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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION:

Las plantas medicinales son ampliamente utilizadas no sélo en México
sino en todo el mundo, para una gran cantidad de aplicaciones.

Es bien sabido que en los ultimos afos ha habido un aumento notable en
el interés hacia las plantas medicinales debido a la revaloracién de estos
productos; lo que ha ocasionado un aumento en el nimero de estudios
cientificos con todas las plantas que son utilizadas en la medicina popular.
Aunque dichos estudios se han llevado a cabo por muchos afios, es evidente
que aun falta mucho camino por recorrer pues los estudios completos y
concluyentes en relacion con el numero total de plantas de interés son muy
escasos Yy el proceso es muy lento, quizds mas lento que el del desarrollo de
nuevos medicamentos tomando en cuenta los factores econdémicos que
determinan a uno y otro.

Los estudios antes mencionados deben realizarse por muchas razones y
una de ellas es el escaso control que hay sobre las drogas vegetales usadas por
los consumidores finales, es decir, la poblacién, considerando el riesgo sanitario
que eso significa.

El papel de las Farmacopeas es muy importante, en ellas se encuentran
los estudios concluyentes acerca de las plantas medicinales. En el caso de
México, existe ya una Farmacopea Herbolaria lo que es notable, considerando
que en el mundo existen pocas referentes sobre plantas medicinales; sin
embargo, el nimero de monografias es aun escaso, debido a que las plantas
mexicanas en mayor parte no estan cientificamente estudiadas; los estudios no
son sistematicos y en muchos casos los datos existentes no son confiables.

Este trabajo es una aportacién a la informacién util en el control de la
droga vegetal conocida como Raiz de Cocolmeca (Smilax sp.) que es
ampliamente utilizada en nuestro pais y sobre la que no existen estudios
analiticos publicados.

Para cumplir con lo dicho en el parrafo anterior se requiere formalizar un
método de andlisis basado en un componente que pueda ser considerado como
marcador quimico.

En la literatura se encuentra que uno de los componentes de este género
de plantas son las sapogeninas esteroides; una de las cuales, la esmilagenina,
estd presente en la droga vegetal, en este trabajo se considerara como
marcador quimico y referencia en el desarrollo de un método de valoracioén para
la planta antes mencionada.




ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES:

2.1 VIGILANCIA 'Y CONTROL DE DROGAS CRUDAS.

La vigilancia de la calidad de las plantas medicinales y de las drogas
crudas que se comercializan es una necesidad evidente considerando el nivel de
riesgo que representan.

Este concepto es importante y se desprende de las recomendaciones que
de un tiempo a la fecha ha hecho la OMS.

La OMS concede a las plantas medicinales una gran importancia, porque
se reconoce que han formado la base de la atencién de salud en todo el mundo
desde los primeros dias de la humanidad, siguen utilizandose ampliamente y
tienen una considerable importancia en el comercio internacional. La OMS
considera asimismo que el reconocimiento de su valor clinico, farmacéutico y
econémico sigue en aumento, si bien esto varia ampliamente entre un pais y
otro.

Se reconoce tambien el hecho de que las plantas medicinales son
importantes para la investigacibn farmacolégica y el desarrollo de
medicamentos, no solo cuando los constituyentes de plantas se usan
directamente como agentes terapéuticos sino también como materiales de base
para la sintesis de medicamentos o como modelos para compuestos
farmacolégicamente activos.

Existe asimismo una preocupacién por su permanencia por lo que la
misma OMS sefiala como necesaria la reglamentacién de la explotacion, junto
con la cooperacién y la coordinacion internacionales, que considera esenciales
para su conservacion a fin de asegurar su disponibilidad para el futuro.

Hay diferentes maneras en las cuales los paises definen las plantas o
hierbas medicinales o los productos derivados de las mismas, y han adoptado
diversos enfoques en la autorizacidén, el expendio, la fabricacion y la
comercializacién para asegurar su inocuidad, calidad y eficacia.

Pero desgraciadamente no es la misma situacién en todos los paises;
porque en los de desarrollo a menudo poseen una gran cantidad de
medicamentos herbarios de uso tradicional y muchos conocimientos populares
sobre ellos, pero no tienen casi ningun criterio legislativo para establecer dichos
medicamentos herbarios de uso tradicional como parte de la legislacién sobre
medicamentos.
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La OMS ha propuesto que en los casos en que los medicamentos
herbarios y los productos relacionados no estén registrados ni controlados por
los 6rganos normativos, se necesita un sistema especial de concesion de
licencias que permita a las autoridades de salud identificar los ingredientes,
exigir prueba de calidad antes de la comercializacién, asegurar el uso correcto e
inocuo y también a obligar a los poseedores de licencia a informar presuntas
reacciones adversas dentro de un sistema de vigilancia posterior a |a
comercializacion.

El Programa de Medicina Tradicional de la OMS mediante la la Asamblea
Mundial de la Salud (WHA) ha adoptado varias resoluciones haciendo resaltar el
hecho de que, en muchos paises en desarrollo, un gran segmento de la
poblacion todavia depende de la medicina tradicional y que la fuerza laboral
representada por los profesionales tradicionales es un recurso importante para la
atencion primaria de salud. En 1978, la Declaracion de Alma-Ata recomendo,
entre otras cosas, la inclusion de las medicinas tradicionales de utilidad
comprobada en las politicas farmaceuticas y las medidas normativas nacionales.

La politica de la Organizacion Mundial de la Salud en lo referente a la
medicina tradicional se presentd en el informe de la Directora General sobre la
Medicina Tradicional y la Atencion de Salud Moderna a la Cuadragésima Cuarta
Asamblea Mundial de la Salud en 1991, en el que decia que la OMS colahor6
con sus Estados Miembros en el examen de las politicas nacionales, la
legislacion y las decisiones sobre la naturaleza y el grado de uso de la medicina
tradicional en sus sistemas de salud. Sobre la base de las resoluciones
pertinentes de la AMS, los objetivos principales del Programa de Medicina
Tradicional son: facilitar la integracién de la medicina tradicional en los sistemas
nacionales de atencion de salud, promover el uso racional de la medicina
tradicional mediante la formulaciéon de pautas técnicas y normas internacionales
en el campo de los medicamentos herbarios y la acupuntura, y actuar como
centro de difusibn de informacién sobre diversas formas de la medicina
tradicional.

En la resolucion WHA42.43 (1989), la Asamblea de la Salud instd a los
Estados Miembros a que efectuaran una evaluacién completa de sus sistemas
de medicina tradicionales; a hacer sistematicamente un inventario y un estudio
(preclinico y clinico) de las plantas medicinales que utilizan los que practican la
medicina tradicional y la poblacion; implantar medidas con el fin de reglamentar y
controlar los productos elaborados a partir de plantas medicinales y establecer y
mantener estandares adecuados; y a identificar las plantas medicinales o los
medicamentos de ellas derivados que tengan una relacién eficacia/efecto-
secundario satisfactoria y que por lo cual deben incluirse en los formularios o
farmacopeas nacionales.

En afios recientes, muchos paises desarrollados han mostrado interés
creciente en |os sistemas alternativos o complementarios de la medicina, con el




ANTECEDENTES

consiguiente aumento del comercio internacional de medicamentos herbarios y
otros tipos de medicamentos tradicionales. En consecuencia, tanto en paises
desarrollados como en aquellos en desarrollo existe un estimulo para evaluar y
racionalizar las practicas y para controlar la explotacion comercial de
medicamentos herbarios mediante la venta sin prescripcion y otros etiquetados
como "naturales".

Los medicamentos herbarios han estado incluidos en la Conferencia
Internacional sobre Autoridades Reguladoras de Medicamentos (ICDRA) desde
la Cuarta Conferencia en 1986. Durante la Cuarta y la Quinta Conferencia de
ICDRA en 1986 y 1989 se realizaron talleres sobre la reglamentaciéon de los
medicamentos herbarios que se mueven en el comercio internacional, en los
cuales las deliberaciones se limitaron a la explotacion comercial de las
medicinas tradicionales por medio de productos rotulados de venta sin
prescripcion (OTC). Se llegd a la conclusién de que la Organizacion Mundial de
la Salud deberia considerar la posibilidad de preparar normas modelo que
contengan elementos basicos de legislacién y registro.

En una reunion de consulta de la OMS, que tuvo lugar en Munich,
Alemania, en junio de 1991, se redactaron Normas para la Evaluacion de los
Medicamentos Herbarios que fueron adoptadas para uso general por la Sexta
ICDRA en Ottawa, en octubre de 1991. Estas normas (OMS/TRM/91.4) definen
los criterios basicos para la evaluacién de la calidad, la inocuidad y la eficacia de
los medicamentos herbarios para ayudar a las autoridades normativas
nacionales, organizaciones cientificas y fabricantes a que emprendan una
evaluacion de la documentacion, de las presentaciones y los expedientes con
respecto a tales productos. Una regla general de tal evaluaciéon es que se tendra
en cuenta la experiencia tradicional en el uso de estos productos asi como los
antecedentes médicos, histéricos y etnolégicos, mediante descripciones
detalladas en la bibliografia médica o farmacéutica o en resefias documentadas
de sus aplicaciones.

Estas normas deben contener criterios basicos para la evaluacion de la
calidad, la seguridad y la eficacia asi como requisitos importantes para el
etiquetado y el prospecto para informacién del consumidor. Los requisitos de
evaluacion farmacéutica abarcan temas como identificacién, formulacién,
andlisis y estabilidad. La evaluacién de la inocuidad debe cubrir al menos la
experiencia documentada de estudios toxicolégicos y de inocuidad, donde se
indica. La evaluacion de la eficacia y el uso designado comprenden evaluacion
del uso tradicional mediante evaluacion de la bibliografia y pruebas para apoyar
las afirmaciones de indicacién. Se incluyen capitulos especiales sobre productos
combinados y los requisitos en cuanto a informacién para el consumidor sobre el
producto. Las Normas de la OMS tienen el propésito de facilitar el trabajo de las
autoridades reguladoras, los érganos cientificos y la industria en el desarrollo, la
evaluacioén y el registro de los medicamentos herbarios, poniendo de manifiesto
los resultados cientificos que podrian ser la base para la clasificaciéon futura de
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medicamentos herbarios; también darian cabida a la transferencia transcultural
de conocimientos sobre medicamentos herbarios tradicionales entre diferentes
partes del mundo.

En 1994, la Oficina Regional de la OMS para el Mediterraneo oriental
publicd Normas para la Formulacién de la Politica Nacional sobre Medicamentos
Herbarios. Como la mayoria de la poblacién mundial acude en busca de
tratamiento a consultorios médicos tradicionales, en especial de medicamentos
herbarios, y como éstos son de valor particular en problemas del aparato
digestivo, dolencias de las vias respiratorias superiores, enfermedades de las
vias urinarias y de la piel, es evidente la necesidad de formular politicas
nacionales sobre las medicinas tradicionales y promover la cooperacion entre los
Estados Miembros en este sentido. El objetivo de tales politicas nacionales seria
formular reformas reglamentarias y juridicas para asegurar una buena practica y
ampliar la cobertura de la atencién primaria de salud, mientras se aseguran la
autenticidad, la seguridad y la eficacia de estos medicamentos. Los objetivos
principales comprenden el reconocimiento de la medicina tradicional como parte
integrante de los sistemas nacionales de atencion de salud, la cooperacion entre
la medicina moderna y la tradicional, la promocién del uso racional de los
productos, la introduccién de los sistemas de garantia de la calidad, la garantia
de suministros regulares, la promocion de la investigacion y la elaboracién de
medidas normativas. Se ha recomendado a los paises que se establezca un
Comité Nacional de Expertos, que seria la autoridad apropiada para identificar
las medidas y los planes necesarios para formular una politica nacional en esta
esfera y luego preparar, dirigir y vigilar las diversas fases de su ejecucién. Entre
las funciones y las actividades del Comité Nacional de Expertos deben figurar las
siguientes: formular una lista nacional de las medicamentos herbarios
esenciales, preparar normas para los requisitos de registro, asesorar sobre un
sistema nacional de concesién de licencias, asesorar en cuanto a los medios
para informar sobre reacciones adversas y proponer métodos apropiados de
comunicacién y cooperacién con el Ministerio de Salud. Los criterios para la
seleccion de las hierbas medicinales esenciales deben ser principalmente la
seguridad, la eficacia, las necesidades en asuntos de salud y la disponibilidad de
suministros. Sobre la base de la lista aprobada de plantas medicinales de cada
pais, la politica debe indicar claramente como se aseguraria el suministro de
dichas plantas. El procedimiento de suministro debe comprender recoleccion,
cultivo, produccién y elaboracion locales, importaciones y preservacion de la
flora nacional. En un sistema nacional de garantia de la calidad, es preciso fijar
normas y reglamentos a fin de asegurar la calidad de todas las plantas
medicinales y sus preparados que estan disponibles en el mercado. Las normas
contienen un capitulo especial dedicado a los criterios para la investigacion
sobre los medicamentos herbarios tradicionales y criterios para su uso racional.

Con el fin de elaborar criterios y principios generales que guien la labor de
investigaciéon sobre la evaluacion de los medicamento herbarios, la Oficina
Regional de la OMS para el Pacifico Occidental organiz, en 1992, una reuniéon
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de expertos para formular normas para la investigacion sobre estos
medicamentos. Se han incorporado a estas normas principios cientificos basicos
y los requisitos especiales relacionados con su uso en la practica tradicional,
cuyos objetivos principales son asegurar la inocuidad y eficacia de dichos
medicamentos, promover su uso racional y proporcionar criterios de
investigacién para su evaluacién. Las normas proporcionan una base para que
los Estados Miembros formulen sus propias normas de investigacién y para el
intercambio de experiencias de investigacién y otra informacién de manera que
pueden acumularse un conjunto de datos confiables para la validacién de los
medicamentos herbarios. La adopciéon de dicha politica tenia el propésito de
ayudar a superar las barreras para el uso de medicamentos herbarios.

Los enfoques de investigacion deben diferenciar entre los medicamentos
herbarios con una larga experiencia documentada y aquellas cuyo uso
"tradicional" todavia no se ha establecido. De conformidad con las Normas de la
OMS para la Evaluaciéon de los Medicamentos Herbarios (OMS/TRM/91.4), al
realizar la investigacién debe considerarse, como regla general, la experiencia
tradicional en la preparacién respectiva, que incluye el uso de gran cantidad de
datos y referencias asi como los antecedentes médicos, histéricos y etnolégicos.

Los medicamentos herbarios tienen dos caracteristicas especiales que los
distinguen de los medicamentos quimicos: el uso de hierbas sin elaborar y el uso
prolongado. Una unica hierba puede contener muchos constituyentes naturales;
una combinacién de hierbas, alun mas. La experiencia sefiala que el uso de
plantas medicinales enteras y sus extractos tienen beneficios reales a largo
plazo, ya que los componentes de las mismas actian conjuntamente unos con
otros. Sin embargo, hay muy poca investigacion sobre las plantas enteras
porque el proceso de aprobacién de medicamentos no da cabida a mezclas
indiferenciadas de productos quimicos naturales, la funcién colectiva de los
cuales es incierta. Aislar cada principio activo de cada hierba seria
inmensamente lento a un costo insostenible y es casi imposible en el caso de las
preparaciones.

El resumen y las recomendaciones de la Sexta ICDRA impulsaron a la
OMS a que siguiera elaborando monografias farmacopéicas de los
medicamentos herbarios sobre la base de las Normas para la Evaluacién de los
Medicamentos Herbarios. En respuesta a la solicitud de los Estados Miembros,
el Programa de Medicina Tradicional de la OMS decidi6é preparar un documento
técnico, titulado "Monografias de la OMS sobre Plantas Medicinales
Seleccionadas", para la atencién primaria de salud. La informacién contenida en
las monografias comprende dos partes: la Parte | consta de resimenes de las
caracteristicas botanicas, los principales componentes quimicos activos y el
control de calidad de cada planta; la Parte |l consta de resimenes de las
aplicaciones clinicas, la farmacologia, la posologia, las contraindicaciones y
precauciones posibles, y las reacciones adversas potenciales.
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Una consulta de la OMS sobre las "Monografias de la OMS sobre Plantas
Medicinales Seleccionadas" tuvo lugar en Munich, Alemania, en 1996. Tras
discusién y anadlisis, se adoptaron 28 monografias. La finalidad de este
documento es proporcionar informacion cientifica sobre la inocuidad, 1a eficacia y
el control de calidad de las plantas medicinales de uso generalizado; facilitar el
uso adecuado de los medicamentos herbarios; proporcionar modelos para que
los Estados Miembros elaboren sus propias monografias sobre estas y otros
medicamentos herbarios adicionales, y facilitar el intercambio de informacion.
Las 28 monografias se presentaron en la Octava reunién de la ICDRA, que tuvo
lugar en Bahrein en noviembre de 1996. Estan preparandose otras 32
monografias. [1]

En México la situacion de las plantas medicinales no es muy diferente de
la situacién que existe en paises que no son altamente industrializados.

Existe una dualidad en el uso, por una parte la medicina tradicional sigue
siendo importante en el manejo terapéutico, aunque las plantas en uso no sean
las originarias del pais o la region, sino que incluyen (a veces en forma
prominente) a plantas introducidas y a algunas que ni siquiera se cultivan en
México y que tienen origen geografico muy lejano.

Estas plantas son generalmente comercializadas en mercados, por
yerberos y curanderos, y en ocasiones recomendadas por médicos relacionados
con la medicina alternativa. En ocasiones, estas plantas son medianamente
industrialuzadas por empresas pequefas gue no tienen rigor en su proceso ni en
su control analitico. En ningan caso estos productos se sujetan a un registro
oficial ni a la supervisidn gubernamental y son parte de una comercializacién
informal.

Por otra parte, existe una oferta y una demanda de productcs
industrializados a base de plantas medicinales, que en muchos casos no esta
basada en los usos tradicionales de las plantas usadas, sino en nuevos usos y
aplicaciones (productos para adelgazar, adyuvantes sexuales, etc), que no
tienen el sustento de estudios clinicos serios y confiables, ni de estudios
quimicos permitan controlar su calidad

Cabe decir que en muchos casos, el precio de estos productos, es mas
elevado que el de l1os medicamentos ortodoxos.

Respecto a los medicamentos herbarios tanto en los paises
industrializados como en los que estan en vias de desarrollo, existe una
reglamentacién que no siempre es clara.

En el caso particular de México, se tiene que tanto la Ley General de
Salud como el Reglamento de Insumos para la Salud hacen mencién de los
medicamentos herbarios. La Ley General de Salud en su Titulo decimosegundo:
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“Control Sanitario de Productos y Servicios de su Importacién y Exportaciéon”
capitulo cuarto: “Medicamentos” articulo 221 define medicamento como:

Toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o sintético
que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en
forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad farmacolégica,
caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas. Cuando un producto contenga
nutrimentos, sera considerado como medicamento, siempre que se trate de un
preparado que contenga de manera individual o asociada: vitaminas, minerales,
electrélitos, aminoacidos o acidos grasos, en concentraciones superiores a las
de los alimentos naturales y ademas se presente en alguna forma farmacéutica
definida y la indicacion de uso contemple efectos terapéuticos, preventivos o
rehabilitatorios.

En su articulo 221 determina que: La Secretaria de Salud sélo concedera
la autorizacién correspondiente a los medicamentos, cuando se demuestre que
las substancias que contengan retinan las caracteristicas de seguridad y eficacia
exigidas, y tomaran en cuenta, en su caso, lo dispuesto por el Articulo 428 de
esta Ley. (Revocaciones)

Y en el articulo 223 hace mencidén de los controles a los cuales estaran
sujetos los productos que contengan plantas medicinales:

El proceso de los productos que contengan plantas medicinales queda
sujeto al control sanitario a que se refiere este capitulo y a las normas oficiales
mexicanas que al efecto emita la Secretaria de Salud.

En el articulo 224 de la misma Ley, se encuentra la clasificaciéon de los
medicamentos entre los cuales estan los herbolarios.

Articulo 224 .- Los medicamentos se clasifican:
A. Por su forma de preparacion en:

I. Magistrales: Cuando sean preparados conforme a la formula prescrita por un
médico,

[I. Oficinales: Cuando la preparaciéon se realice de acuerdo a las reglas de la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, y

[ll. Especialidades farmacéuticas: Cuando sean preparados con foérmulas
autorizadas por la Secretaria de Salud, en establecimientos de la industria
quimico-farmacéutica.

B. Por su naturaleza:
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I. Alopaticos: Toda substancia 0 mezcla de substancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se
presente en forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad
farmacoldgica, caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas, y se encuentre
registrado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para
medicamentos alopaticos,

Il. Homeopaticos: Toda sustancia o mezcla de sustancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio y que sea
elaborado de acuerdo con los procedimientos de fabricacion descritos en la
Farmacopea Homeopatica de los Estados Unidos Mexicanos, en las de otros
paises u otras fuentes de informacién cientifica nacional e internacional, y

[Il. Herbolarios: Los productos elaborados con material vegetal o algun derivado
de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una planta
o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas, aceites grasos y esenciales,
presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha
sido confirmada cientificamente en la literatura nacional o internacional.

El reglamento de insumos para la salud menciona en el Titulo Ii:
“Insumos” capitulo VI: “Medicamentos herbolarios”. Discute lo relacionado con
los medicamentos herbolarios.

Medicamentos herbolarios

ARTICULO 66. Los medicamentos herbolarios, ademas de contener material
vegetal, podran adicionar en su formulacién excipientes y aditivos.

ARTICULO 67. No se consideran medicamentos herbolarios aquéllos que estén
asociados a principios activos aislados y quimicamente definidos, ni aquéllos
propuestos como inyectables.

ARTICULO 68. En la formulacion de un medicamento herbolario no podran
incluirse substancias estupefacientes o las psicotrépicas de origen sintético, ni
las mezclas con medicamentos alopaticos, procaina, efedrina, yohimbina,
chaparral, germanio, hormonas animales o humanas u otras substancias que
contengan actividad hormonal o antihormonal o cualquier otra que represente
riesgo para la salud.

ARTICULO 71. La venta y suministro de los medicamentos herbolarios que no

sean ni contengan estupefacientes ni psicotrépicos, podra realizarse en
Establecimientos que no sean farmacias.

2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO SMILAX
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En México se tiene estimado que existen cerca 30,000 especies de
plantas de las cuales en 1997 el Instituto Nacional Indigenista documentd 3,000
con usos medicinales, esto es el 10% del total de la riqueza floristica del pais. [2]

Estudios realizados por Betancourt y Gutiérrez (1999) reportan que de
manera cotidiana se comercializan cerca de 250 especies de plantas
medicinales frescas y deshidratadas provenientes principalmente de las zonas
centro y sur del pais [2]

La droga llamada cocolmeca (Smilax sp) esta constituida por plantas que
pertenece al género Smilax y cuyas caracteristicas se describen a continuacion:

Las plantas que pertenecen al géenero Smilax, con alrededor de 350
especies, son arbustos trepadores, vivaces con tallos espinosos. Las hojas son
alternas, coriaceas, pecioladas, aovadas u oblongas, con 5 a 7 nervios vy
reticuladas entre ellos, con bases acorazonadas, alabardadas o redondeadas y
estipulas modificadas en forma de zarcillos. Generalmente estan armadas con
espinas en los nervics principales por la parte inferior. Las flores se presentan en
umbelas axilares. El fruto es una baya globosa y pequefia. [3]

Producen numerosas raices de unos 3 c¢m de longitud y 6 mm de
diametro, unidas a un corto rizoma. Para ia recoleccion se cortan las raices, pero
dejando en el terreno |la parte suficiente para que la planta prosiga su desarrollo.
A veces el rizoma se recolecta junto con las raices.[3]

Las plantas que pertenecen al género Smilax (Liliaceae), estan muy
distribuidas en las zonas ftropicales y templadas en todo el mundo, y
especiaimente en las zonas tropicales del este de Asia y Norteamérica [4];
muchas de estas especies han sido estudiadas quimicamente y se ha
encontrado que contienen saponinas esteroidales [5].

A continuacién se enlistan algunas caracteristicas de las plantas

pertenecientes a este género que se encuentran en diferentes partes del
continente.

Cuadro 1. Carateristicas de las plantas del género Smilax.

10
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Caracteristicas | Variedad
Mexicana Hondurena Ecuatoriana Centroamericana
Haces De hasta |50-75cm  de|Unos 50cm de |Unos 45 cm de
65cm de | longitud longitud longitud
longitud Sélo raices Raices y tallos | Sélo raices
Rizomas y hasta un10%
tallos, hasta
un 10%
Diametro  de|3.5-6mm 2-5.5mm 2-6mm 1-4.5 mm
las raices
Color Pardo con | Pardorrojizo a|Pardorrojizo a|Pardorrojizo  a|
tonalidad pardo oscuro | purpureo amarillento
grisacea,
rojiza o
amarillenta

[3]

2.3 CONTENIDO QUIMICO (SAPONINAS Y SAPOGENINAS)

Se le da el nombre de saponinas a (del latin sapdn — jabén) a un grupo de
glicésidos que se disuelven en agua y disminuyen la tensién superficial de ésta;
por lo tanto, al sacudir sus soluciones, se forma una espuma abundante vy
relativamente estable. Por hidrélisis de las saponinas se obtienen carbohidratos
y una aglicona, llamada genéricamente sapogenina, la cual puede tener un
esqueleto esteroidal (tipo colano) como en la esmilagenina, o de triterpeno tipo
B-amirina como en la chichipegenina; tipo a-amirina, como en el acido asiatico;
tipo lupeol como en la estallogenina; o de tipo tetraciclico (Figura 1). [6]

(0]

1.1 Esmilagenina

HO'

1.2 Chichipegenina

OH
CH,OH

OH
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*CH;4

1.3 Ac. Asiatico. 1.4 Estallogenina.

1.5 Panaxadiol. 1.6 Dumortierigenina.

HOH,C

COoM
HO

1.7 Ac. Queretaréico.

Figura 1. Ejemplos de sapogeninas.

Con excepcion de la criptogenina, el sistema espiroacetal [anillos E y F]
es una caracteristica general de las sapogeninas esteroidales y, es variable el
nimero de insaturaciones, hidroxilos, grupos cetdnicos y otros grupos
oxigenados (Figura 2). Las agliconas triterpenoides estan también representadas
por la dumortierigenina y el acido queretarébico. El enlace glicosidico siempre se
forma con el oxigeno del carbono 3. Se conocen mas de 200 saponinas
esteroidales localizadas en las monocotiledéneas (lileaceas, amarilidaceas vy
dioscoraceas, principamente) y otras tantas saponinas triterpenoides, aisladas
principalmente dicotiledéneas. [6]
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Figura 2. Esqueleto de sapogenina.

Las sapogeninas como tales no se encuentran en forma libre, en los
rizomas sino que estan en forma de glucésidos, es decir, la sapogenina unida a
un azucar, lo que se conoce como saponina o bien, glucésido esteroide.

Las saponinas tienen elevado peso molecular y su aislamiento en estado
puro ofrece ciertas dificultades. Como heterdsidos que son, se hidrolizan por
acidos, dando una genina (sapogenina) y diversos azucares. Segun la estructura
de la sapogenina, se conocen dos grupos de ellas; los de tipo esteroide
(generalmente triterpenoides tetraciclicos) y los triterpenoides pentaciclicos.
Ambos presentan un enlace heterosidico en el C-3 (Figura 3) y tiene un origen
biogénetico comun via acido mevaldnico y unidades isoprenoides (Figuras 4 y
5).[7]

3.1 Esqueleto esteroide. 3.2 Esqueleto triterpenoide.

Figura 3. Esqueletos de sapogeninas

13



ANTECEDENTES

o
- Ji S 1 il
CH,—COOH EeA=SH, oy C_§—CoA SH=C=S—Cor | ¢y C_._CH,-C—S—CoA

Acetato Acetil-CoA Acetoacetil-CoA

er,—~E—s_coa

CH,_ _OH CH,_ _OH cH oH @
Ve >
rooc, ¢l _ch,0® A Hooc, ¢ _CH,0n 229 oo, \c< /P;_. S—Coa
cH,” “cH, CH,” CH, cH,” “cH,
Acido 5-Fosfomevalonico Acido Mavalonico B-Hidroxi-B-metilglutaril-CoA
lATP
H CH
CH)\ /°® i } 3

2

HoOC c CH,—oFP) 22, CH,~-OFP) == & CH O FP)
“en,” NeHy,” @ cr,” Yern,” & ey e’ &

Acido 5-Pirofosfo-3- 3-Isopentenil pirofosfato 3,3-Dimetilalil pirofosfato

fosfomevalonico 1
CH, CH, iH, | I H, H,
sopentenil
/é\ _CHa /J:\ _CHa_ CH,—OFR ———— G _CH,_ G _CH,—0FP)
CH, CH CM, CH CH, CH PirofosfatoCHs~ CH CH, CH
Farnesil pirofosfato Geranil pirofosfato
NADPR,

Farnesil pirofosfato
Hl

CH,

CH, CH,

CH, ' CH,

N H)I .
- o/ "

| 3
S e 'S

CH,” CH, H® CH
~—"CH, : .
Escualeno / Oxido de escualeno
CH . CH, CH,

\/TCHl
H,

CH, H® :
Intermediario Carbocation

HO
CcH,” TCH,

Lanosterol Colesterol

Figura 4. Biosintesis del colesterol.

14



ANTECEDENTES

o] D
U g
s OH s o OH
OH — - — =
(X \ El atague nucleofilico
'.Z" H ‘7‘) H del hidroxilo a la catona
Colesteral produce el hamiostal
-—
¢ catal (aspirocetal)
[ }I'l formacion a partir dal ‘7" H )
1 hemicetal l UDPGle
OGle
u® $
-—

la hidrolisis permite la *l, H
formacion esponianea H

HO del espirocetal

diosgenina / yamogenina

Figura 5. Biosintesis de la diosgenina a partir del colesterol.

Las sapogeninas se encuentran entre el 1-3% de base seca en los
rizomas de diversas especies del género Smilax. [7]

Entre los compuestos que contienen estan las saponinas que al

hidrolizarse producen sapogeninas y azucares; los compuestos de mayor interés
son:

1. Sarsasapogenina.
2. Diosgenina.
3. Esmilagenina.

Los cuales son sapogeninas; sus estructuras son:

0O [0

6.1 Sarsasapogenina. 6.2 Esmilagenina
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CHy

6.3 Diosgenina
Figura 6. Ejemplos de sapogeninas

La diferencia entre la esmilagenina y la sarsasapogenina, reside en que el

carbono de la posicidon 25 en la esmilagenina es R y, en la sarsasapogenina es
S.

Cuadro 2. Ejemplos de azlcares de saponinas y sus fuentes.

Saponinas Azlcares Fuente

Sarsaponina |2 glucosas, 1 ramnosa Raices de Smilax spp.

Digitonina 2 glucosas, 2 galactosas, 1|Semillas de Digitalis purpurea y
xilosa D. Lanata |

Gitonina 1 glucosa, 2 galactosas, 1 xilosa | Semilla y hojas de D. Purpurea y

semillas de D. Lanata

Dioscina 1 glucosa, 2 ramnosas Dioscorea spp. [S]

[7]

2.4 USOS

La sarsaparrilla, sindbnimo de cocolmeca ha sido usada para remediar
diversos males entre los cuales estan:

Hidropesia, obesidad, eczema, psoriasis, artritis reumatoide

También se dice que es relajante del musculo estriado uretral, “purifica” la
sangre, es sudorifica, diurética, sirve para erupciones de la piel y elimina acido
trico. [10]

Las saponinas esteroides son de gran interés e importancia por su
relacion con compuestos como las hormonas sexuales, cortisona, esteroides
diuréticos, vitamina D y heterdsidos cardiacos (Figura 7). Algunas son utilizadas
como material de partida para la sintesis de estos compuestos.[4]

Las sapogeninas esteroidales son materias primas, muy usadas en la
sintesis parcial de fArmacos esteroidales y su importancia econdomica es una de
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las razones por las cuales se han llevado a cabo multiples investigaciones,
especialmente para métodos analiticos.

OH

o] o
7.1 Progesterona. 7.2 Cortisona.
an -
o]
) \_
7.3 Cardendlido. 7.5 Bufadiendlido.

Figura 7. Compuestos relacionados con las sapogeninas.

2.5 MANEJO COMERCIAL

Ademas de su comercializacibn como droga cruda en los mercados del
pais existen algunos preductos comerciales, producidos por fabricantes locales,
que usualmente no estan formalmente registradas ante la SSA y por tanto sus
productos no tienen una autorizacién o registro formal, ni su produccién se
acoge a buenas practicas de fabricacién.

Entre estos productos estan:
a) SINDIET [11]

b) Thermogen Tea [11]
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2.6 CONTROL ANALITICO

Existen en la literatura ejemplos formales para la cuantificacion de
sapogeninas, generalmente ligados a su uso como materias primas en la
fabricacion de esteroides.

La deteccion y determinacidn de sapogeninas puede llevarse a cabo
convenientemente por espectrofotometria IR; también se han disefiado ensayos
gravimétricos y colorimétricos.[7]

Cuantificacién de saponinas y sapogeninas:

Las primeras determinaciones de las saponinas que se hicieron en
plantas se basaron predominantemente en |la gravimetria o en métodos que
aprovechaban sus caracteristicas quimicas o biolégicas. La capacidad de
producir espuma que es una de sus caracteristicas mejor conocidas ha sido
utilizada para buscar el contenido de saponinas en las plantas. [12]

Algunas saponinas presentan actividad hemolitica propiedad que ha sido
usada para el desarrollo de pruebas semicuantitativas. [12]

La cuantificacidon de saponinas también se puede intentar por medio de
otros medios bioldégicos como el de la inhibicion del crecimiento de hongos
Trichoderma viride o Tribolium castaneum, o la inhibicidon de la germinacion de
semillas de lechuga. [12]

Los métodos bioldgicos a pesar de su simplicidad son en el mejor de los
casos aproximados y no distinguen entre saponinas diferentes. Aun asi, estos
métodos se pueden usar de manera satisfactoria en trabajos en los que el
objetivo sea la comparacién de la concentracion de saponinas totales. Para
semicuantificar saponinas, la prueba debe de estandarizarse con mezclas de
saponinas aisladas de las especies estudiadas. De cualquier modo los métodos
biolégicos fallan cuando las preparaciones de las saponinas se usan para
pruebas de actividad biologica. Debido a que la actividad biolégica de las
saponinas ha sido cercanamente relacionada con la estructura individual de las
saponinas y debido a que su concentracién puede cambiar a causa de diferentes
factores, incluyendo la edad de la planta, fase del crecimiento estrés ambiental,
etc. [12]

Los métodos no biolégicos de determinaciéon total de sapogeninas
incluyen: espectrofotometria, densitometria-CCF, cromatografia de gases, HPLC
técnicas conjuntas tales como CL-EM CL-RMN vy electroforesis capilar. Mientras
que las primeras tres técnicas han sido utilizadas para la cuantificacion de las
sapogeninas y/o saponinas en plantas, las recientes técnicas conjuntas permiten
el monitoreo rapido inicial de los extractos crudos proporcionando informacion
preliminar no cuantitativa del contenido y naturaleza de los constituyentes en la
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planta. Dichas técnicas proporcionan un buen método de identificacién de
nuevos compuestos con actividad biolégica potencial y hace que se evite el
aislamiento innecesario de compuestos comunes de menor interés. [12]

En cuanto a los métodos espectrofotométricos, la mayoria de los reactivos
que se han utilizado, por ejemplo, cloruro de antimonio Il en una solucion
acidulada o acido sulfarico y formaldehido, eran aplicables s6lo a las
sapogeninas que tienen la estructura A en el anillo-B y un grupo hidroxilo en Ia
posicion 3. Esta caracteristica ocurre también en los fitosteroles y muchas
sapogeninas tales como tigogenina, gitogenina, hecogenina, esmilagenina,
yonogenina y tokorogenina, por lo tanto no pueden ser determinadas. Por otro
lado, otros métodos determinan sé6lo sapogeninas saturadas (reactivos basados
en acido ortofosférico y anisaldehido) asi que para la determinaciéon de las
sapogeninas totales es necesario un método adicional. Aun la técnica en la que
se usan la vainillina y el acido sulfurico no es especifica para sapogeninas
porque los esteroles, los acidos biliares y los esteroides triterpenoides los cuales
tienen un grupo hidroxilo en la posicién 3, dan croméforos. Es conocido que las
sapogeninas tratadas con acido sulfirico concentrado producen cromoforos
caracteristicos, todos los cuales de cualquier forma no absorben a la misma
longitud de onda. En suma el problema de interferencia es particularmente
importante en esta instancia. Esta deficiencia permite divisar un método que sea
mas especifico para sapogeninas y permita determinar todas las sapogeninas a
pesar de sus particularidades en cuanto a la estructura. Tales propiedades son
muy importantes, especialmente cuando es deseable determinar el contenido de
sapogeninas cuando su estructura exacta no es conocida, o cuando se estudie
su fisiologia durante ciertas etapas vegetales. Se ha mostrado que bajo esas
condiciones las diferencias cualitativas y cuantitativas son importantes. Las
reacciones que envuelven los anillos E y F de las moléculas proporciona una
base para desarrollar un método rapido, exacto y simple. [13]

El método se basa en la formacion de un derivado colorido, que se forma
cuando reaccionan el grupo espirostano de las sapogeninas con el anisaldehido
y; el compuesto formado se mide a 430 nm. [13]
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y METODOS
3.1.2 MATERIAL

o Material vegetal: Raiz de cocolmeca, 3 kg. Procedencia: Laboratorios Mixim;
alternativamente se emplearon muestras obtenidas en el Mercado de Sonora
procedentes de: Chiapas, Hidalgo y Guerrero.

Material de vidrio comun para la extraccién y el trabajo analitico.

Molino Willey de malla de 1 mm

Espectrofotometro Shimadzu.

Celdas de cuarzo.

3.1.2 REACTIVOS

Disolventes: Etanol al 70%, Etanol, Metanol, Butanol, Hexano (destilado y grado
reactivo).

Revelador: Vainillina—acido sulflurico (se prepara mezclando 1:1 una solucion de
acido sulfurico al 5% mas con solucién de vainillina al 1% en etanol).

Reactivo A: Se hace una mezcla 99.5-0.5 de acetato de etilo-anisaldehido
Reactivo B: Se hace una mezcla 1:1 de acetato de etilo-ac. sulfurico
Estandar de Esmilagenina. Adquirido en Aldrich.

Otros estandares: Sarsasapogenina, Diosgenina procedente del laboratorio 121,
y del laboratorio 204 del instituto de Quimica.

El estandar que utilizado fue la esmilagenina. La sarsasapogenina y la
diosgenina no fueron utilizados como estandar. La esmilagenina se obtuvo en
Aldrich la sarsasapogenina fue proporcionada por el Dr. Romo de Vivar del
Instituto de Quimica de la UNAM vy; la diosgenina que se encontraba en
existencia en el laboratorio. Tanto el estandar como las otras sapogeninas que
fueron utilizados para comparacioén fueron caracterizados por espectroscopia y
punto de fusion.

3.2 METODO GENERAL

3.2.1 PREPARACION DE LA MUESTRA
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PARTE EXPERIMENTAL

La muestra seca se molié enun molino de cuchillas con malla de 1 mm

Para cada experimento se pesaron 10 g del material vegetal en una
balanza analitica.

3.2.2 EXTRACCION

Las muestras se transfirieron a un matraz de fondo redondo de boca
esmerilada 24/40 y 250 mL de capacidad; se agregaron 50 mL de metanol y se
caliento a reflujo por 30 minutos empleando una manta de calentamiento.

Una vez terminado el reflujo se filtrd el extracto, se concentr6 en un
rotaevaporador y se registr el peso del extracto seco.

3.2.3 HIDROLISIS

Al extracto metandlico se le agregdé una mezcla de acido clorhidrico
concentrado y etanol a razén de 0.3 mL y 5 mL respectivamente por cada 100
mg de extracto. Luego se monté un sistema de reflujo con una manta de
calentamiento. El sistema se mantuvo a reflujo por 1.5 horas.

3.2.4 NEUTRALIZACION Y EXTRACCION

Al término de la hidrdlisis la disolucion se neutralizé con una solucion de
hidréxido de sodio al 5%. Después se extrajo con tres porciones de hexano en
un embudo de separacién. La fase organica, se secd con sulfato de sodio
anhidro y se concentré en un rotaevaporador. Se registrd el peso del producto
obtenido. Se realizd una cromatografia en capa fina utilizando cloroformo-
metanol (90:10) como sistema de elucién y Esmilagenina como referencia. Se
utilizéd como revelador la mezcla de vainillina-acido sulfurico.

3.2.5 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA

El producto obtenido se disuelvié en acetato de etilo grado reactivo y se
afor6 a 25 mL.

De la solucién anterior se toméd una alicuota de 1 mL y se aforé a 10 mL.
Se mide un volumen de 2 mL y se transfirié a un tubo de ensayo, se agregaron 1
mL del reactivo A y 1 mL del reactivo B. Se dej6é reposar por 20 minutos y se
ley6 en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 430 nm. Utilizando un
blanco e intercalando en una curva patron.

3.2.6 CURVA PATRON

Se pesaron 25 mg del estandar de Esmilagenina (PM: 416 g mol™), se
transfirieron a un matraz aforado de 25 mL se disolvieron en acetato de etilo
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grado reactivo y se llevaron al aforo; después se tomé 1 mL de esta disolucion y
se transfiri6 a un matraz aforado de 10 mL, se disolvié en acetato de etilo grado
reactivo y se llevé al aforo. De la solucidén anterior se transfiri6 1 mL a un matraz
aforado de 10 mL y se disolvi6 en acetato de etllo y se llevd al aforo. Esta
disolucion tuvo una concentracién de 24.00 nmol mL™". Esta fue la disolucion 1.

De la disolucién 1, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

Los 8 mL restantes de la disoluciéon 1 se llevaron al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucion tuvo
una concentracion de 19.20 nmol mL™". Esta fue la disolucion 2.

De la disolucién 2, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

Los 8 mL restantes de la disoluciéon 2 se llevaron al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucién tuvo
una concentracion de 15.36 nmol mL™". Esta fue la disolucion 3.

De la disolucién 3, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

Los 8 mL restantes de la disolucion 3 se llevan al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucién tuvo
una concentracion de 12.28 nmol mL™". Esta fue la disolucién 4.

De la disolucién 4, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

Los 8 mL restantes de la disolucién 4 se llevaron al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucién tuvo
una concentracion de 9.83 nmol mL™". Esta fue la disolucion 5.

De la disolucién 5, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

Los 8 mL restantes de la disolucién 5 se llevaron al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucién tuvo
una concentracion de 7.86 nmol mL™". Esta fue la disolucion 6.

De la disoluciéon 6, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.
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Los 8 mL restantes de la disolucién 6 se llevaron al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucion tuvo
una concentracion de 6.29 nmol mL™'. Esta fue la disolucién 7.

De la disolucién 7, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

Los 8 mL restantes de la disoluciéon 7 se llevaron al aforo con acetato de
etilo grado reactivo en el mismo matraz aforado de 10 mL. Esta disolucion tuvo
una concentracion de 5.03 nmol mL™". Esta fue la disolucién 8.

De la disolucién 8, se tomaron 2 mL y se transfirieron a un tubo de
ensaye.

A las disoluciones que se transfirieron a los tubos de ensaye, se les
anadieron 1 mL del reactivo A y 1 mL del reactivo B; se dejaron reposar por 20
minutos y se leyeron a 430 nm, en un espectrofotdbmetro. Se compararon con un
blanco de acetato de etilo.

3.3 OPTIMIZACION DEL METODO

A fin de definir el mejor método de extraccion, se probaron diferentes
condiciones:

3.3.1 EXTRACCION
Los tiempos de extracciéon que se probaron fueron las siguientes:

e 10 minutos
e 30 minutos
e 1.5 horas

3.3.2 HIDROLISIS

Se realizaron pruebas con diferentes acidos (acido clorhidrico y acido
sulfurico) y con diferentes concentraciones:

0.3 mL de acido clorhidrico + 5 mL de etanol.

0.15 mL de acido clorhidrico + 2.35 mL de etanol + 2.5 mL de agua + 2.5 mL de
dioxano

0.3 mL de acido sulftrico + 5 mL de etanol.

Para la hidrélisis los tiempos de reflujo que se probaron fueron las
siguientes:
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e 30 minutos
e 1 hora
e 1.5 horas

3.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Para validar el método desarrollado, el procedimiento fue el siguiente:

3.4.1 ESPECIFICIDAD

La longitud de onda a la cual se obtiene la sefial mas grande es 430 nm

3.4.2 EXACTITUD

Se evaluaron tres concentraciones diferentes y se realizaron tres
repeticiones de cada concentracién.

3.4.3 PRECISION

Al igual que en la exactitud, se probaron tres concentraciones diferentes.
Se realizaron tres repeticiones de cada concentracion.

3.4.4 LINEALIDAD

Se probaron cinco concentraciones diferentes y se determinaron precisién
y exactitud.

3.5 AISLAMIENTO DE MARCADORES

Con objeto de obtener una cantidad mayor del producto considerado
como marcador quimico, presuntamente Esmilagenina; para caracterizarlo
espectroscopicamente, se llevé a cabo una extraccién utilizando el material
vegetal, de la siguiente forma:

En un matraz de fondo redondo, se pesaron 600 g del material vegetal
molido y se le adicionaron 4000 mL de metanol. La mezcla se calentd a reflujo
por 30 minutos.

Al término de este tiempo, se filtrd y la fase metandlica se concentro en el
rotavapor al vacio. El peso registrado fue de 84.67 g de extracto metanélico

El extracto que se obtiene se hidrolizdé con la mezcla de etanol y acido
clorhidrico (proporcién: 5 mL de etanol + 0.3 mL de acido clorhidrico por cada
100 mg de extracto metandlico) a reflujo y con agitacion.
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El hidrolizado se neutralizé' y se extrajo con hexano en un embudo de
separacion.

3.5.2 PURIFICACION

El producto obtenido de la extraccion esta constituido por una parte seca
y una de apariencia oleosa que se separa mayoritariamente por filtracién

El sélido se recristalizé de acetona, se filtré y se registré su peso. Se
realizé una placa de CCF con CHCI3-MeOH (9.5:0.5) como sistema de elucion.

Se le determiné punto de fusion y se realizaron espectros de infrarrojo,
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

3.5.3 ESTANDARES Y SUSTANCIAS DE COMPARACION
El estandar de sarsasapogenina, esmilagenina y la diosgenina utilizados

para comparar, se caracterizaron por espectroscopia de IR RMN y EM y punto
de fusién.
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4. RESULTADOS

4.1 OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION CON METANOL

Tabla 1. Extraccion en metanol.

10 minutos 30 minutos 1.5h
Repeticion | Cantidad obtenida (g) | Cantidad obtenida (g) | Cantidad obtenida (g)
1 1.2322 1.2766 1.5360
2 1.3668 1.2844 1.3136
3 1.1288 1.2525 1.1104

En esta tabla se observa que el mejor tiempo es el de 30 minutos, porque
sus resultados no son estadisticamente diferentes.

4.2 HIDROLISIS
Tabla 2. Hidrdlisis con HCI concentrado.
30 minutos 1 hora 1.5h
Repeticién | Cantidad obtenida (g) | Cantidad obtenida (g) | Cantidad obtenida (g)
1 0.0034 0.0022 0.0410
2 0.0041 0.0030 0.0230
3 0.0025 0.0028 0.0542

En este caso vemos que con el tiempo de hidrélisis a reflujo por 1.5 horas,
se obtiene una mayor cantidad de producto que no es significativamente

diferente.

Tabla 3. Otras hidrélisis

1. 0.3 mL de acido clorhidrico + 5 mL de etanol.
2. 0.15 mL de acido clorhidrico + 2.35 mL de etanol + 2.5 mL de agua + 2.5 mL

de dioxano

3. 0.3 mL de acido sulfﬂrico + 5 mL de etanol.

1

2

3

Repeticion

(9)

Cantidad obtenida

Cantidad obtenida
)]

Cantidad obtenida
(9

1

0.03

0.03

0.04
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4.3 CURVA ESTANDAR

Los resultados de la curva estandar fueron los siguientes.

La curva y la ecuacidén quedaron de la siguiente manera:

Tabla 3. Curva estandar.

Concentracién | Absorbancia
nmol mL™"
24.00 0.774
19.20 0.685
12.28 0.437
9.83 0.386
7.86 0.306

ABSORBANCIA

T

0.8 -

0.6
0.4
0.2

—~

|
|

|

0 -

0

y = 0.0296x + 0.0843

R? = 0.9887

10 15 20
CONCENTRACION

- —

25 30

Grafica 1. Curva estandar

En la construccion de la curva estandar se observa que es lineal porque la
¥ es mayor que 0.98 ademas de que los valores de las absorbancias estan
dentro de los parametros que se indican para que las lecturas sean confiables.

Curva 2:

Tabla 4
Concentracién | Absorbancia
24 0.754
19.2 0.673
12.28 0.439 -
9.83 0.383
7.86 0.301
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09 -
08 | y = 0.0285x + 0.0925

0.7 - R? = 0.9869
0.6
0.5
0.4
0.3 -
0.2 |
0.1 |

o+————— - ; - .

0 5 10 15 20 25 30
CONCENTRACION

=S T |

ABSORBANCIA

Curva 3:

Tabla 5

Concentracion | Absorbancia

24 0.735
19.2 0.665
12.28 0.43
0.83 0.37
7.86 0.296

08 y = 0.028x + 0.0895 |
R? = 0.9838

0.7
! 06 -
0.5

0.4 -
0.3 4

ABSORBANCIA

oz |
0.1
Y R SR ,
0 5 10 15 20 25 30
CONCENTRACION !

Si comparamos las ecuaciones y sus r* se puede ver que no hay muchas
variaciones:

y=0.0296x + 0.0843
r’=0.9887
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y=0.0285x + 0.0925
r’=0.9869

y=0.028x + 0.0895
r’=0.9838

4.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

4.41 EXACTITUD

Para evaluar los siguientes parametros, se usé la ecuacion obtenida de la
curva estandar de esmilagenina.

Tabla 6. Concentracion de 5g

Cantidad de | Absorbancia | Cantidad de
cocolmeca sapogerinas
(9) (mg)

5 0.3251 8.4731
5 0.3439 9.1346
5 0.3368 8.8848

Tabla 7. Concentracién de 10 g

Cantidad de | Absorbancia | Cantidad de
cocolmeca sapogeninas
(9) (mg)

10 0.3871 18.61
10 0.3976 19.34
10 0.3897 18.79

Tabla 8. Concentraciéon de 15 g

Cantidad de | Absorbancia | Cantidad de
cocolmeca sapogeninas
(9) (mg)

15 0.4234 21.13
15 0.4436 22.53
15 0.4430 22.49
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resultados obtenidos en las tres concentraciones
estadisticamente diferentes.
4.42 PRECISION
Tabla 9. Concentracién de 5 g
Cantidad de | Absorbancia | Cantidad de
cocolmeca sapogeninas
) (mg)
5 0.3219 14.08
5 0.3564 16.48
5 0.3620 16.87
Tabla 10. Concentracién de 10 g
Cantidad de | Absorbancia | Cantidad de
cocolmeca sapogeninas
(¢)) (mg)
10 0.3871 18.61
10 0.3976 19.34
10 0.3897 18.79
Tabla 11. Concentracién 15 g
Cantidad de | Absorbancia | Cantidad de
cocolmeca sapogeninas
(9) (mg)
15 0.4234 21.13
15 0.4436 22.53
15 0.4430 22.49

En la precision como en la exactitud, tenemos la misma situacion; los
resultados obtenidos no son estadisticamente diferentes y en base a este

argumento tenemos que el método también es preciso.

4.4.3 LINEALIDAD

Tabla 12. Linealidad

Cantidad de Cantidad de
cocolmeca producto (mg)
(9)
2.5 3.1211
5 5.7601

RESULTADOS

En estos resultados se observa que el método es exacto, pues los
medidas,




10 10.5105
15 13.2199
20 16.3164
La grafica es la siguiente:
18 4 y = 0.7443x + 1.97
w 16 R? = 0.0826 7%
% 14 |
“g’, 12
2 10
.
T 6
S 2.
0+ ' E— ' . S—
0 5 10 15 20 25
Cantidad de cocolmeca
Lin 2
Tabla 13
Cantidad de | Cantidad de
cocolmeca producto
(9) (mg)
2.5 2.5581
5 5.2323
10 9.5604
15 12.0587
20 16.809

RESULTADOS
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18 4 y = 0.7801x + 1.0523
| o 161 R? = 0.9898
L& 14
2
! § 12
[T
w
(=]
s s
E !
z 4
g |
01 i 1 1 1 |
0 5 10 15 20 25 !
CANTIDAD DE COCOLMECA '
L ]
Lin 3
Tabla 14
Cantidad de | Cantidad de
cocolmeca producto
(9) (mg)
2.5 2.8748
5 5.4435
10 9.8419
15 12.868
20 16.0349
18 4 y = 0.7433x + 1.6078
o 64 R? = 0.9804 .
g 14 | .
8 12 :
4 |
a. 10 {
a 4|
2 .
{ 'g 4 l
3] 2‘ i
| (g — = = : 5 2
0 5 10 15 20 25 |

CANTIDAD DE COCOLMECA

4.5 AISLAMIENTO DE MARCADORES
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De la extraccion en mayor escala se obtuvieron 40 mg de producto

denominado A.

4.5.1 CARACTERIZACION

4.5.1.1 PUNTO DE FUSION

Producto A: 125°-126°C

Esmilagenina: 185°C

Diosgenina: 204°C

B-sitosterol: 127°C

4.51.2 CROMATOGRAFIA

Tabla 15. CCF
Rf Coloraciéon
Producto A 0.6 Violeta
Esmilagenina 0.6 Amarillo
Sarsasapogenina 0.6 Amarillo
B-sitosterol 0.6 Violeta

4.5.1.3 ESPECTROSCOPIA

Tabla 16. Espectroscopia de IR

IR (cm™) Esmilagenina Sarsasapogenina | Producto A
Hidroxilo 3300 cm™ 3300 cm™ 3300 cm’”
C 27 unido a C 25 | 898 (mas intensa) | 895 (menos | Indefinidas
(axial o ecuatorial) |y 917 (menos |intensa) y 916
intensa) (mas intensa)
Tabla 17. RMN 'H de Esmilagenina
5 (ppm) H
H-3 4.11 CHy © \
H-16 4.40 CH CHs
H-18 0.76 o
H-19 0.98
H-21 0.97
H-26 3.38,3.48 HO
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H-27 0.79
Tabla 18. RMN 'H de Sarsasapogenina

S (ppm)
4.11 CHj
6 4.40
8 0.76
9 0.97
1 0.99
6 3.28, 3.95
7 1.08 HO

Tabla 19. RMN 'H de Diosgenina

d (ppm)
4.11
5.30
6 4.38
8 0.76
9
1

'CH,

1.04

: 0.92
H-26 3.36, 3.38 HO
H-27 0.70

Tabla 20. RMN 'H del Producto A

d (ppm)
3.50

IIII]I:III

Espectrometria de masas
Esmilagenina: PM= 416 g/mol
Sarsasapogenina: PM= 416 g/mol

B-sitosterol: PM= 414 g/mol
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Producto A: PM= 414 g/mol .

4.5.1.4 DISCUSION DE RESULTADOS

Analizando los resultados anteriores se observd que el producto A no es
una sapogenina, presumiblemente sarsasapogenina, de acuerdo al género de la

planta que constituye la droga cruda, sino que se trata de un esterol, en principio
[-sitosterol.

Tabla 21. Datos del B-sitosterol

Pf 127 °C

Rf 0.6
CCF Colracion violeta
PM 414
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5. CONCLUSIONES

1. Considerando que la esmilagenina es un componente de las plantas del
género Smilax, se decidié usarla como posible marcador.

2. Se disend y se prepardé un método para la cuantificacién de sapogeninas,
utiizando esmilagenina, para construir una curva que permita expresar los
resultados como sapogenina contenida en la droga.

3. El método fue validado y puede ser aplicado a productos con sapogeninas
como componentes.

4. Se asume que las droga cruda denominada cocolmeca tendrd sapogeninas
como sarsasapogenina y esmilagenina en cantidades variables. Sin embargo, un
analisis de muestras de cocolmeca obtenidas de un laboratorio comercial y del
Mercado de Sonora, mostrd resultados tales que se concluye que se aislé un
compuesto esteroide de tipo esterol, inicialmente caracterizado como f3-
sitosterol, por su punto de fusion, peso molecular, espectroscopia de IR, RMN
1H y masas

5. Se requiere mas estudios sobre la identidad de la droga y contenido de
sapogeninas
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ANEXO

ESPECTROSCOPIA

Espectro IR de esmilagenina

Espectro RMN 'H de esmilagenina
Espectrometria de masas de esmilagenina
Espectro IR de sarsapogenina

Espectro RMN "H de sarsapogenina
Espectrometria de masas de sarsapogenina
Espectro IR de B3-sitosterol

Espectro RMN 'H de B-sitosterol
Espectrometria de masas de 3-sitosterol
Espectro IR de Producto A

Espectro RMN 'H de producto A
Espectrometria de masas de producto A
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Espectro No. 8. Espectro RMN "H de B-sitosterol (CDCls)

45



ESPECTROS

®ey

g sanng
588

%14

N A A RNRNAS AL 0 8 D 0

1%

A
"
%
RS
™
A
m\
5
o
-,
Bl
A
I
3
—‘\.
20y,
»
e

-4

HO

Espectro No. 9 Espectrometria de masas de B-sitosterol (IE)

46



ESPECTROS

- ns

[2201)

an-i

4
4000 D

Espectro No. 10 Espectro IR del producto A

47



ESPECTROS
e

2,32 2.26 ppw
3

3,59 pom

L. IR
TIE %
BRE %
ey

5,375 ppa

Espectro No. 11. Espectro RMN 'H del producto A (CDCl3)

48



ESPECTROS

. g "
:
= b
v, i
s —
- L IV EARGS. ..
%
%5
s
",
g PN AR AN 73 4 % et SRR
>
o
" =
R
o=
(."Lf.-‘(
@
o]
P
P4
fI3ee
Ponr
o
‘
a N

Espectro No. 12 Espectrometria de masas del producto A (IE)

49



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Parte Experimental
	4. Resultados
	5. Conclusiones
	6. Bibliografía
	Anexo

