elaboradas en algunos casos por laboratorios

farmacéuticos establecidos.

La tintura de O. hamiltonii, popularmente conocida como la “tintura de jalapa”, se emplea en
el noreste de Brasil para tratar la constipacion intestinal y el accidente vascular encefalico.
Esta tintura tiene un bajo costo y diversas presentaciones (Cuadro 3) que se utilizan
ampliamente en forma indiscriminada por personas con estrefiimiento. Estudios preclinicos
examinaron la accién laxante de la tintura de jalapa comercializada por la Industria
Farmacéutica Sobral en ratones mediante la prueba de motilidad intestinal, confirmando la
actividad farmacoldgica en el modelo utilizado.2! En un estudio de toxicidad cronica
posterior, se observd que el extracto hidroalcohdlico es seguro cuando se administra
oralmente (13 dias), ya que no afecté los perfiles bioquimicos y hematoldgicos en ratas
Wistar.22 Un estudio clinico reciente evaluo la toxicidad de la tintura Sobral en pacientes con
constipacion intestinal funcional. Esta investigacion consistié en un ensayo clinico de doble
ciego, aleatorio y controlado por un placebo. El estudio se realiz6 en tres fases:
pretratamiento, tratamiento y postratamiento; cada fase con una duracion de siete dias. Se
monitoreo la presion arterial, la frecuecia cardiaca, el peso corporal, las reacciones adversas
y las funciones hematoldgica, metabolica, hepatica y renal. Cuarenta pacientes fueron
seleccionados en forma aleatoria para recibir la tintura y 43 pacientes para recibir el placebo.
Se encontraron diferencias estadisticas en los resultados clinicos entre los grupos, pero a
pesar de esto, estas variaciones no se consideraron clinicamente significativas. Las
reacciones adversas se consideraron de poca importancia, especialmente, la cefalea, el
mareo, el dolor abdominal y la nausea. Este ensayo clinico confirmé la inocuidad da la tintura
Sobral en la forma farmacéutica y dosificacién recomendada por la industria fabricante (Ver

Cuadro 3).23.24
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Figura 16. Raiz de jalapa brasilefia: droga cruda, polvos y fitofarmacos. A) Tubérculos
completos; B) Tubérculos secos en rodajas; C) polvos de "batatiao” y "jalapa”, de venta
en un mercado local; D) jarabes y extractos hidroalcohélicos; E) Pildoras. Todos los
productos fueron adquiridos en el Mercado Municipal 2000, Santarém, Par4, Brasil
en septiembre de 2015 (Fotografias: Rogelio Pereda Miranda).
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En el presente proyecto de investigacion, se trabajo con diversos productos comerciales,

incluyendo formulaciones que consisten en extractos hidroalcohdlicos y pildoras. En cada

caso, el fabricante respectivo informa el contenido del producto, asi como la dosis

recomendada para lograr el efecto deseado. En el Cuadro 3, se presenta la informacién

relacionada con cada uno de los productos, incluyendo las muestras de las drogas crudas (en

rodajas o pulverizada), asi como una imagen de las presentaciones comerciales adquiridas

para su analisis cromatograficos.

Cuadro 3. Productos fitoterapicos comerciales utilizados en el presente trabajo.

Producto Contenido Dosis Efecto
Droga cruda
5 g disueltos en 1 taza Laxante,
de agua), 2 veces al hemostatico

“Batata de purga” en rodajas
(O. hamiltonii)

“Batata de purga” en polvo
Tapioca de batatdo
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dia.

10 g disueltos en 1
taza de agua)

2 g disueltos en una
taza de agua

2 cucharadas
disueltas en una taza
de agua

1 cucharada disuelta
en una taza de agua
(antes de acostarse)

Purgante drastico

Purgante

Purgante drastico
en caso de
hidropesia

cardiaca o renal,
congestion,
inflamacion,
hemorragia
cerebral y
pulmonar.

Laxante



Pildoras Maciel

FTOTER(MQ

AR ] Q
: )

Tiro Seguro

Jalapa (72.6 mg)
Aloe ferox (36.14 mg)
Rheum palmatum (1.08 mg)
Excipiente c.b.p. (120.0 mg)

Tintura de jalapa
(0. hamiltonii)

“Batata de purga”
“Sumo de mastruz”
(Dysphania ambrosioides)
“Sumo de mastruz indiano”
(Lepidium virginicum)
“Meldo de Sao Caetano”
(Momordica charantia)
“Horteld miudo”
(Mentha piperita)
Propdéleo y miel

Goma de “batata de purga”
Yoduro de potasio
“Laranja-amarga”
(Citrus aurantium)

"Caroba” (Jacaranda procera)

35

1-3 afios, 1 pildora
4-12 afios, 2 pildoras

Adultos, 3 - 5 pildoras

Sélo adultos:
15 mL

30-45 mL

Después de la
comida:

Nifios, 15 mL

Adultos, 30 mL

Nifios, 15mL (mafiana
y noche)
Adultos, 30 mL
(mafiana y noche).

Laxante
Laxante

Laxante -
Purgante

Laxante

Purgante

Vermifugo

Indicado para
depurar la sangre,
disenteria,
diarrea, para
efecto purgante,
reumatismo y
problemas de piel.
Auxiliar en
problemas
ginecoldgicos.



OBJETIVOS

Objetivo general.

Obtener el perfil cromatografico de diversas preparaciones fitofarmacéuticas preparadas a

partir de la “batata de purga” o “raiz de jalapa brasilefia”, asi como muestras de material

auténtico (drogas crudas) recolectadas en la zona norte de Brasil, mediante la utilizacién de

la cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de masas (HPLC-ESIMS) como la

técnica analitica para la determinacion cualitativa de la identidad fitoquimica del contenido

presente en cada una de las muestras analizadas.

Objetivos particulares.

1.

Realizar la derivatizaciéon de las quince muestras que se utilizaron en el presente
analisis, proceso que consiste en la hidroélisis basica de éstas, seguida de la

peracetilacion de cada una de ellas.

Obtener el perfil cromatografico mediante HPLC y monitoreado por indice de
refraccion a nivel analitico de las quince muestras de estudio, con la finalidad de
realizar una observacion preliminar de la existencia de los acidos glicosidicos

constitutivos de las resinas glicosidicas.

Obtencidén del espectro de masas de baja resolucion de cada una de las fracciones,
utilizando variaciones en el voltaje para detectar las especies [M + Na]* y los patrones

de fragmentacion caracteristicos para la seleccion de iones diagndsticos.

Realizar el analisis en la cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de
masas (HPLC-ESIMS) de cada una de las muestras derivatizadas y, mediante la
comparacién de su perfil cromatografico e iones diagndsticos, realizar la
identificacién cualitativa del material vegetal (droga cruda) presente en cada una de

ellas.
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CAPITULO II. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Adquisicion de las muestras analizadas.

El presente trabajo consistid en el estudio cromatografico (HPLC) de quince muestras, todas

adquiridas en el mes de septiembre de 2015.

Los preparados herbolarios (tinturas y pildoras) y las muestras comerciales pulverizadas de
raices (jalapa, “p6 de batatdo” y “tapioca de batatdo”), se adquirieron en tres diferentes

Mercados Municipales del estado de Par4, Brasil, ubicados en:

1) Belém (Figuras 17);
2) Santarém (Figura 18);
3) Oriximina (Figura 19).

Las drogas crudas se colectaron en tres lugares diferentes del norte de Brasil:

1) Varre-Vento, Oriximing, Para (comunidad quilombola);
2) Ruropolis, Para (adquirida en mercados locales);

3) Floriano, Piaui (proporcionada por la Industria Farmacéutica Sobral).

Figura 17. Locales comerciales expendedores de plantas medicinales en el Mercado
Municipal “Ver-o-Peso” de Belém, Para, Brasil. Fotografias: Rogelio Pereda Miranda,
2015.
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Figura 18. Mercado 2000, Santarém, Para, Brasil.
Fotografias: Rogelio Pereda Miranda, 2015.

Figura 19. Mercado Oriximina, Oriximina, Para, Brasil.
Fotografias: Rogelio Pereda Miranda, 2015.
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Las muestras auténticas de O. hamiltonii fueron proporcionadas por la Industria
Farmacéutica Sobral. El Cuadro 4 contiene la lista de los productos analizados y una breve

descripcion de los mismos, asi como la clave con la cual se identificé a cada uno de ellos.

Cuadro 4. Muestras comerciales y drogas crudas analizadas mediante HPLC.

Muestra Nombre de la muestra Descripcion
1 “Tapioca de batatao” Material pulverizado comercializado
2 “P6 de batatao” Material pulverizado comercializado
3 Quilombos Muestra colectada en el campo
4 Jalapa auténtica Rio Material vegetal auténtico pulverizado
5 Droga cruda Sobral Raiz proporcionada por la Industria Sobral
6 Jalapa 2000 Material pulverizado comercializado
7 Rurépolis Muestra colectada en el campo
8 Fortaleza Droga cruda en rodajas
9 JAD Florianépolis Extracto lipofilico de droga cruda
10 JAD Rio Extracto lipofilico de droga cruda
11 Oriximina Droga cruda en rodajas
12 “Pilulas” Maciel Pildoras
13 Tintura de jalapa Sobral Extracto hidroalcohdlico comercial
14 Tiro Seguro Extracto hidroalcohdlico comercial
15 “Batatao Hypdlito” Extracto hidroalcohélico comercial

Extractos organicos.

En el caso de las muestras vegetales, se realiz6 una maceracién exhaustiva con una mezcla
de diclorometano-etanol en proporcién 1:1. El producto de extraccién se filtré y concentré a
sequedad a una temperatura menor a 40 °C y presién reducida. Las muestras liquidas y las

pildoras trituradas se utilizaron de manera directa en los procesos de derivatizacion.
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Derivatizacion de las muestras.

La derivatizacion de las resinas glicosidicas contenidas en cada uno de los extractos se inicid
con la hidrdlisis basica, seguida de una peracetilacion, con la finalidad de facilitar la
separacion y completa resolucién de las mezclas en HPLC.7 A continuacion, se describen

brevemente ambos procedimientos:
a) Hidrolisis basica.

Para los extractos hidroalcoholicos, se tomaron 30 mL de muestra y se adicionaron 1.5 g de
hidréxido de potasio. En el caso de las muestras sélidas, se agreg6 un volumen determinado
de una solucion de KOH 5%. Dicha mezcla de reaccién, se mantuvo en reflujo a una
temperatura de 96 °C y con agitacién constante durante cuatro horas. Posteriormente, se
ajusté a 5 el pH de la mezcla de reaccién, mediante la adicién de una solucién de acido
clorhidrico 4 M y se realizaron tres extracciones con diclorometano. Se reservo la fase
organica y se llevd a cabo una segunda serie extractiva con n-butanol; la fase butandlica se
lavé por duplicado con agua desionizada, con la finalidad de eliminar las sales formadas y se
llev6 a sequedad, obteniendo asi la mezcla de acidos glicosidicos presentes en cada una de

las muestras.
b) Peracetilacion.

Al producto de hidrdlisis obtenido, se agregé la cantidad necesaria de una mezcla de
piridina/anhidrido acético en proporcion 2:1. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion
constante durante 48 horas; posteriormente, se agregd un volumen equivalente de agua
helada. Para el aislamiento del producto peracetilado, se realiz6 una serie de tres
extracciones con acetato de etilo como disolvente extractivo y se reservo la fase organica.
Acto seguido, dicha fase se lavo por duplicado con una disolucién de acido clorhidrico 1M;
para neutralizar, se realizaron dos lavados con una solucion saturada de bicarbonato de sodio
y, para la eliminacion de las sales formadas, se lavé por duplicado con agua desionizada. Por
ultimo, se secé con sulfato de sodio anhidro y se llevé a sequedad, obteniendo asf el producto

de peracetilaciéon. Posteriormente, se analizaron las mezclas de reaccién obtenidas después
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de la derivatizacion para cada uno de las muestras analizadas mediante cromatografia en

capa fina.

Perfiles cromatograficos en HPLC.

Se realizaron diversos ensayos encaminados a la determinaciéon de las condiciones
adecuadas de trabajo, tales como la seleccion del vehiculo de inyeccién (de acuerdo con
solubilidad), la concentracion de la muestra y la preparacion de fase mévil (proporcion
acetonitrilo-agua). En el Cuadro 5, se muestran los parametros de trabajo utilizados para la

obtencién de todos los perfiles cromatograficos analizados.

Cuadro 5. Condiciones instrumentales para el analisis mediante HPLC.

Parametro Especificaciones

Equipo Detector de indice de refraccion, Mod. RI-4030;
Bomba Mod. PU-4086; Marca Jasco.

Columna Analitica C-18, fase reversa (octadecilsilano),
Marca Shiseido, Mod. MGII.

Fase movil Mezcla acetonitrilo-agua (9:1)
Vehiculo de muestra Metanol.

Flujo 0.400 mL/min

Concentracion de muestra 1 mg/20 uL

Volumen de inyeccion 20 uL

Tiempo de analisis 60 minutos, ensayos por triplicado.

Temperatura interna del equipo | 40 °C

Elucion [socratica.

Por otro lado, cabe destacar que el perfil cromatografico de cada muestra se realizé por
triplicado, por lo que los tiempos de retencién descritos hacen referencia a un promedio de

dichos ensayos, asi como una desviacion estandar asociada al mismo. Estas condiciones
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cromatograficas permitieron la resoluciéon de la muestra 6 (raiz de jalapa pulverizada y
comercializada como “jalapa” en el Mercado Municipal 2000, Santarém, Para) a nivel
preparativo para contar con los derivados peracetilados correspondientes a los acidos
glicosidicos mayoritarios que pudieran utilizarse como controles para el analisis de todas las
muestras comerciales. Las condiciones instrumentales de trabajo a nivel preparativo
consistieron en los siguientes parametros: columna C-18 (19 x 300 mm, 7 p); fase movil:
CH3CN/H20 (9:1), flujo: 8.0 mL/min; detector: IR; volumen de inyeccion de la muestra: 500
uL (50 mg/500 pL).

Analisis por HPLC-ESIMS.

Cada una de las muestras problema se analizaron por HPLC-MS. Se emple¢ la técnica de
ionizacién mediante electrospray en un equipo Agilent Technologies, equipado con una
bomba binaria de la serie 1260 Modelo G1312B9 acoplada a un espectrémetro de masas tipo
triple cuadrupolo Modelo Agilent 6410 (Figura 20), ajustado para colectar datos de m/z 50
a 1650. El voltaje para la ionizaciéon en modo positivo fue de 100 V, con nitrégeno como gas
nebulizador a 50 psi con un flujo de 12 L/min, temperatura 350 °C, voltaje del capilar, 4 kV.
Para el segmento de cromatografia de liquidos, se utilizé una columna Agilent C-8 Modelo
G1316A (3.0 x 150 mm x 3.5 um); la velocidad de flujo se llev6 a 0.3 mL/min con fase mévil
que consistio en CH3CN-H20 previamente acidificada con acido formico 0.1%, comenzando
con un 60% de CH3CN hasta incrementarlo linealmente a 100% en un lapso de 30 minutos.
Para la preparacion de la muestra, ésta se disolvié en MeOH acidificado con acido formico
0.1%, para obtener una concentracion final de 3 mg/mL y se inyect6 un volumen de 150 pL.
Se determind la presencia de los acidos glicosidicos utilizados como muestras auténticas
mediante la comparacion de los tiempos de retencién, valores de m/z para la molécula

cationizada [M+Na]* y el patron de fragmentacién en el espectro de masas generado.2!

42



Analisis espectrométrico.

Para los espectros de baja resolucion se utiliz6 un equipo LC/MSMSn LCQ Fleet (Thermo
Scientific) equipado con una bomba cuaternaria de la serie LPG (Modelo 3400RS) acoplada a
un espectrometro de masas tipo trampa iénica (modelo LCFleet) ajustado a una deteccién de
m/z de 15 a 4000 a una resolucién maxima de 12,500 a la m/z 50-2000. Se utilizé un equipo
LQT XL Orbitrap (Thermo Fisher) en el modo de inyeccion directa para registrar los valores
de m/z para cada uno de los acidos glicosidicos purificados de la muestra 6 (raiz de jalapa
pulverizada adquirida en el Mercado 2000): voltaje de nebulizacion, 6 KV; temperatura del
capilar, 350 °C; voltaje del capilar, 35 V. Cada muestra (1 mg) se disolvié en 1 mL de MeOH y
250 uL se diluyeron con 100 uL de una mezcla MeOH-H20 (9:1, v/v) acidificada con acido
formico 0.1% para facilitar el proceso de ionizacion y se inyectaron directamente en la fuente
de ESI. Cada muestra se analizé en un escaneo continuo, en un rango de m/z de 100-3000,
bajo las siguientes condiciones experimentales: tiempo de inyeccién maximo de 500 ms, un
micro escaneo cada 1.9 s, resolucion maxima de 100, 000 ala m/z 400, temperatura de capilar
de 270 °C y voltaje de 37 V, nitrégeno como gas nebulizador a un flujo de 5 unidades

arbitrarias y un voltaje aplicado a la aguja de 3.5 kV.

Figura 20. HPLC-MS con analizador de masa triple cuadrupolo,
Modelo Agilent 6410.
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos organicos y derivatizacion.

Las muestras fueron sometidas a un proceso de derivatizacion y, en el Cuadro 6, se presentan
las cantidades del material de partida, asi como de los productos de hidroélisis basica

(saponificacion) y peracetilacion de cada una de las muestras.

Cuadro 6. Cantidades obtenidas en los procesos de derivatizacion a partir de las
muestras analizadas.

Muestra Cantidad de Cantidad Producto Cantidad Producto
partida (g) | saponificada (g) = hidrolizado (mg) | acetilada (mg) = acetilado (mg)

1 7.90 4.32 560.3 196.9 279.3
2 1.26 0.53 32.8 24.6 29.5

3 80.50 1.06 70.0 65.6 46.5

4 50 2.0 29.2 29.2 25.6

5 211.30 2.40 90.4 65.0 110.7
6 48.80 2.83 1072 996.0 1231
7 222.20 2.24 97.1 323.0 63.7

8 1.65 1.00 94.4 30.6 326

9 100 100 4.2 4.2 2.1
10 110 110 6.2 6.2 3.8
11 131.30 1.75 281.9 174.4 132.9
12 3.64 3.64 8.6 8.6 6.7
13 30 (mL)* 30 (mL) 29.2 29.2 18.5
14 30 (mL)* 30 (mL) 5.7 5.7 4.9
15 30 (mL)* 30 (mL) 67.7 67.7 50.5
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Cromatografia en capa fina (CCF).

Con la finalidad de realizar una comparacién preliminar de cada una de las muestras que
corresponden a las drogas crudas (colectada y productos pulverizados comercializados), se
utilizaron los productos derivatizados y se compararon mediante CCF fase normal, con una
muestra auténtica de la raiz de jalapa (0. macrocarpa) también saponificada y peracetilada,
mediante un sistema de elucién CH2Cl2:CH30H en proporcion 95:5. La identidad de cada una
de las muestras, de acuerdo al orden utilizado en la cromatografia, se describe a continuacién

(Figura 21):

Raiz de jalapa pulverizada y comercializada como la “tapioca de batatao”;
Raiz de jalapa pulverizada y comercializada como el “P6 batatao”;

Material vegetal (0. hamiltonii) colectado en Varre-Vento, Oriximing, Par4, Brasil;

B N

Material vegetal auténtico de 0. macrocarpa obtenido del Dispensario de la Coleccion

Farmacognostica de Drogas y Productos Herbolarios, Universidad Federal de Rio de

Janeiro;

5. Muestra auténtica de 0. hamiltonii, proporcionada por la Industria Farmacéutica
Sobral;

6. Raiz de jalapa pulverizada y comercializada como “jalapa” en el Mercado Municipal

2000, Santarém, Par3;

7. Material vegetal (0. hamiltonii) colectado en Rurépolis, Para.

Este analisis demostr6 que todas las muestras contienen componentes con valores cercanos
de Rf. Este resultado sugiere una similitud entre ellas en la composiciéon de sus acidos
glicosidicos; sin embargo, es posible diferenciar variaciones en la polaridad de los
componentes mayoritarios entre las Muestras 6 y 4, por lo que puede inferirse que esta
ultima presenta nucleos oligosacaridos de mayor polaridad en la composicion de sus resinas

glicosidicas.
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Figura 21. Analisis mediante cromatografia en capa fina de la fraccion saponificada y
peracetilada de las resinas glicosidicas obtenidas a partir de algunos de los
productos comerciales y de las drogas crudas enteras y pulverizadas.

Perfiles cromatograficos en HPLC.

Se obtuvo el perfil cromatografico a nivel analitico de todas las muestras por triplicado, con
la finalidad de comprobar la reproducibilidad de los resultados. A continuacion, se ilustran
los cromatogramas de liquidos obtenidos para cinco muestras representativas (Figuras 22 -
25), donde se indican los picos mayoritarios observados; para cada tiempo de retencidn (tr),
se calculd el valor promedio, asi como la desviacidn estandar asociada a dichos valores (ver

Anexo A).
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7000 Muestra 5. Droga cruda Sobral®.
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3 109 109 109 109 = 0.0
4 118 11.8 118 118 + 0.0
5 124 125 124 124 = 0.1
6 134 135 135 135 = 0.1
7 247 246 246 246 * 0.1

Figura 22. Cromatograma de liquidos obtenida a partir de la Muestra 5 (droga cruda
proporcionada por la Industria Sobral®) y tiempos de retencion.
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Figura 23. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 6 (raiz de

jalapa pulverizada y comercializada como jalapa) y tiempos de retencion.
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H Muestra 11. Droga cruda del mercado de
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Figura 24. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 11 (droga cruda
en rodajas) y tiempos de retencion.
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Muestra 13. Tintura de jalapa Sobral®.
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Figura 25. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 13 (Tintura de
Jalapa Sobral®, preparacion herbolaria comercial) y tiempos de retencion.
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Fraccionamiento de la Muestra 6.

Tras realizar una comparacién de los cromatogramas obtenidos, se observo que la jalapa del
Mercado 2000, identificada como Muestra 6, guarda una menor complejidad y una similitud
cromatografica con la mayoria de las muestras analizadas en la composicion de sus acidos
glicosidicos de menor polaridad. Estudios preliminares permitieron la caracterizacién de los
cinco constituyentes mayoritarios. 25-27 El fraccionamiento se realizé mediante HPLC-indice
de refraccion a nivel preparativo, con el propoésito de resolver la mezcla de acidos glicosidicos
en forma de derivados peracetilados (Figura 26) mediante la técnica de corte de nucleo.
Como resultado de este fraccionamiento, se logr6 aislar cinco fracciones de menor
complejidad (F1-F5), a partir de las cuales, se purificaron los constituyentes mayoritarios

mediante reciclaje de muestra.

Estudios de RMN permitieron confirmar la identidad quimica de cada uno de los picos, entre
los cuales se encuentran los acidos operculinicos A (fraccién F2) y B (fraccién F1).25 El &cido
operculinico A esta compuesto de una unidad de D-fucosa, una unidad de D-glucosa y tres
unidades de L-ramnosa y representa el nucleo oligosacarido que con mayor frecuencia se ha
descrito en las resinas de las convolvuldceas, como un constituyente de las especies
Operculina macrocarpa, I. intrapilosa, I. stolonifera, 1. leptophylla, Quamoclit pennata,
Merremia hungaiensis y Merremia mammosa.* La diferencia con el acido operculinico B es la
presencia de una unidad de D-glucosa en lugar de la D-fucosa presente en los glicolipidos
derivados del 4cido operculinico A. El analisis de los espectros de RMN 1H y 13C de los picos
restantes permitié obtener informacion general acerca de la estructura de los constituyentes
mayoritarios, indicando que la fraccién F3 presenta el mismo nucleo oligosacarido que el
acido operculinico B. La comparacion de los espectros RMN 13C en la regidn alifatica entre el
compuesto mayoritario de la fraccién 6 y el acido operculinico A peracetilado, este ultimo
con una aglicona que corresponde al acido jalapindlico (11S-hidroxi-hexadecanoico),
comprobd que el acido glicosidico peracetilado purificado a partir de la fraccidon F3 presenta
una aglicona diferente, ya que consta de una cadena hidrocarbonada de 17 atomos de
carbono (Figura 27).26 Esta informacién concuerda con la férmula molecular calculada

mediante el valor de m/z para el cation [M+Na]* de esta fraccion. En el Cuadro 7, se resume
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la informacién obtenida mediante espectrometria de masas en el modo de ionizacién por
electrospray para cada una de las fracciones. Para las fracciones F4 y F5 se procedi6 de la
misma forma y las evidencias espectroscopicas (RMN) y espectrométricas (Cuadro 7)
confirmaron que ambos constituyentes también comparten el mismo nucleo oligosacarido
del acido operculinico peracetilado y su unica diferencia radica en la longitud de la cadena
alifatica de la aglicona, es decir, una cadena hidrocarbonada de 17 atomos de carbono para

la fraccién F4 y una de 18 atomos para la fraccion F5.27
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Figura 26. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo de la mezcla de acidos
glicosidicos peracetilados, obtenida a partir de la muestra 6 (raiz de jalapa
pulverizada y comercializada como “jalapa”).

Cuadro 7. HPLC acoplado fuera de linea con ESIMS.

tr (min) ESIMS [M+Na]* m/z  Derivado peracetilado: Formula Molecular
(F1) 13.0 1603.64565 Acido operculinico B: C72H10803s

(F2) 15.5 1545.63928 Acido operculinico A: C70H106036

(F3) 20.5 1617.65308 Acido operculinico B + CHz: C73H110 O3s

(F4) 26.2 1559.65173 Acido operculinico A + CHz: C71H108036

(F5) 31.5 1573.66748 Acido operculinico A + 2CHz: C72H110036
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Figura 27. Acidos glicosidicos constitutivos mayoritarios de las resinas glicosidicas de
la jalapa brasilefia (0. Hamiltonii: Muestra 6, jalapa pulverizada; Mercado Municipal
2000, Santarém, Para) donde: A) la fraccion F2 presenta una aglicona de Ci16 (acido 12S-
hidroxihexadecanoico); B) la fraccion F4 presenta una cadena de C17 (acido 12S-
hidroxiheptadecanoico); y C) la fraccion F5 una aglicona de Cis (acido 12S-
hidroxioctadecanoico).

Analisis por HPLC-ESIMS.

En un estudio previo, se utiliz6 la cromatografia de liquidos para la generacion de perfiles
cromatograficos que permitieron la identificacidn de los acidos glicosidicos constitutivos de
las tres principales especies que constituyen el complejo de plantas purgantes de la raiz de
jalapa mexicana.” La saponificacion de los extractos totales preparados a partir de las drogas
crudas fue la estrategia utilizada y los cromatogramas generados distinguieron las tres
jalapas mexicanas con mayor uso en la medicina tradicional de nuestro pais: I purga, la
auténtica “raiz jalapa”, produjo dos nuevos hexasacaridos de los acidos convolvulinélico
(acido 11S-hidroxitetradecanoico) y jalapinolico (acido 11S-hidroxihexadecanoico), los
acidos purgicos A y B, respectivamente. El acido escamonico, un tetrasacarido del acido

jalapindlico, se identificé en I orizabensis conocida como la escamonea mexicana o falsa
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jalapa y el acido operculinico B, se identificé en I stans.” Esta aproximacién, utilizando la
saponificacion para la simplificacién de las complejas mezclas de resinas glicosidicas
mediante la obtenciéon del acido glicosidico mayoritario o los acidos glicosidicos
constitutivos, también permiti6 en la presente investigacidon identificar a los derivados
peracetilados que sirvieron como marcadores (muestras de control) para el control de
calidad de los preparados fitofarmacéuticos a base de la droga cruda de la especie O.

hamiltonii, 1a raiz de jalapa brasilefia.

Previamente, también se utiliz6 como método analitico a la cromatografia de liquidos
acoplada fuera de linea a la espectrometria de masas HPLC-MS (FAB y ESI) para la
identificacion de nuevos constituyentes de las resinas glicosidicas obtenidas del extracto
metanolico de la especie I. alba.28 En esta ocasidn, se demostrd que el cambio en el voltaje
paralaionizacion de las resinas glicosidicas, permitia la deteccion de las especies protonadas
[M + H]* y cationizadas [M + Na]*de los analitos a voltajes bajos, en tanto que el empleo de
voltajes altos generaba una fragmentacién profusa que permitio6 la detecciéon de fragmentos
de bajo peso (m/z) facilmente registrables por sus elevadas abundancias relativas en la

corriente idnica total.

Con base en dichos resultados de nuestro grupo de investigacion, los perfiles cromatograficos
realizados mediante la técnica analitica acoplada de HPLC-IR permitieron distinguir
multiples similitudes entre las muestras; sin embargo, no fue posible asegurar que los picos
con tiempo de retencion semejantes, correspondieran a los acidos glicosidicos encontrados
en la Muestra 6. Por lo anterior, se realizé un estudio mediante HPLC-ESIMS pues, a través de
los espectros de masas seria posible identificar cada uno de los constituyentes mayoritarios,
debido a que se disponia de las muestras auténticas de los acidos glicosidicos constitutivos

de la jalapa brasilefia con flores amarillas (Muestra 6).

El cromatograma generado mediante HPLC-ESIMS se ilustra en la Figura 28-A, mismo que
mostré una estrecha similitud con el obtenido mediante HPLC-IR a nivel analitico (Figura
23) y preparativo (Figura 26), aun cuando los tiempos de retencién no son los mismos pues,

en este caso, la eluciéon no se realizé en modo isocratico, aunado a las diferencias en los
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soportes utilizados para las fases estacionarias en cada anadlisis. Esta modificacién en la
elucion al emplear un gradiente permitié una excelente resolucién en un tiempo
relativamente corto (20 min). Para cada una de las muestras analizadas, se realizé el mismo
procedimiento; sin embargo, debido a que el equipo utilizado con un analizador de masas
triple cuadrupolo de baja resolucién operado con una resolucién de masa unitaria sélo
permitié el registro de datos de m/z en el intervalo de 50 a 1650 unidades de masa/carga, se
utilizé un voltaje de ionizacion alto para inducir la fragmentacion de los iones [M+Na]* y
obtener iones de m/z pequefios y con una abundancia relativa del 100 %, a partir de los
cuales fue posible identificar cada uno de los picos mayoritarios generados en dicha muestra,
mismos que se consideraron como fragmentos diagndésticos. En la Figura 28, se muestran los
tiempos de retencion correspondientes a los mencionados fragmentos (A), asi como la

deteccion de éstos en una de las muestras de material vegetal crudo (B).

x10! 2
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21 112 2 B
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Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figura 28. Cromatograma de liquidos de la Muestra 6 (A) y de la Muestra 11 (B),
obtenidos mediante HPLC-MS.
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A continuacién, se presentan los valores de masa/carga detectados para la molécula
cationizada [M+Na]* (MS trampa idnica mediante aspersion directa) y los fragmentos
diagnoésticos (HPLC-MS cuadrupolo, baja resolucidn) asociados a cada una de las fracciones
identificadas en la Muestra 6 (Figuras 29-33), asi como la relacion m/z obtenida en cada

método respecto a los nuevos tiempos de retencion (Cuadro 8).

Cuadro 8. Relacion de valores m/z obtenida en HPLC-ESIMS para cada fraccion.

Fraccion tr (min) @ m/z [M+Na]* (trampa iénica) @ m/z (triple cuadrupolo)

F1 15.80 1603.93 254.20
F2 16.90 1545.13 280.20
F3 17.60 1617.65 256.30
F4 18.10 1559.64 282.30
F5 19.20 1573.67 486.30
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Figura 29. Espectro de masas generado a partir de la fraccion F1 con un tiempo de
retencion de 15.80 min.
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Figura 30. Espectro de masas generado a partir de la fraccion F2 con un tiempo de
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Figura 31. Espectro de masas generado a partir de la fraccion F3 con un tiempo de

retencion de 17.60 min.
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Figura 32. Espectro de masas generado a partir de la fraccion F4 con un tiempo de
retencion de 18.10 min.
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Figura 33. Espectro de masas generado a partir del pico 5, con un tiempo de
retencion de 19.20 min.
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De esta forma, se analizé el patron de fragmentacion de los picos obtenidos en cada una de
las muestras y se compararon con los iones diagndstico detectados a partir de la Muestra 6.
En el caso de las muestras derivadas de las drogas vegetales crudas, no sélo se observan los
picos diagnésticos, sino que también se detecté una mayor complejidad en la elucién
cromatografica (15-20 min) que refleja una hiperdiversidad estructural en cuanto a las
resinas glicosidicas de la especie en estudio (Figura 34-B).2° También, se observaron
abundantes componentes de mayor polaridad (2 a 9 min) quiza correspondientes a sacaridos
simples. Esto puede deberse a que no recibieron ningin tratamiento previo a su
derivatizacidn, conservando dichos componentes. En cambio, en el caso del polvo llamado

~ »n

“tapioca de batatdo” (Muestra 1), que se obtiene mediante un procesoc similar al usado para
la preparacion de la “harina de la yuca”, se observa practicamente una ausencia de los

azucares simples (Figura 34-A).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

8 B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
Figura 34. Cromatogramas obtenidos a partir de muestras derivatizadas
de “tapioca de batatao” (A) y droga cruda Sobral (B) mediante HPLC-MS.

¢ Para la obtencion de la “tapioca de batatido”, se retira la capa que cubre el tubérculo; posteriormente, éste se
muele con suficiente agua. De la mezcla resultante, se filtra el sobrenadante con un trapo limpio y, mediante
compresion, se quita el exceso de agua. Dicho sobrenadante se deja secar y se cierne con un colador.
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En el caso de la Muestra 4 (Figura 35), que corresponde a la muestra auténtica de O.
macrocarpa, ésta present6 un perfil cromatografico disimil (14-16 min) al obtenido para la
Muestra 6 y las drogas crudas analizadas, aun cuando tiene pequefias cantidades de los
compuestos marcadores (16-20 min), lo cierto es que contiene picos mayoritarios que no se
observan en la droga cruda de la jalapa (0. hamiltonii), hecho que denota la diferencia
esperada entre ambas especies vegetales por la presencia de hexasacaridos3? como los

constituyentes mayoritarios de las resinas de 0. macrocarpa.
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Figura 35. Cromatograma de la muestra de 0. macrocarpa auténtica (A) y espectro de
masas generado a partir del pico con tiempo de retencion de 14.20 min (B) mediante
HPLC-MS.
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En el caso de los preparados fitoterapicos, todos presentaron la mayoria de las sefales
caracteristicas para los acidos glicosidicos constitutivos de las resinas glicosidicas de O.
hamiltonii (Figura 36). En el Cuadro 9, se presenta un listado de dichas sefales para las
Muestras 12-15. Todos estos preparados presentaron las sefiales diagnosticas y, por lo tanto,
éstos pueden servir como herramientas analiticas para la identificacion y el control de
calidad de estos preparados fitofarmacéuticos purgantes elaborados a partir de la raiz de

jalapa de flores amarillas y que se comercializan ampliamente en el territorio brasilefio.

Cuadro 9. Determinacion cualitativa de los acidos glicosidicos constitutivos de las
resinas glicosidicas de la raiz de jalapa (Operculina hamiltonii) en diversos preparados
fitofarmacéuticos.

Muestra 15.80 min 16.90 min 17.60 min 18.10 min 19.20 min

12 . - . .
15 _ . . .

La anotacién e hace referencia a la intensidad relativa observada de tipo cualitativo para cada pico en las
muestras comparadas; e.g., (®) escaso, (eee) moderado y (eeeee) profuso.

En los paises en desarrollo que buscan promover el uso racional de las hierbas medicinales,
la identificaciéon correcta de las plantas medicinales es de primordial importancia para
garantizar la calidad de las drogas crudas, ya que muy pocas hierbas medicinales son
cultivadas y casi toda la materia prima se obtiene a través de la recoleccion.
Consecuentemente, la identificacién errénea o la adulteracién pueden ocurrir facilmente. La
combinacion de HPLC mediante la generacion de “perfiles cromatograficos” y la deteccion
mediante el acoplamiento con ESIMS afiade un valor a los métodos botanicos convencionales
utilizados en el control de calidad de las hierbas medicinales que se utilizan para la
elaboraciéon de los productos comerciales, como queddé demostrado en la presente

investigacion para la droga cruda de la raiz de jalapa y sus preparados fitofarmacéuticos.
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Figura 36. Cromatogramas de la Muestral2, Pilulas Maciel® (A), Muestra 13,
tintura de jalapa Sobral® (B), Muestra 14, Tintura Tiro Seguro® (C) y de la
Muestra 15, Tintura Batatao Hypo6lito® (D) generados mediante HPLC-MS
generados mediante HPLC-ESIMS.
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CONCLUSIONES

1.- La generacién de perfiles cromatograficos en HPLC-ESIMS constituye una herramienta
analitica (“huella digital”) para la identificacién y el control de calidad de los preparados

fitofarmacéuticos a base de la raiz de jalapa.

2.- El empleo de la metodologia analitica mediante la cromatografia de liquidos acoplada a la
espectrometria de masas (ESI) permiti6 identificar en los perfiles cromatograficos
diferencias significativas en la composicién quimica de las especies que conforman el
complejo medicinal de la raiz de jalapa brasilefia; es decir, entre la raiz de jalapa de flores

blancas (0. macrocarpa) y la de flores amarillas (0. hamiltonii).

3.- En el presente estudio, las condiciones de HPLC-ESIMS se optimizaron para la
determinacion cualitativa de cinco acidos glicosidicos constitutivos de la raiz de jalapa. El
método de identificacion es rapido y permitié determinar que las drogas crudas adquiridas
en diferentes locales comerciales del norte de Brasil, corresponden a la raiz de jalapa. Se
identificaron diferencias significativas de tipo cualitativo en el contenido de los acidos
glicosidicos entre los diferentes tipos de productos comerciales y las drogas crudas
analizadas; sin embargo, todos contienen al acido operculinico A, constituyente mayoritario

de las resinas glicosidicas de O. hamiltonii.

4.- Los resultados confirmaron la importancia de realizar un control de calidad de los
productos comerciales y se espera que este método de HPLC, a través de la derivatizacion
quimica, proporcione una nueva base para la evaluaciéon de muestras complejas en su

contenido de glicolipidos individuales de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas.

5.- La aplicacién de métodos analiticos y farmacéuticos para el control de calidad, la
evaluacion de la seguridad y la eficacia de los medicamentos tradicionales constituye el
primer paso en el proceso de trasferir la aplicacién terapéutica tradicional al campo de la

investigacion clinica para su aplicacién en el ambito médico.
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ANEXO A. Cromatogramas HPLC-IR a nivel analitico, obtenidos a partir de

drogas crudas (rodajas y pulverizadas) y drogas auténticas.

550 Muestra 1. Tapioca de batatdo.
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Figura 37. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 1 peracetilada
(tapioca de batatdo) y tiempos de retencion.
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Figura 38. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 2 peracetilada
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Muestra 3. Quilombos, Varre - Vento.
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Figura 39. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 3 peracetilada
(Quilombos, Varre - Vento) y tiempos de retencion.
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Figura 40. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 5 (droga cruda
proporcionada por la Industria Sobral) y tiempos de retencion.
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Muestra 6. Raiz de jalapa pulverizada

y comercializada como jalapa.
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Figura 41. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 6 (raiz de jalapa
pulverizada y comercializada como jalapa) y tiempos de retencion.
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Figura 42. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 7 peracetilada

(Rurépolis) y tiempos de retencion.
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Figura 43. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 8 peracetilada
(Fortaleza) y tiempos de retencion.
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Figura 44. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 9 peracetilada
(JAD Floriandpolis) y tiempos de retencion.

71



38000

30000

20000 7

Intensity [pW]

Muestra 10. JAD-A Rio.

mﬂﬂ::‘% K}\ Mj\rﬁ«‘—h' v

A
o S'ID s s o S ] EORE R s w0 =
NP tr1 tr2 tr3 tR promedio
1 93 93 93 93 + 0.0
2 10.2 10.2 10.2 10.2 += 0.0
3 116 116 116 116 = 0.0
4 124123 123 123 + 0.1
5 154 153 153153 =+ 0.1
6 172 170 170 171 + 0.1
7 201 199 199 200 * 0.1
8 209 206 206 20.7 % 0.2
9 226 225 225 225 + 0.1
10 40.7 40.2 400 403 + 04
11 43.1 425 422 426 =+ 05

Figura 45. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 10 peracetilada

(JAD-A Rio) y tiempos de retencion.
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Figura 46 Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 11 peracetilada
(Oriximina) y tiempos de retencion.

73



4000.004
s Muestra. Tiro Seguro®.
- 300000+
=
2500004
2000.004
1500004
1000004

50000

.00

-500.00+

] [2

L e o o s o o e o e L e o s e o s o e B L o s o e L e o e e e e LA s e
200 400 6,00 800 1000 1200 1400 1E00 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 0 3400 3600 3800 4000 4200 4400
Minutes

NP tr1 tr2 tr3 tR promedio
1 8285 8.286 | 8.287 83 + 0.0
2  9.217 9300 @ 9.217 92 + 0.0
3 10.813 | 10.488 10.422 10.6 * 0.2
4 11.668 11.460 11.394 11.5
5
6
7

+ 01
14.254 | 14.219 14.155 142 + 0.1
19.318 | 19.430 | 19.396 194 =+ 0.1
24.005 23.520 23.129 23.6 * 0.4

Figura 47. Cromatograma de liquidos obtenido a partir de la Muestra 14 peracetilada
(Tiro Seguro®) y tiempos de retencion.
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ANEXO B. Cromatogramas HPLC-ESIMS obtenidos a partir de las quince

muestras analizadas.

Muestra 1. Tapioca de batatdo.
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Muestra 4. Jalapa auténtica Rio.
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Muestra 5. Droga cruda Sobral.
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Muestra 7. Rurépolis.
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Muestra 10. JAD Rio.
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Muestra 13. Tintura de jalapa Sobral.
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