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1. INTRODUCCION

En México se tiene estimado que existen cerca de 30,000 especies de plantas
de las cuales en 1997 el Instituto Nacional Indigenista documenté 3,000 con
usos medicinales, esto significa el 10% del total de la riqueza floristica del

pais.

Existen informes que reportan que de manera cotidiana se comercializan con
fines medicinales alrededor de 250 especies de plantas frescas y
deshidratadas provenientes principalmente de las zonas centro y sur del pais,
sin embargo, ninguna de las grandes empresas mayoristas del pais maneja el
total de estas especies, algunas incluso se dedican principalmente a
comercializar plantas nacionales y otras tienen preferencia por las especies

extranjeras.

Hoy en dia, gran numero de individuos de diversas comunidades utilizan
materias primas vegetales como una alternativa terapéutica, para tratar sus
enfermedades y en muchos casos sus usos se transmiten de generacion en
generacion, como es el caso de la mayoria de especies medicinales
empleadas en la medicina tradicional mexicana. Un estudio sistematico de las
plantas medicinales que englobe andlisis quimicos, farmacolédgicos, botanicos
y analiticos, entre otros, es muy conveniente, para la comprobacién eventual
de sus propiedades terapéuticas. En este trabajo se describe una metodologia
conveniente para determinar cuantitativamente algunos metabolitos
secundarios contenidos en la planta medicinal Selaginella lepidophylla para

asi desarrollar una prueba de control de calidad para la planta mencionada.
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2. ANTECEDENTES

2.1 GENERO SELAGINELLA

La familia Selaginellaceae consiste de un solo género, Selaginella. Se
encuentra en el grupo de plantas criptdgamas vasculares y se les conoce
como “licopodios pequefios” debido a la similitud morfolégica con las plantas
Lycopodiales. Esta familia es el Unico miembro dentro del orden
Selaginelalles; que junto con las plantas Lycopodiales, Lipodendrales y las
Isoetales conforman la clase Lycopodiopsida.t

Dentro de la familia, unas especies poseen tallos postrados y otras los tienen
erguidos y delgados. El sistema vascular de los tallos se constituye por una o
varias ramificaciones con bifurcaciones desiguales y sin crecimiento en el
espesor. El tallo se encuentra recubierto por hojas pequefas en cuatro hileras
longitudinales, que pueden estar dispuestas en forma helicoidal o con
frecuencia se encuentran decusadas. Las hojas se caracterizan por la
presencia de una pequefia ligula a la base del haz y es de consistencia
membranosa; éste organo se encarga de captar el agua y facilita la rapida

absorcion de las gotas de lluvia.?

Las selaginelas son plantas heteroscoépicas, es decir, que son capaces de
producir dos tipos de esporas; ademas, tienen protalos (gametofitos)
extraordinariamente pequefios. Los Organos que contienen las esporas,
denominados esporofilos, se encuentran en la extremidad de las ramas en
forma de flores apicales. Cada esporofilo lleva sélo un microsporangio o un
macrosporangio que nace del tallo por encima de la base de la hoja, y aunque
estan separados, se encuentran en la misma planta; cada protalo femenino
forma cuatro esporas grandes (macrosporas) y el masculino origina muchas

esporas pequefias (microsporas).
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Las plantas herbaceas del género Selaginella varian de tamafio pequefio a
moderado, son mas de 700 especies las que conforman el género y estan
ampliamente distribuidas en el mundo, pero abundan en las zonas tropicales y
unas cuantas se extienden en las altas latitudes del norte y del sur. Algunas
especies estan adaptadas a soportar ciertos periodos de sequia, por lo que

pueden crecer sin ningln problema, en lugares relativamente secos.?

Algunas especies se cultivan en invernaderos como plantas ornamentales,
pero la principal utilidad esta en la medicina tradicional. Se ha reportado su
uso en el tratamiento de diversas enfermedades como: diabetes, gastritis,
cancer, problemas cardiovasculares, hepatitis, enfermedades de piel,
infecciones del tracto urinario y se han utilizado como antiinflamatorias. En su
composicion quimica, estas plantas tienen compuestos tales como glucésidos,
alcaloides, lignanos y son ricos en flavonoides.® Estos ultimos frecuentemente

se encuentran bajo la forma de glicosidos.

Tabla 1. Metabolitos secundarios y actividades biolégicas de diferentes

especies del género Selaginella .*

Lugar
0 . Actividades
§ de Compuestos quimicos Referencias
G origen Biologicas
Amentoflavona, hinoquiflavona,
bilobetina, sequiaflavona, hevea- . 5
g ] ] ] ) Regeneracion de Swamy, et
s India flavona, neocriptomerina, derivados ] o
o o energia y vitalidad al., 2006.
S de dihidrohinokiflavona y de
dihidroamentoflavona
Amentoflavona, 3',3’-binaringenina,
8 5", 7"-dihidroxi-2"-fenoxi-cromonil- y s
a _ ) ) ) o Regeneracion de Swamy, et
Q India (3",4")-naringenina, naringeninil-(4"- . o
o o o energia y vitalidad al., 2006
g‘ 0-3)-kamferol, 8"-metilnaringeninil-
» (47-0-3)-kamferol.
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Robustaflavona, amentoflavona,
) acidos cafeoilquinicos, derivados
Taiwan )
metoxilados de robustaflavona y de

2",3"-dihidro-robustaflavona.

Citotoxica

GLin, et al.,
2000

Robustaflavona, amentoflavona e

Epilepsia, narcético,

8Lopez-Saez,

Esparfia o antihelmintico,
hinokiflavona . o etal., 1995
antiespasmadico
Acido siquimico, fenil-propanonas, Enfermedades
alcaloides glicosidicos de tipo cardiovasculares, Lin, et al.,
hordenina; lignanos: (-)-lirioresinol A. bactericida, fuerte 1987, ibid,
oh (-)-lirioresinol B, (+)-wikstromol, (-)- actividad citotoxica in 1993.
ina
nortraquelésido, (+)-matairesinol A, vitro. Antimutagénico
amentoflavona, heveaflavona y (Salmonella °Sun, et al.,
derivados metoxilados de tiphymurium), 1997.
amentoflavona. antitumoral en ratones
Robustaflavona, amentoflavona,
hinoquiflavona, isocriptomerina, Enfermedades 10 )
. ) o o . Qasim, et
México heveaflavona, trimetil éter de urinarias, diarrea, | 1085
al., .
hinoquiflavona, 5’,5"-dihidroxi- malestares hepaticos
7,774’ 4" -tetrametoxi-amentoflavona.
_ . Gonorrea, hemorragias,  °Sun, et al.,
Amentoflavona, ginkgetina, N
hepatitis agudas, 1997;
_ podocarpus-flavona A, kayaflavona, . o
China ) citotoxicidad vs.
7,4, 7" 4" -tetrametoxi-amentoflavona, . 11
o . | sonimoineli adenocarcinoma Evans y
eta-sitosterol, isopimpinelina.
pimp oVarico. Raffauf, 1990.
islandi Robustaflavona, amentoflavona, Antiepiléptico y ®Lopez Saez,
slandia
hinokiflavona antiespasmadico et al., 1995
Promueve la *Swamy, et
Japg Amentoflavona, sotetsuflavona, circulacion, al., 2006,
apon . . . . .
isocriptomerina, hinoquiflavona emenagogo, Sun, et al.,
antineoplasico. 1997.
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Isocriptomerina,

tetraacetilisocriptomerina,

Reino robustaflavona, bilobetina, 2”,3"- Citotécico vs células de  **Silva et al.,
unido dihidroisocriptomerina, 4’,7"-di-O- colon (Col2). 1995.

metilamentoflavona, 7”-O-
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2.1.1 Selaginella lepidophylla (Hook & Grev.) Sprin g
2.1.1.a Nombres Comunes

Sus nombres comunes son: Planta de la Resurreccion, Rosa de Jerico,
Siempre Viva, Flor de Piedra, Doradilla, Flor del rock, Flor de piedra. En las
distintas lenguas: Magéra (tarahumara), yamanquitexdchitl (n&huatl),
tequequetzal (Morelos), texochitl (Guerrero), much-k’'ok (Michoacan vy
Yucatan), jodt'nborra y te'tesawam (Sonora), donido (Hidalgo), ndoto kuu

(Oaxaca).’
2.1.1.b Clasificacion taxondmica

En la siguiente tabla se muestra la clasificacion taxonémica mas reciente de la

especie Selaginella lepidophylla (Hook & Grev.) Spring.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de S. lepidophylla .

Adolf Engler ITIS*
Reino Plantae Plantae
Subreino Embryophyta asiphonogama Tracheobionta
Division Pteridophyta Lycopodiophyta
Clase Lycopodiopsida Lycopodiopsida
Orden Selaginellales Selaginellales
Familia Selaginellaceae Selaginellaceae
Género Selaginella Selaginella Beauv.
Especie Selaginella lepidophylla Selaginella lepidophylla

*Base de datos: ITIS (Integrated Taxonomic Information System) http://mww.itis.gov **
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2.1.1.c Caracteristicas Botanicas

Selaginella lepidophylla, es una planta herbacea de tamafo pequefio, de raiz
fibrosa y pese a que en apariencia no tiene tallo, los presenta en manojos
duros, por lo regular, miden de 10 a 12 cm de largo y de 0.5 a 1 cm de ancho.
Tiene frondas verdes muy divididas y dispuestas en rosetas. Los tallos estan
cubiertos por dos hileras de hojas grandes y dos de hojas pequefas, son
fuertes, densamente imbricadas, escariosas en sus margenes y son de color

verde claro por el revés. (Fig. 1)

Figura 1. Selaginella lepidophylla

Esta planta, presenta propiedades poiquilohidricas, es decir, que se encuentra
en equilibrio con la humedad atmosférica; cuando se deshidrata (Fig. 2), en
los periodos de sequia, los tallos se cierran y enrollan para formar una roseta
de alrededor de 10 cm de diametro, con apariencia dorada (de ahi el nombre
de Doradilla), y cuando nuevamente tiene contacto con la humedad, las ramas
reverdecen y se vuelven a extender. Por esta razén, puede permanecer varios
afios en estado latente por desecacidn extrema y al disponer de agua,
ademas de recobrar su apariencia herbacea, también reanuda sus funciones

normales.'*
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Figura 2 . Planta deshidratada S. lepidophylla

2.1.1.d Distribucion

La planta habita donde hay climas calido, semicalido, seco, semiseco y
templado, desde los 600 y hasta 2800 m sobre el nivel del mar. Crece en
lugares pedregosos, sobre las pefias y en las oquedades que quedan entre
las rocas, esta asociada a bosques tropicales, a matorral xerdfilo, a bosques
de encino, de pino y mixtos. La especie se localiza en gran parte del territorio
nacional (Fig. 3). La distribucion conocida para esta planta es: Baja California
Norte, Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero,
Jalisco, Nayarit, Nuevo Leon, puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Sonora, Tamaulipas y Zacatecas y mas recientemente en el estado de
Tlaxcala.'® Se le ha encontrado en la mayor parte del territorio de Texas.*

Figura 3. Mapa de distribucion geografica de S. lepidophylla en México.

Presencia geogréfica

7
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2.1.1.e Usos medicinales

La Doradilla, se utiliza para el tratamiento de varios males populares: En Baja
California para el “mal de orin”, en Oaxaca, para la “enfermedad del anual”, en
la cual el enfermo presenta dolor del cuerpo, cansancio y dolor de cabeza. En
Veracruz, se usa para la “quemazén”, referida como enfermedad en los nifios,
que se caracteriza por diarreas que duran aproximadamente un mes y en la

cual aparecen manchas moradas.™

Sus usos principales son como, antirrenopatico y diurético en caso de rifiones
inflamados, cistitis, calculos renales, dolor de cintura, de espalda, cuando hay
obstruccion de orina e irritaciéon de los riflones. Entre los usos para aliviar
trastornos digestivos figuran, inflamacion de estébmago, Ulcera, dispepsia,
irritacion del higado, corajes, espanto, calculos biliares. También se indica
para la tos, bronquitis, tosferina, para expulsar placenta, reumas, corazén,
purificar la sangre, contra parasitosis y tiricia negra.’®* Sin embargo, la
Sociedad Farmacéutica de México indica el uso de la planta como detersivo,
eupéptico, diurético, en padecimientos hepaticos y en caso de dolor en

rinones.'® 16:17

La forma de uso de la planta es por decoccién de 1 a 4 plantas en un litro de
agua (durante 5 a 10 min), su frecuencia de uso es como de agua de tiempo
hasta que desaparezca el malestar, por lo que la via de administracion es

oral.'®

2.1.1.f Antecedentes fitoquimicos

Los estudios que se refieren a la composicion quimica de S. lepidophylla son
escasos. Luis de Escurdia menciona en su composiciéon: aceite fijo, acido
organico, clorofila, glucosa, goma, albumina, materia colorante, &cido
carbonico, acido salicilico, sulfurico, clorhidrico y fosforico, sosa, potasa, cal,

magnesia y fierro.?
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Entre otros metabolitos secundarios se han aislado: sacaridos,
tetrahidrofurano. Sin embargo, Qasim y colaboradores (1985) aislaron de esta
planta los biflavonoides robustaflavona, amentoflavona, hinoquiflavona,
isocriptomerina, heveaflavona, éter trimetilico de hinoquiflavona y 5',5"-
dihidroxi-7,7",4’, 4"-tetrametoxi-amentoflavona.'® Dentro de la investigacion
farmacoldgica de S. lepidophylla se ha podido comprobar que tiene poca
actividad inhibidora de la respuesta contractil de utero, ileon y duodeno de
rata.

2.1.2 Compuestos marcadores en las plantas "

Los constituyentes de las plantas y de sus extractos pueden clasificarse en

tres categorias:

a) Compuestos con actividad terapéutica conocida . Corresponden a
compuestos quimicamente definidos o  grupos de sustancias que
generalmente son aceptadas por contribuir sustancialmente a la actividad
terapéutica de una materia prima vegetal, estos constituyentes
aisladamente ejercen el mismo (o similar) efecto terapéutico que el extracto

total.1"@

b) Compuestos que contribuyen a la eficacia terapéutic a. No ejercen el
mismo (o similar) efecto terapéutico como el extracto total, sin embargo, de
acuerdo al conocimiento cientifico, éstos contribuyen a la actividad

terapéutica.’

c) Sustancias marcadoras o0 grupos de sustancias marcad oras.
Consisten en compuestos 0 grupos de constituyentes quimicamente
definidos que se encuentran en ciertas plantas medicinales o en sus
preparados. De acuerdo al conocimiento cientifico, éstos no contribuyen a

la actividad terapéutica y solo sirven para propésitos analiticos.
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Estos constituyentes deberan ser caracteristicos de la planta medicinal y
facilmente detectables por métodos analiticos. Del mismo modo que en las
dos primeras categorias mencionadas, éstas ultimas pueden participar dentro
de un control completo desde la materia prima vegetal hasta de un preparado
vegetal medicinal.}’®

2.2 FLAVONOIDES

Por sus supuestos beneficios de salud, los flavonoides son el grupo mas
grande de compuestos quimicos que la comunidad cientifica esta actualmente
estudiando. Ademas de efectos antioxidantes, se ha reportado que ciertos
flavonoides tienen efectos antimicrobianos, posiblemente anticarcinogénicos y

cardioprotectores.

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyérgy,
quien en 1930 aislé de la cascara del limon una sustancia, la citrina, que

regulaba la permeabilidad de los capilares.®

Los flavonoides se denominaron en wun principio vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C2 (porque se comprobd que algunos
flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C). Sin embargo, el
hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y

ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950.8
2.2.1 Definicién

Flavonoide (del latin flavus, "amarillo") es el término genérico con que se
identifica a una serie de metabolitos secundarios de las plantas.’® Los
flavonoides, que se encuentran tanto en estado libre como glicosidado,
constituyen el grupo mas amplio de los fenoles naturales.?’ Son sustancias de
origen vegetal y le dan los colores (rojos, azules, amarillo) a las flores y a las

hojas de otofio.

10
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Son abundantes en las familias Poligonaceae, Rutaceae, Leguminoseae,

Umbelliferae y Compositae, por tan solo mencionar algunas.
2.2.2 Distribucion y estado natural

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas verdes
(especialmente en las angiospermas), y sélo algunos pocos se han detectado
en hongos y algas. Se han encontrado en las diferentes partes de las plantas,
especialmente en las aéreas (hojas y botones florales), en tejidos
superficiales, y se les encuentra en forma libre (también llamados agliconas
flavonoides), como glicosidos (la mayoria de las veces), como sulfatos y
algunas veces como dimeros y polimeros.?* Estan disueltos como glicésidos

en el jugo vacuolar, cloroplastos y membranas.

Los glicosidos pueden ser de dos clases: con los carbohidratos ligados a
través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal) es decir como O-glicosidos;
o con los carbohidratos ligados a través de enlaces C-C, es decir como C-
glicosidos. De todas estas formas naturales, los O-glicésidos son los mas

comunes de encontrar.??

Las antocianinas por su parte se encuentran como sales principalmente en
flores, frutos y tejidos con coloraciones que van del rojo hasta el violeta y el

azul.?

2.2.3 Aspectos Quimicos

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A, derivado de la
cadena policetidica, un anillo B, derivado del acido siquimico, tres atomos de

carbono que unen los anillos A y B, correspondientes a la parte alquilica del
fenilpropano y por eso se los conoce como compuestos Cg-C3-Cq (Fig. 4).

11
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La estructura puede conformar un heterociclo (y-pironas) que es la forma mas
abundante, o una cadena abierta, las chalconas. Las polimerizaciones son

frecuentes, y ocurren principalmente por uniones C-C.?*

Figura 4 . Estructura base del esqueleto flavonoide.

La estructura base puede presentar hidroxilos, metoxilos, estar O-glicosidada
o C-glicosidada. En general el anillo A presenta hidroxilos, y no metoxilos, los
cuales se ubican mayormente en 5y 7. El anillo B en cambio presenta 1, 2 o

3 hidroxilos o metoxilos, los cuales se ubican de la siguiente manera (Fig. 5):

R4y Rs- hidroxilo se ubica en la posicion 7 y 5.
« R2- Si hay un solo hidroxilo/metoxilo su ubica en la posiciéon 4'.
R1 ¥ Rs - Si hay dos hidroxilos/metoxilos se ubican en las posiciones 3’

yo'.
Ri1, R2 ¥y R3- Si hay tres hidroxilos/metoxilos se ubican en las posiciones

3,4y5.

Figura 5. Sitios de hidroxilacién y metilacion del esqueleto flavonoide.

12
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Todos los flavonoides se numeran en sentido horario, simplemente niameros
en el anillo A y C, y numeros con “prima” en el anillo B. La excepcion son las
auronas, donde la numeracién se invierte.?* Los aztcares forman O-glicdsidos
en las posiciones 3, 7, 3' y 4, siendo los mas comunes diglicosidos en 3y 7 o

en 7y 4. La C-glicosidacion se presenta sobre Cg y Cs. (Fig. 6)

e Ri1, Rz, R3 Rs —azucares O-glicésidos
Rz R3, Rs —azucares diglicosidos

« R4y Rg—azucares C-glicosidos

Figura 6 . Sitios de O-glicosilacion y C-glicosilacién del esqueleto flavonoide.

El estado de oxidacién del anillo central determina varios grupos estructurales,

como se ve a continuacion en las siguientes estructuras (Fig. 7).%

| flavonas
O
e
()
| OH
O flavonoles

dihidroflavonoles
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Figura 7 . Estructura de diversos grupos estructurales de flavonoides.
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antocianidinas

En la Tabla 3 se muestran ejemplos de algunos tipos de flavonoides, su

estructura y patrén de sustitucion.?®

Tabla 3. Ejemplos de flavonoides y patrones de sustitucién.?®

FLAVONOIDE

FLAVANONA

FLAVONA

FLAVONOL

ISOFLAVONOIDES

ANTOCIANIDINAS

AURONAS

Naringinina
Hesperidina
Eriodictiol
Tangeritina
Luteolina
Apigenina
Kaemferol
Quercetina
Rutina
Genisteina
Daidzeina
Orobol
Apigenidina
Luteolinidina
Cianidina
Sulfuretina

Leptosidina

5,4’-OH ; 7-O-Neo
5,3-OH ; 4-OMe

5,7,3,4-OH

5,6,7,8,4'-OMe

5,7,7,4-OH
5,7,4-OH
5,7,3,4-OH
5,7,3,3,4-OH

ESTRUCTURA ANILLO C PARTE DE SUSTITUCION

5,7,3,4-OH; 3-O-Rut*

5,7,4'-OH
7,4-OH
5,7,3,4'-OH
5,7,4'-OH
5,7,3,4'-OH
3,5,7,3,4-OH
6,3,4'-OH

6,3',4-OH ; 7-OMe

*Neo: neohesperidosa, Rut: rutinosa

14
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2.2.4 Determinacién de la estructura

La Espectrofotometria UV es ampliamente usada para la deteccion de
flavonoides por requerir solo pequeias cantidades del compuesto puro, el cual
no se destruye, al igual que en la técnica por RMN.?* El espectro UV de un

flavonoide se relaciona con su estructura de la siguiente manera (Figs. 8y 9):

benzoil cinamoil

Banda Il Banda |
240-285 nm 300-400 nm

Figura 8 . Grupos cromoforos de la estructura base del esqueleto flavonoide.

200 300 400 500

Figura 9 . Espectro de absorcion de flavonoides al UV.

El espectro en metanol de los flavonoides provee informacion sobre el tipo de
flavonoide y el estado de oxidacién. EI maximo de absorcion de los
flavonoides varia de acuerdo al estado de oxidacién del anillo central y segin

el nimero y posicion de los grupos OR, como resultado de los diferentes

sistemas conjugados.®

15
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Tabla 4. Maximos de absorcion caracteristicos de los distintos esqueletos

flavonoides.
ESQUELETO BANDA Il (nm) BANDA | (nm)
Flavonas 240-280 Intensa 305-330
Flavanonas Intensa 270-295 Hombro
Isoflavonas Intensa 245-270
Flavonoles 240-280 Intensa 350-385
Dihidroflavonoles Intensa 270-295 Baja intensidad
Chalconas Pequeia Intensa 340-390
Auronas Intensidad 220-270 Intensa 370-430

Antocianinas Pequefia intensidad 270-280 Intensa 480-550

El empleo de reactivos de desplazamiento como etéxido de sodio, cloruro
férrico, acetato de sodio y acido bérico producen corrimientos de los maximos
de absorcién de acuerdo a la localizacion y naturaleza de las funciones
oxigenadas.'® Podemos resumir el uso de reactivos de desplazamiento en la
Tabla 5.

Tabla 5. Variacion en la absorcion UV-VIS de los diferentes esqueletos

flavonoides.

ESQUELETO MeOH (nm) NaOH (nm) NaOAc (nm) AICI 3(nm)
Flavonas 315-350 40-60 25-40
Flavanonas 275-295 30-40 30-40 20-30
Isoflavonas 250-270 10-15 5-15 10-20
Flavonoles 350-385 40-60 40-60
Chalconas 370-395 40-60 50-65
Auronas 385-415 40-60 50-65
antocianinas 475-545 *Inest. *Inest 15-50

*|nest. = inestable
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2.2.5 Obtencién e identificacion

2.2.5.a Extraccion de flavonoides

La extraccion de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material
vegetal fresco, aunque ésta también puede realizarse con el material vegetal
seco siempre y cuando el proceso de secado no altere la composicion de los
flavonoides. El material vegetal debe molerse finamente para de esta forma
facilitar la extraccion de los flavonoides, los cuales pueden presentar diferente

solubilidad en distintos disolventes organicos.?®

Los flavonoides que poseen un gran numero de grupos hidroxilo libres o
azucares son considerados compuestos polares, por lo que son
moderadamente solubles en disolventes polares como: etanol, metanol,
butanol, acetona, DMSO, agua. Por otro lado, los que son menos polares
como isoflavonas y flavanonas tienden a ser mas solubles en disolventes
tales como éteres y cloroformo.?®?’ La extraccién de la mayoria de los
flavonoides se puede realizar con metanol al 85 % en agua, con posterior
filtracion. El filtrado se concentra y el metanol es eliminado; la capa acuosa es
sucesivamente extraida por particion con una serie de disolventes organicos

como: n-hexano, cloroformo y acetato de etilo.?®

Este proceso es favorable para la extraccion de la mayoria de los flavonoides,
pero no para antocianidinas o flavonoides de baja polaridad, los cuales estan

presentes en la superficie de las plantas.?®Y*

El extracto hexanico generalmente contiene clorofilas y gomas y los extractos

cloroférmico y de acetato de etilo son ricos en flavonoides.
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2.2.5.b Aislamiento y purificacién

Esta etapa es muy importante en la separaciéon e identificacion de los
flavonoides presentes en un extracto. Con este objetivo se pueden utilizar
diferentes técnicas cromatogréficas; para la determinacion de flavonoides en
extractos crudos de plantas o en fracciones, son especialmente utilizadas la
cromatografia en papel (CP) y la cromatografia en capa fina (CCF). Por otro
lado, son indispensables para la separacion de flavonoides la CP preparativa,
la CCF, la cromatografia en columna (CC) y especialmente la cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC).*°
2.2.5.c Identificaciéon por Cromatografia en Capa Fi  na (CCF).

La cromatografia de capa fina es un método de analisis rapido, el cual
requiere de muy pequefias cantidades de muestra; se pueden utilizar como

soporte celulosa, silica gel y poliamida, entre otros.*

El revelado de la cromatoplaca se realiza a la luz ultravioleta a una longitud de
onda de 366 nm, donde aparecen muchos flavonoides como puntos
coloreados; estos se intensifican o cambian de color cuando se someten a
vapores de amoniaco, pudiéndose estimar de esta forma el tipo de flavonoide

presente en el extracto.*

Con el uso de reactivos asperjados se aumenta grandemente la sensibilidad
del cromatograma en la deteccion de flavonoides, sobre todo cuando los
flavonoides son invisibles a la luz ultravioleta o se encuentran como
constituyentes menores; los cuatro reactivos mas utilizados con este objetivo
son AICI;, complejo difenil-acido bdrico-etanoamina (Naturstoffreogenz A),

acido sulfanilico diazoado (DSA) y borohidruro de sodio/HCI.*
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2.2.5.d Separaciéon por Cromatografia en Columna (CC ).

Esta técnica basicamente consiste en la aplicacion de una mezcla de
flavonoides a la columna, la cual cuenta con un poderoso adsorbente y la
subsecuente elucion secuencial de los compuestos individuales con
disolventes apropiados. Se emplea para la separacion de flavonoides a nivel
preparativo y los adsorbentes mas comunmente utilizados en esta técnica son

silica gel, poliamida, celulosa y sephadex.*

2.2.5.e Separacion por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR).

Esta técnica (HPLC) puede ser usada para la separacion, determinacion
cuantitativa e identificacion de flavonoides. Muestra niveles de resolucion y
sensibilidad mucho mayores que la cromatografia de papel o de capa fina, por
lo que es usada para verificar la homogeneidad de las muestras aisladas por
otras técnicas. La cromatografia de fase inversa es comunmente utilizada y
con esta técnica los compuestos méas polares eluyen primero.* Las columnas
de Ci;3 son muy empleadas aunque las de Cg y otros empaquetamientos
pueden ser también utilizados. Se usan sucesivamente disolventes como
H,O/MeOH, H,O/MeOH/HOAc y H,O/acetonitrilo en variadas proporciones
para la cromatografia de flavonas, flavonoles, dihidroflavonoides, catequinas,
antocianidinas y glicésidos de flavonoides, utilizando sistemas de elucion
isocraticos o por gradientes. Los flavonoides eluidos por HPLC son
normalmente captados por medio de un detector UV a 280 nm, debido a que

muchos de ellos presentan un méximo de absorcién UV entre 270 y 290 nm.*
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2.3 BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES 3%

Los flavonoides se originan en la naturaleza por biogénesis mixta: el anillo A

proviene de la ruta de los policétidos, el anillo B y la cadena C3 se originan de

la ruta del acido siquimico. En la Figura 10 se esquematizan los siguientes

pasos:

a)

b)

d)

f)

La biosintesis inicia con la ruta del acido siquimico, por condensacion de
los metabolitos primarios, eritrosa 4-fosfato y el fosfoenol piruvato (PEP),
por diversas modificaciones se obtiene el acido siquimico; a partir del cual
se forma el precursor de aminoacidos aromaticos, el acido corismico, y

conduce a la formacion del aminoacido fenilalanina.

El siguiente paso es la eliminacién del amonio de la fenilalanina por
accion de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) para dar origen al

acido cinamico.

El 4&cido cinamico es transformado en acido 4-hidroxicinAmico (o acido p-
cumarico) por acciéon de la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H), que se

encarga de incorporar un grupo hidroxilo a nivel de anillo aromatico

Posteriormente, con la incorporacion de una unidad de acetil-CoA, la
enzima 4-hidroxicinamato-CoA-ligasa (4HCL) da origen al precursor 4-

hidroxicinamoil-CoA.

Por la ruta de los policétidos, se forma un policétido intermediario con la
unién de 4-hidroxicinamoil-CoA, (unidad iniciadora), y 3 unidades de

malonil-CoA, (unidad extendedora).

Con la accion de la chalcona sintetasa, el policétido se cicliza por

condensacion alddlica, para dar origen al anillo A y formar una chalcona.
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PAL: fenilalanina amonioliasa, C4H: cinamato 4-hidroxilasa, 4HCL: 4-hidroxicinamato-CoA-ligasa, PR: policétido reductasa, ChS
chalcona sintetasa, Chl: chalcona isomerasa, FS 1y 2: flavona sintetasa 1 y 2, FH: flavanona 3-hidroxilasa, FLS: flavonol sintetasa,
DFR: dihidroxiflavonol 4-reductasa, ANS: antocianidina sintetasa

Figura 10. Ruta biosintética de flavonoides.’
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2.4 BIFLAVONOIDES

Aunque existe una gran variedad de flavonoides, para efectos de este estudio
nos enfocaremos en los biflavonoides, compuestos centrales en esta tesis que

se utilizaron y analizaron para desarrollar y validar un método analitico.

Los biflavonoides, son dimeros de flavonoides, que raramente encontrados
como glicosidos, tienen una distribucion botanica muy restringida y aparecen
predominantemente en las gimnospermas. De forma general, los mondémeros
flavonoides implicados en el biflavonoide suelen ser flavonas y flavanonas con
un patron de oxigenacion muy simple: 5, 7, 4’ y ocasionalmente 5, 7, 3’, 4'. La
formacion de los biflavonoides se debe al acoplamiento oxidativo de dos
unidades de chalcona y a la modificacion del carbono central C3 * (Fig. 13).%*
La unién de ambas unidades suele estar constituida por un enlace carbono-
carbono, aunque ocasionalmente se dan los enlaces tipo éter.>* Dentro de los

tipos mas comunes para los enlaces C-C (Fig. 11) ** se incluyen:

« enlace 6, 8” apigenina- apigenina (grupo de la agatisflavona)

« enlace 8, 8” apigenina- apigenina (grupo de la cupresoflavona)
« enlace 3',8” apigenina-apigenina (tipo amentoflavona)

« enlace 3, 6” apigenina-apigenina (tipo robustaflavona)

« enlace 3, 8" entre diversas flavonas y flavanonas.

Los enlaces tipo éter (Fig. 12),%* incluyen basicamente los tipos hinokiflavona

(enlace interflavonoidico en 4',6”) y ochnaflavona (enlace 4’, 3™).

Algunas propiedades fisicas y quimicas de los biflavonoides se asemejan a
las de sus mondémeros, por lo que algunas veces son dificiles de reconocer.
Los monomeros y dimeros se pueden distinguir claramente mediante
cromatografia en silica gel y esto se puede corroborar con el uso de la fusion

alcalina o por medio de la espectrometria de masas.
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En su mayoria, los biflavonoides aislados en musgos son mucho mas polares
que los de otras plantas. Esta polaridad es mas notable respecto a los

biflavonoides de gimnospermas, y ésto podria estar relacionado con sus
zonas de acumulacion: en las zonas hidrofilicas de las paredes celulares,

caso de los biflavonoides mas polares de musgos y, en la cutina, en el caso

de los biflavonoides més lipofilicos de gimnospermas.®*

ORs O OR, O

Grupo Robustaflavona

Grupo Amentoflavona
R1, R2, R3, R4, R5, Rg =H 0 Me

Figura 11 . Enlaces C-C mas comunes en biflavonoides.

ORs

ORz O

Grupo Hinoquiflavona Grupo Ochnaflavona

Rl’ Rz, R3, R4, R5 = Ho Me

Figura 12 . Enlaces tipo éter (-O-) en biflavonoides.
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A continuacion, se describe la ruta biosintética para los diferentes tipos de
biflavonoides.

OH O
narlngenln -chalcona

”° : O S

Grupo Ochnaflavona

C+D

O W‘w‘w

o} Grupo Hinoquiflavona

C+B

OH O
Grupo Amentoflavona

D+B

Figura 13 . Ruta biosintética de los biflavonoides
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2.5 IMPORTANCIA DE LOS FLAVONOIDES

2.5.1 Flavonoides en las plantas

Los flavonoides son importantes para el desarrollo normal de las plantas;
estos se encuentran localizados en la membrana tilacoide de los
cloroplastos.®® Las funciones de los flavonoides en las plantas se enlistan a

continuacion:

= Proteccion ante la luz UV

= Defensa ante el herbivorismo

= Regulacién del transporte de la hormona auxina

= Atraccién de animales polinizadores

= Atraccion de presas (plantas carnivoras como la Drosera y la Dionea)

= Atraccion de animales dispersores de semillas y frutos

= Induccién de la nodulaciéon por parte de las bacterias fijadoras de
nitrdgeno

= Proteccién contra los hongos

2.5.2 Flavonoides en la humanidad

La humanidad ha consumido casi a diario esta clase de sustancias.*® Algunas

de sus utilidades en el organismo humano, son las siguientes.®3%%,

» Hepatoprotectores

= Evita la arterioesclerosis

= Regulan permeabilidad capilar

= Accion antiinflamatoria

= Accion relajante del musculo liso cardiovascular
= Accién antioxidante

= Mediadores de los procesos inflamatorios
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2.5.3 Fuentes dietarias mas comunes

Los flavonoides se encuentran en la pulpa comestible de frutos como los
citricos, cerezas, uvas, albaricoques, grosellas negras, etc. La pimienta verde,
el brécoli, las cebollas y los tomates son buenas fuentes vegetales, como
también el trigo sarraceno. El té verde y el vino tinto también contienen varios
flavonoides. Muchas plantas aromaticas también contienen flavonoides, y en
ellas éstos contribuyen a sus efectos terapéuticos. Entre otras se incluyen el

gingko, espino, cardo mariano.® 4% 4

2.6 VALIDACION Y CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (CLAR)

2.6.1 Generalidades de Validacion de métodos

Por definicion, la validacion es la evidencia documentada que demuestra que
a través de un proceso especifico se obtiene un producto que cumple
consistentemente con las especificaciones y los atributos de calidad
establecidos. El manejo y andlisis de los datos deben ser a través de un
tratamiento estadistico, permitiendo de esta manera una correcta evaluacion

del método.*

La validacién de un método se lleva a cabo mediante la evaluacion de ciertos
parametros como especificidad y/o selectividad, linealidad, exactitud, precision
evaluada como repetibilidad y precision intermedia, limite de deteccion y
cuantificacion. Los parametros requeridos para la validacion de un método
analitico dependen de la aplicaciéon del mismo, por lo que es importante
conocer la clasificacion segun la USP 2008 de los métodos analiticos de

acuerdo a su aplicacién.*®
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Los métodos analiticos se dividen en cuatro categorias:

» Categoria |. Métodos empleados para la cuantificacion de principios
activos y materias primas incluyendo conservadores en productos
farmacéuticos terminados.

= Categoria Il . Métodos para la determinacién de impurezas en materias
primas o producto terminado. Estos métodos incluyen ensayos
cuantitativos y cualitativos.

= Categoria lll. Métodos para la determinacion de caracteristicas del
comportamiento del producto como disolucién o liberacion del activo.

= Categoria IV . Pruebas de identificacion.**

En la Tabla 6 se indican los elementos requeridos para la validacion de cada
tipo de método.

Tabla 6. Elementos requeridos para la validacién de métodos analiticos.*

] Categoria Categoria Categoria Categoria
Parametro
I Il 1] \Y
Contenido/ | Contenido/ Pruebas Contenido | identificacion
potencia/ valoracion limite
Valoracion
Exactitud v v * * No
Precision v v No v No
Especificidad v v v * v
Tolerancia v v v * No
Limite de deteccion No v \ * No
Limite de * No
o No J No
cuantificacion
Linealidad v J No * No
Rango V J * * No

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
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Un método debe ser validado, cuando sea necesario verificar que los

parametros de desempefio son adecuados para su uso en un problema

analitico en particular por ejemplo:

Desarrollando sélo el método.

Revisando un método o estableciendo otro nuevo, adaptado a un
problema nuevo.

Cuando se realiza una inspeccién en control de calidad de un método
establecido, y éste es necesario cambiarlo a tiempo.

Cuando un método establecido es usado en diferentes laboratorios, con
diferentes analistas o diferentes equipos.

Demostrando la equivalencia de dos métodos; p. €j.: un nuevo método

y nuevo estandar.*

El hecho de contar con los procesos validados no solo significa para una

industria farmacéutica o laboratorio, tener productos de calidad que le

permitan garantizar su efectividad para entrar y mantenerse en el exigente

mercado farmacéutico, sino que también significa un valioso ahorro en tiempo

y dinero, ya que se minimizan los riesgos de perder lotes de produccion por

errores generados durante el transcurso de la fabricacién.* Segun una vision

cronolégica, podemos clasificar las validaciones de procesos en 4 tipos:

Validacion Prospectiva : este tipo de validacion se efectia en la etapa
de desarrollo del producto, es decir, antes de su fabricacion a gran

escala y de su comercializacion.

Validacion Concurrente: Es aquella que se realiza durante la
fabricacion de rutina. Su aplicacion es util en productos existentes pero
qgue no tienen un gran historial y en productos nuevos en sus primeros

lotes de fabricacion.
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e Validacion Retrospectiva : Es aquella en donde se trabaja con los
antecedentes historicos del producto, obtenidos a partir de los registros
de produccion y control de calidad. Se aplica para productos que ya se
encuentran en el mercado y que no han sido validados anteriormente.
Para la Validacion Retrospectiva de Procesos se aplica el mismo
criterio, y ha tomado gran fuerza en los ultimos afos, ya que es de facil

realizacién y de gran conveniencia para los propdsitos de la industria.

e Revalidaciéon: Este tipo de estudio se utiliza cuando se ha introducido
alguna variable en algun procedimiento o metodologia de un producto
ya validado anteriormente, por lo que se alteran las caracteristicas del

producto final.*®

Es por esto, que la calidad de un producto farmacéutico debe estar
completamente probada, esto para cumplir con las exigencias de las
autoridades sanitarias y sobre todo por brindar un producto verdaderamente
eficaz a la poblacién; por ello, la industria farmacéutica se ha preocupado de
implementar metodologias que intenten garantizarla. Por lo que el tipo de

validacion desarrollada en esta tesis es del tipo prospectiva.

2.6.2 Generalidades de la Cromatografia

2.6.2.a Definicion

La cromatografia, es una técnica desarrollada a principios de siglo, el nombre
de cromatografia se debe a que las primeras separaciones se llevaron a cabo
con pigmentos de plantas, los cuales se separaron como bandas coloridas. El
botanico ruso Mikhail Tswett (1872-1919) empled por primera vez en 1906 el
término "cromatografia" (que proviene del griego “cromos” y “grafia” que

significan a su vez respectivamente "color" y "escribir").
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Mikhail, usdé columnas de adsorcién de liquidos para separar pigmentos
vegetales (clorofilas). En la Figura 14 se esquematiza un tipo de separaciéon

de clorofilas.

T CAROTENO T

- FEOFITINA

CLOROFILA A

CLOROFILA B

LUTEINA

VIDAXANTINA

NEOXANTINA

Figura 14 . Separacion de clorofilas mediante cromatografia en papel.
Tomada de www.wikipedia.org
La cromatografia en general, es un procedimiento por el cual, un soluto es
separado por un proceso de migracion diferencial en un sistema que consiste
de dos 0 mas fases, una de las cuales se mueve en una direccion dada y en
las cuales las sustancias exhiben individualmente diferentes movilidades por
razones en diferencias de adsorcidn, particion, solubilidad, presion de vapor,
tamafo molecular y densidad de carga idnica. Las sustancias individuales por

lo tanto pueden ser identificadas o determinadas por métodos analiticos.*®*’

2.6.2.b Tipos de cromatografia

Las distintas técnicas cromatograficas se pueden dividir segin como esté

dispuesta la fase estacionaria en:

« Cromatografia plana . La fase estacionaria se sitla sobre una placa

plana o sobre un papel.
o Cromatografia en columna. La fase estacionaria se sitla dentro de

una columna, segun el fluido empleado como fase moévil.*’
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La Tabla 7 muestra los tipos de cromatografia de liquidos, segun el tipo de

fase.
Tabla 7. Clasificacion de los diferentes tipos de cromatografia.
Tomada de www.wikipedia.org
TIPOS | FASE MOVIL | FASE ESTACIONARIA |
Cromatografia en papel Liquido Solido
Cromatog;afla en capa Liquido sélido
ina
Cromatografia de gases Gas Sdlido o liquido
Cromatografia liquida Liquido Sdlido o liquido
en fase inversa (polar) (menos polar)
Cromatografia liquida Liquido Sdlido o liquido
en fase normal (menos polar) (polar)
Cromatografia liquida Liquido .
. o o o Solido
de intercambio iGnico (polar, acido o basico)
Cromatografia liquida o .
. Liquido Sdlido
de exclusion
Cromatografia liquida o .
. Liquido Sdlido
de adsorcion
Cromatografia de .
_ . Gas Solido
fluidos supercriticos

Dentro de la cromatografia liquida destaca la cromatografia liquida de alta

resoluciéon (HPLC, del inglés High Perfomance Liquid Chromatography), que

es la técnica cromatografica mas empleada en la actualidad, y es de la que se

hablard en el siguiente apartado, dada su gran importancia en el estudio de

esta tesis.
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2.6.2.c Cromatografia de Liquidos de Alta resoluci6 n

La cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR), o mejor conocida
como High Performance Liquid Cromatography (por sus siglas en inglés
HPLC) es una técnica cromatografica de reparto en la que la muestra se
fracciona entre una fase movil que es liquida y una fase estacionaria que
puede ser sélida o liquida.*® Utiliza una presién muy elevada para forzar el
paso del disolvente por una columna que contiene particulas muy finas,
consiguiendo asi separaciones de gran resolucién.*® Debido a estas presiones

el equipo para HPLC es elaborado y costoso.*®

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) comenz6 a desarrollarse
en los afos sesenta, aumentando su importancia en las décadas siguientes,
hasta convertirse en la técnica cromatografica actualmente mas empleada, de
todos los tipos de cromatografia de elucion, cuyos resultados, en términos de
selectividad y de resolucién han mejorado mucho por la miniaturizacion y la

utilizacién de fases estacionarias muy elaboradas.*®

El fundamento basico de la cromatografia de liquidos de alta resolucién es:
que el compuesto pasa por la columna cromatografica a través de la fase
estacionaria (normalmente, un cilindro de acero empacado con las particulas
del adsorbente con ciertas caracteristicas de actividad quimica) mediante el
bombeo de un liquido (fase mavil) a alta presion a través de la columna. La
muestra a analizar es introducida en pequefas cantidades y sus componentes
se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o

fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la columna.*®

Un equipo béasico de cromatografia de liquidos consta de las siguientes
partes: suministro de fase movil, bombas, inyectores (automatizado o manual),
precolumnas, columna, tubos conectores, filtros, termostatos de columna,

detectores, registrador de sefales.
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A continuacion se presenta en la Figura 15 las partes elementales de un

cromatografo de liquidos.

colurma HELC
rmaterial empaque
= cromatogramas

e

iryector
autornuestreador
control de muestras
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fase mowil muestra
reseryoric
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desechos
Figura 15. Partes elementales de un cromatdgrafo de liquidos.

Tomada de www.waters.com

Los tipos de elucion en HPLC son: elucién isocratica que emplea un solo
disolvente 0 mezcla de varios de composicion constante y elucion con

gradiente que consiste en un cambio gradual de la composicion de la fase
movil durante la separacién. Se mezclan proporciones cada vez mayores de
un segundo o tercer disolvente con mayor fuerza de elucién; los disolventes
tienen una polaridad significativamente diferente y la variacion de los

disolventes esta programada.

Los tipos de cromatografia que existen son las siguientes:

Cromatografia de fase normal: Se caracteriza por separar los compuestos
en base a la polaridad de sus grupos funcionales. Esta técnica utiliza una fase

estacionaria polar y una fase movil relativamente poco polar, y se utiliza

cuando el compuesto de interés es bastante polar.
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El compuesto polar se asocia y es retenido por la fase estacionaria (gel de
silice SIOH). La fuerza de adsorcibn aumenta a medida que aumenta la
polaridad del compuesto y la interaccién entre el compuesto polar y la fase
estacionaria polar (en comparacién a la fase mévil) aumenta el tiempo de
retencion. Fases moviles utilizadas: hexano, isooctano, metanol, cloroformo,

acetonitrilo.

Cromatografia de fase reversa: La fase moévil es mas polar que la fase
estacionaria. La fase mévil cominmente es agua con un componente menos
polar. Las fases moviles pueden ser agua/metanol o agua/AcCN, por ejemplo.
El tiempo de retencion es mayor para las moléculas de naturaleza poco polar,
mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente. Esta
modalidad se basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que
resultan de las fuerzas de repulsion entre un disolvente relativamente polar,
un compuesto relativamente poco polar, y una fase estacionaria poco polar. El
efecto hidrofébico disminuye con la adicion de disolvente poco polar a la fase
movil.>°

La cromatografia ha llegado a ser el principal método para la separacion de
especies quimicas estrechamente relacionadas entre si. Ademas, se puede
emplear para la identificacion cualitativa y para la determinacion cuantitativa
de las especies separadas. La CL tiene dos importantes campos de
aplicacion: Por una parte su capacidad para separar mezclas organicas
complejas, compuestos organometalicos y sistemas bioquimicos. Su otra
aplicaciéon es como método para determinar cuantitativa y cualitativamente los
componentes de la muestra. Para el analisis cualitativo se suele emplear el
tiempo de retencion, que es Unico para cada compuesto en determinadas
condiciones (sistema de disolventes, temperatura y flujo), o el volumen de

retencion.
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En aplicaciones cuantitativas, integrando las areas de cada compuesto o
midiendo su altura, con los calibrados adecuados, se obtiene la concentracion

o cantidad presente de cada analito.*®
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El alivio de las enfermedades en el marco de la medicina tradicional con el
uso de las plantas medicinales, es una practica que se ha llevado a cabo
desde tiempos ancestrales y actualmente la proteccion de la salud esta
asumiendo un alto valor econdmico en el mundo. Mas del 80% de la poblacion
mundial depende de las plantas silvestres para la atencidon de las
enfermedades y se estima que 1,500 millones de seres humanos recurren a
medicamentos y practicas tradicionales, por lo que el Programa de Medicina
Tradicional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), otorga suma
importancia a la medicina herbolaria en paises desarrollados y no
desarrollados® reconociéndose el valor clinico de vegetales empleados en

practicas de medicina alternativa.

Los actuales problemas de salud, asi como la dificil obtencion de
medicamentos alopaticos, ha llevado nuevamente a la investigacion de
plantas Gtiles por su uso y manejo>? y por otra parte, el empleo de productos
herbolarios significa frecuentemente para la poblacion evitar el riesgo de
reacciones secundarias adversas, frecuentes en medicamentos de patente y
ademas, representa una alternativa terapéutica para tratar enfermedades

cronicas.>

Con relacion al expendio de productos herbolarios, existe una gran
problematica ya que actualmente muchos de ellos se prescriben sin ningun
control y registro por la Secretaria de Salud, asi se pueden encontrar
productos en diferentes presentaciones, con diferente calidad y en estos
existe la posibilidad de encontrar especies adulterantes que representan un
riesgo en su consumo, por lo que es necesario efectuar estudios que

justifiquen la seguridad, eficacia y calidad de las plantas medicinales.
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Estos estudios son de caracter multidisciplinario y abarcan diferentes areas:

biolégica, farmacolégica, quimica y analitica, entre otras.

La informacion generada en estos estudios para una sola materia prima
vegetal, podr4 insertarse en textos bien documentados tales como
monografias que seran en un futuro de utilidad para integrarse dentro de una

farmacopea herbolaria.

Dentro de los estudios indispensables para conformar una monografia estan
los analiticos, mediante los cuales se podra evaluar la composicidon quimica
de una droga. Estos estudios pueden ser de diversos tipos y adecuados a la

naturaleza quimica de los metabolitos secundarios presentes en las plantas.

El objetivo del presente trabajo es desarrollar y validar un método analitico
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion para la cuantificacion de los
biflavonoides presentes en la planta medicinal Selaginella lepidophylla (Hook
& Grev) Spring. La informacion generada sera de gran utilidad para emplearse
dentro de las pruebas de composicion de Selaginella lepidophylla como

materia prima medicinal.

Para lograr el objetivo principal se plantean los siguientes objetivos

particulares :
1. Obtenciéon por CLAR de los metabolitos secundarios mayoritarios
(biflavonoides) de la planta completa de Selaginella lepidophylla a partir

de fracciones cromatogréaficas del extracto de acetato de etilo (AcCOEt).

2. Comprobacion estructural de los biflavonoides mediante técnicas

espectroscopicas.
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3. Establecer un plan de trabajo para determinar las condiciones
experimentales Optimas para la separacion de los biflavonoides
contenidos en el extracto de AcOEt de la planta en estudio por medio

de CLAR.

4. Determinacion de los parametros requeridos para la validacion del
meétodo analitico por CLAR, de acuerdo a las guias de validacion de
métodos analiticos (CNQFB, 2002) y la guia internacional ICH Q2 (R1)
2005.

5. Determinacion de la cantidad de los biflavonoides presentes en un lote

comercial de S. lepidophylla (Hook & Grev) Spring.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL VEGETAL

La planta completa de S. lepidophylla (Hook & Grev.) Spring como materia
prima vegetal utilizada en el presente estudio (Fig. 16) se adquirié6 en el
mercado sonora en el afio 2005, ésta fue identificada botanicamente por el Dr.
R. Bye del Instituto de Biologia de la UNAM. Para su limpieza, fue necesario
eliminar el polvo contenido en la planta y posteriormente se fragmentd

haciendo uso de un mortero con pistilo.

Figura 16 . Plantas de Selaginella lepidophylla colectadas.

4.2 EQUIPO

Para las extracciones del material vegetal se utiliz6 un sonicador marca
SONICOR modelo SC200TH y para la separacién de los sobrenadantes de
los extractos de la materia prima, una centrifuga marca LABNET modelo 2200

A.
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La cuantificacion de biflavonoides en la materia prima se llevd a cabo en un
cromatografo de liquidos marca Waters (Waters Corp., Milford MA, USA)
modelo 515, con 2 bombas marca Waters modelo 515 y 510 respectivamente,
un inyector automatizado marca JASCO modelo AS-2055 plus, un controlador
automético de gradiente marca WATERS modelo 680, un controlador de
temperatura marca Waters, un detector UV/VIS marca Waters modelo 2487
con 2 canales Yy un equipo de computo que contiene el software Waters
Millenium 32 (Fig. 17). La evaporacion de disolventes se efectu6 mediante el
uso de un rotaevaporador marca Bichi B480 y otro R324. Las pesadas de
reactivos y materia prima utilizaron balanzas analitica marca Ohaus y

granataria marca Ohaus Scout-pro.

S ‘
e i e F RN S W

Figura 17 . Equipo CLAR de trabajo.

4.3 INSTRUMENTAL DE LABORATORIO

e Pipetas volumétricas y aforadas de 1, 2 y 5 mL marca KIMAX
e Mortero con pistilo de porcelana
e Tubos para centrifuga de plastico marca NEPTUNE de 15 mL

¢ Malla metélica con tamafio de poro de 2 mm
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e Columna analitica kromasil 100 C35 3 ym, 150 x 4.6 mm

e Columna preparativa PHALANX Cyg 5 ym, 250 x 10 mm

e Prefiltros para HPLC (acrodiscos) marca Pall corporation 13 mm
diametro, tamafio de poro 0.45 uym

e Equipo milipore de vidrio con juntas esmeriladas de dos piezas, con
membrana marca Pall Corporation, 47 mm de diametro, tamafio de
poro 0.45 ym.

e Viales de vidrio para HPLC tipo ampolleta de capacidad para 500 pL.

e Pipetas Pasteur

e Jeringas de plastico tipo insulina

4.4 DISOLVENTES Y REACTIVOS

» Disolventes
= Acetona grado analitico
= Acetonitrilo grado analitico
= Agua grado analitico

= Metanol grado analitico

» Reactivos
« Acido acético glacial 0.1%
= Solucion de sulfato cérico amoniacal
= Solucion de cloruro de cobalto

4.5 SUSTANCIAS DE REFERENCIA
« Robustaflavona (6d3)
o (2S)-2,3-Dihidrorobustaflavona (5e)
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4.6 PRUEBAS PRELIMINARES PARA LA VALIDACION DE LAT ECNICA
ANALITICA POR CLAR.

Previo al desarrollo de la metodologia para ejecutar el plan de trabajo en la
validacion de biflavonoides se realizaron ensayos preliminares. Para la
eleccion del disolvente idéneo en la extraccion de los componentes
biflavonoides de Selaginella lepidophylla Spring, se realizé la siguiente

metodologia:

e Se pesaron 0.2 g de material vegetal en tres tubos de centrifuga y por
separado.

e A cada tubo se afadieron respectivamente 2 mL de MeOH (100%),
AcCN (100%) y AcCN:MeOH (50:50) y se sonicaron durante 15 min. a
3500 r.p.m., esta operacion se repitié dos veces mas.

e Se colectaron los sobrenadantes de manera independiente para cada
disolvente en un matraz bola, se evaporaron y se aplicaron en dos
cromatoplacas asperjadas en un caso con solucién de sulfato cérico
amoniacal y en otro con solucién de cloruro de cobalto; posteriormente

se observaron al U.V a longitudes de onda de 254 y 365 nm.

Para la separacion optima de los componentes contenidos en S. lepidophylla,
se inyectaron al cromatégrafo de liquidos (CL) muestras tanto del extracto, del
disolvente y de los compuestos que se utilizarian como referencia, asi mismo

se probaron dos diferentes modos de operacion: isocratico y gradiente.

Por otro lado, con el objetivo de verificar el tiempo de retencion para cada uno
de los componentes dentro del extracto metandlico, una alicuota de 0.5 mL a
una concentracion de 300 ug/mL de cada uno de los compuestos de
referencia: 6d3 y 5e fueron coinyectados por separado, con la solucién de
trabajo (0.5 mL) al CL.
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El volumen de inyeccion para cada determinacion fue de 10 pL. El Esquema 1

muestra el plan de trabajo para realizar la validacion de la técnica analitica por

CLAR.

ENSAYOS PRELIMINARES

Eleccion de Separacion optima de los Verificacion del tiempo de
disolventes mediante modo retencion por coinyeccion
de la muestra + sust. Ref.

disolvente para la
extraccion isocratico o gradiente

VALIDACION

LINEALIDAD

LINEALIDAD
v

PRECISION

Repetibilidad

4

A 4
Precision intermedia
A
A\ 4

Esquema 1. Diagrama propuesto para realizar la validacion de la técnica
analitica por CLAR para determinar la cantidad de biflavonoides presentes

en la planta medicinal de S. lepidophylla.
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4.7 DESARROLLO DE LA METODOLOGIA PARA LA VALIDACION DE
LOS BIFLAVONOIDES POR CLAR.

4.7.1 Preparacion de las soluciones estandar

Los compuestos seleccionados como referencias obustaflavona y (2S)-2,3-

dihidrorobustaflavona fueron utilizados para la preparacion de las soluciones

estandar fueron obtenidos mediante la metodologia empleada por Guevara. *

Su confirmacion estructural se basé en la comparacion de sus espectros en el
UV, de RMN-'H y de *3C, con los reportados en la literatura.>*?

6)

(Espectros 1-

A) robustaflavona (6d3)
Se prepar6 una solucién stock de robustaflavona conteniendo 3 mg en 10 mL
de metanol (300 pug/mL). Esta solucién se almacend en refrigeracion hasta su

uso.

B) (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona (5e)
Se prepard una solucion stock de (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona conteniendo
3 mg en 10 mL de metanol (300 ug/mL). Esta solucién se almacend en

refrigeracion hasta su uso.

4.7.2 Preparacion de la solucién de trabajo (extrac to metandlico de S.

lepidophylla )

El procedimiento para la preparacion de la solucion de trabajo fue el siguiente:
La planta completa (matriz) fue sometida al proceso de molienda, mediante el
uso de un mortero de porcelana con pistilo, el pulverizado obtenido se tamizé
en una malla de 2 mm. Se pesaron 200 mg de ese material en un tubo de

centrifuga de 15 mL, se adicionaron 2 mL de MeOH grado HPLC y se sonico
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por 15 min.; transcurrido ese tiempo se centrifugd por 10 min. a 3500 r.p.m. La

metodologia se realizO6 por triplicado con un mismo material vegetal,

colectandose aproximadamente 6 mL del extracto en un matraz volumétrico

de 10 mL y llevandose al aforo con metanol grado HPLC.

Previo a su inyeccion en el cromatografo de liquidos, la muestra fue filtrada a

través de prefiltros de 0.45 pm.

4.7.3 Purificacion del compuesto (2 S)-2,3-dihidrorobustaflavona.

El compuesto 5e fue purificado por CLAR, y las condiciones cromatograficas

inherentes al proceso de purificacion se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones cromatograficas para la purificacion de 5e.

CONDICIONES DE TIPO

PREPARATIVO

e Columna preparativa PHALANX C 5

5um, 250 x 10 mm

e Inyector manual marca Waters

e Jeringa analitica Halston de distintas

capacidades: 25, 100, 500 pyL

e Modo de elucién: Gradiente

e 0-10 min. (80%A: 20%B), 10-40 min.
(60%A:40%B), 40-45 min. ( 80%A:

20%B)

e A= acetonitrilo (grado analitico)

e B = agua (grado analitico) + Ac.

acetico al 0.1%
e A=367nm
e Temp=25T+5

CONDICIONES DE TIPO
ANALITICO

Columna analitica kromasil 100 C 45
3um, 150 x 4.6 mm

Inyector automatizado JASCO
Modo de elucion: Gradiente

0-5 min. (80%A: 20%B), 5-19 min.
(60%A: 40%B), 19-21 min. (80%A:
20%B)

A = acetonitrilo (grado analitico)

B = agua (grado analitico) + Ac.
Acetico al 0.1%

A =367 nm

Temp=25C 5
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14.8 mg de (5e) se disolvieron en 2 mL de MeOH grado HPLC y se filtr6é en un
vial con capacidad para 4 mL de muestra. 5 yL de la solucién anterior se
inyectaron en el CL, colectandose el eluato correspondiente al pico

mayoritario en el cromatograma en el intervalo de 20.8 min. £ 10 seg.

Posteriormente se inyectaron también al CL 10, 20, 50, 100 y 200 pL,
verificando siempre, que la respuesta del pico de interés no fuera mayor que
la escala del cromatograma. Las fracciones fueron colectadas por separado
en viales de vidrio de 10 mL de capacidad, evaporadas en rotaevaporador,
con ayuda de una bomba de alto vacio (por el contenido de 60% de H,O y
40% AcCN grado HPLC). El residuo obtenido en cada una de las fracciones,
fue disuelto en MeOH grado HPLC vy transferido a viales de 4 mL de
capacidad y su contenido quimico verificado en el cromatografo de liquidos
con las condiciones analiticas establecidas para el compuesto 5e,
considerando siempre que el tiempo de retencion para cada una de las

fracciones fuera cercano al tiempo de retencion esperado Tabla 9.

Las fracciones con tiempos de retencion idénticos, fueron colectadas y
evaporadas como se describié anteriormente y el residuo final obtenido se

peso para calcular el rendimiento del proceso de purificacion.

Tabla 9. Fraccionamiento de la muestra (5e).

F1-2 5 20.023 F8-1 100 20.099 | F13(1-2) 200 | 20.046
F3 10 20.038 F8-2 100 20.093 | F14 (1-2) 200 | 19.932
F4 20 20.144 F9 100 20.129 F15 50 19.985
F5 50 20.165 F10 100 20.082

F6 100 20.164 | F11(1-2) 200 20.095

F7 100 20.099 | F12(1-2) 200 20.052
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4.7.4 Determinacion de la concentracion en las solu ciones de los
compuestos por cuantificar (robustaflavona y (2 S)-2,3-
dihidrorobustaflavona), que representen el 100% de respuesta
cromatografica con respecto a la solucion de trabaj o (punto 4.7.2).

A partir de las soluciones stock de cada uno de los compuestos de referencia
6d3 y 5e, se realizaron una serie de diluciones como se muestra en la Tabla
10, obteniéndose las concentraciones de prueba de 60, 48, 24, 12, 6,3y 1.5
pg/mL para 6d3 y 30, 24, 12, 6, 3, 2.4 y 1.5 pug/mL para 5e, cada una se

inyectd en el cromatégrafo de liquidos verificando sus respuestas.

Tabla 10. Diluciones para obtener las concentraciones de prueba de 6d3 y 5e.

COMPUESTO DILUCIONES (mL) CONCS. PRUEBA (pg/mL)
robustaflavona 1:5 (1x), 2:5 (1x) 1:2 (5x) | 60, 48, 24, 12,6, 3y 1.5.
(29)-2,3-

o 1:2, 2:5, 1:2 (5%) 30,24,12,6,3,2.4,y15.
dihidrorobustaflavona

4.8 METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LOS PARAMETRO S DE
CALIDAD EN LA VALIDACION DEL SISTEMA

A continuacion se presentaran los parametros analiticos empleados para
determinar la validacion del sistema por CLAR, misma que se realizé con base
en los criterios establecidos por las Guias de Validacién de Métodos Analiticos
del Colegio de Quimicos Farmacéuticos Biologos (CNQFB, 2002) y la Guia
Internacional referente a la Validacion de Métodos Analiticos (ICH Q2 (R1)
2005).
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4.8.1 Sensibilidad

Esta determinacion se evalué mediante la obtencion de los parametros: Limite
de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LQ) obtenidos en el
cromatédgrafo de liquidos de trabajo, con ello se lograron obtener los valores
correspondientes para cada parametro y a las condiciones que resultaron ser

las mas adecuadas para el ensayo.

4.8.2 Linealidad del sistema

A partir de una solucion stock de referencia de concentracién de 300 pg/mL
para cada compuesto por separado, se realizaron diluciones pertinentes para
obtener distintas concentraciones para cada uno, utilizando matraces
volumétricos de 10, 5 y 2 mL de capacidad, para obtener los intervalos de

concentraciones que se muestran en la Tabla 11:

Tabla 11. Concentraciones de los compuestos 6d3 y 5e para evaluar la

linealidad del sistema.

COMPUESTOS REF. INTERVALO DE CONCENTRACION (ng/mL)
robustaflavona 12 6 4.8 3* 15 0.75
(2S)-2,3-dihidrorobustaflavona 6 4.8 3.6 2.4* 1.2 0.6

*Concentracion representativa del 100% de cada compuesto en el extracto.

Se realizo el célculo de los parametros estadisticos, mediante un analisis de
regresion simple. Los parametros obtenidos se compararon con los siguientes
criterios: bo = 0, by = 0, R > 0.98 asi como el intervalo de confianza para la
pendiente [IC(B1)] a partir del ABC para cada compuesto. Los limites
establecidos son un C.V = 2%, el IC(B1) no debe incluir el cero y un coeficiente

de determinacion R? = 0.98.
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4.8.3 Limite de Deteccidon y Cuantificacion

Se obtuvieron con base en una curva de calibracién, preparada a partir de
seis concentraciones por triplicado por dilucion de la solucién stock de
referencia. Los intervalos de concentracibn para cada compuesto de

referencia se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Intervalos de concentracion para evaluar LD y LQ para 6d3 y 5e.
CONCENTRACION (pg/mL)

robustaflavona (2 S)-2,3-dihidrorobustaflavona
12 6
6 4.8
4.8 3.6
3 2.4
1.5 1.2
0.75 0.6

Se calculd el valor de las pendientes (b;), la ordenada al origen (bg), para
posteriormente obtener los limites (LD y LQ) a partir de las siguientes
ecuaciones:

3 desv.std (b,) _ . desvstd(b,)

LD =33—— >~ LQ =10 .
pendiente(b, ) pendiente(b,)

Se obtuvo también el coeficiente de determinacién R? el cual debe ser > 0.98 y

el intervalo de confianza para la pendiente [IC(1)], el cual no debe incluir al

cero.
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4.8.4 Precision del sistema

Se preparé por sextuplicado soluciones para cada compuesto de referencia a
las concentraciones de 2.4 (ug/mL) para robustaflavona y de 1.92 (ug/mL)
para (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona, a partir de las correspondientes
soluciones stock. El limite establecido para esta determinaciéon es un C.V <
2%.

4.8.5 Adecuabilidad del sistema

Se inyectdé por quintuplicado una solucion al 80% de la concentracion
considerada como el 100% en la linealidad del sistema para ambos
compuestos (6d3 y 5e). Se determiné el C.V cuyo limite establecido es < 2% y
por otra parte, en la Tabla 13 se muestran algunos parametros y limites que

deben ser tomados en cuenta en este apartado.

Tabla 13. Parametros de desempefio para evaluar la adecuabilidad del
sistema.

PARAMETRO LIMITE

Tiempo de retencion (min.)

Tiempo muerto (min.)

Factor de capacidad (K’) >2
Factor de coleo ( T) <2
Numero de platos tedricos (N) >2000
Repetibilidad de inyeccion nz5;CVs2

4.9 VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR CLAR

Una vez realizada la validacion del sistema, se procedi6 a validar el método. A

continuacion se presentaran los parametros analiticos que se evaluaron.
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4.9.1 Linealidad y Exactitud del Método

Se llevo a cabo mediante la cuantificacion del recobro en 3 muestras
independientes y por triplicado de la solucion de trabajo, afiadiéndoles uno de
tres niveles de concentracion al 50, 100 y 150 % respectivamente, preparados
a partir de las soluciones stock de concentracion conocida, de las sustancias

de referencia de interés (6d3 y 5e).

Se construyé una curva de calibracién graficando las areas obtenidas
(mV/seg) vs concentracion (ug/mL); para la linealidad del método se calculé la
pendiente (b,), la ordenada al origen (bo), el coeficiente de determinaciéon R?,
el intervalo de confianza para la pendiente [IC(B1)], el intervalo de confianza
para la ordenada al origen [IC(Bo)] Y el coeficiente de variacion de regresion
(CVyi).

Los criterios de aceptacién son los siguientes: by = 0, by = 0, R? > 0.98, IC(B1)

incluye la unidad, IC(Bo) debe incluir el cero y el CVy;x < 2%.

La exactitud del método se evalué mediante los siguientes parametros

estadisticos: promedio aritmético (y), desv. estd (S), coeficiente de variacion

(C.V) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(u) del porcentaje

de recobro el cual debe ser 98-102%.

Los datos para esta determinacién se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Concentraciones de trabajo para las sustancias de referencia en

estudio en la determinacion de la exactitud del método.

COMPUESTO CONC. (ug/mL) NIVEL DE CONC. (%)
4.5 150
Robustaflavona 3.0 100
1.5 50
3.6 150
(2S)-2,3-Dihidrorobustaflavona 2.4 100
1.2 50

4.9.2 Precision del Método

Este apartado se divide en dos determinaciones: Repetibilidad y Precision

intermedia.

4.9.2a Repetibilidad

Esta determinacion se realiz6 con un lote de S. lepidophylla, mediante el
recobro de muestras independientes a tres diferentes niveles de
concentracion (50, 100 y 150 %) de la solucion stock de cada sustancia de
referencia (6d3 y 5e) afadidas al material vegetal tal como se describio en
“linealidad del método”, ensayandose por triplicado para construir una curva
de calibracion.

Se determinaron los siguientes parametros estadisticos: promedio aritmético

(y), desv. estd (S), coeficiente de variacion (C.V) y el intervalo de confianza

para la media poblacional IC(u) del porcentaje de recobro. Los criterios de
aceptacion son: un C.V para cada nivel de concentracion < 2% Yy un recobro
entre 98y 102 %.
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Las concentraciones de trabajo para cada una de las sustancias de referencia
en estudio para los tres niveles de concentracion, son las mostradas en la
Tabla 14.

4.9.2b Precision intermedia

Esta prueba se realizé analizando por triplicado una muestra homogénea de
S. lepidophylla obtenida conforme el procedimiento para la preparacion de la
solucién de trabajo (con un nivel cercano al 100%) en DOS DIAS distintos y
por DOS ANALISTAS diferentes. Para esta determinacion se obtuvo el ABC,

promedio aritmético (y), desv. estd (S) y se calculd el C.V cuyo limite es <

2%.

4.10 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

En esta prueba, se sometieron de manera simultanea e independiente cuatro
muestras del extracto metandlico para almacenarse en las siguientes

condiciones:

Temperatura ambiente con luz
Temperatura ambiente sin luz
4% con luz

4<C sin luz

37T sin luz

NN

La estabilidad de las muestras, se analiz6 mediante la repuesta analitica en el
cromatografo de liquidos, por triplicado para cada una, a diferentes tiempos:
t=0,24,72hy8d.

53



LI
i

= PARTE EXPERIMENTAL

Se calculé la media aritmética del andlisis inicial (yo) y de cada condicion de

almacenaje (y;), asi como la diferencia absoluta (Jdi|) de la media aritmética

de cada condicion de almacenaje respecto del analisis inicial.

Los limites para este ensayo son: un C.V < 2% vy |di| £ 2%.

4.11 CUANTIFICACION DE ROBUSTAFLAVONA Y DE (2 S)-2,3-
DIHIDROROBUSTAFLAVONA EN LA PLANTA MEDICINAL S.
LEPIDOPHYLLA

Para realizar la cuantificacion de los compuestos marcadores de la planta, fue
necesario pesar 200 mg de material vegetal, independientemente y por
triplicado; con este material se utilizé la metodologia previamente establecida
para “preparacion de la solucién de trabajo” y las soluciones resultantes se

inyectaron cada una al CL (10 uL).

Se obtuvo el ABC para cada muestra y se interpol6 en la curva de calibracion

disefiada a partir de los datos de linealidad del método.
Finalmente se calcularon los mg de biflavonoide por g de planta, para cada

compuesto en particular mediante la interpolacién en las ecuaciones de las

rectas, obtenidas de las curvas de calibracion previamente disefiadas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL SISTEMA PARA LA
CUANTIFICACION DE LOS BIFLAVONOIDES MEDIANTE CLAR.

La validacion de métodos es una de las medidas universalmente reconocidas
como parte necesaria de todo sistema completo de garantia de calidad en la
quimica analitica. Asi mismo, emplea un conjunto de pruebas que
comprueban todas las hipétesis en las que se basa el método analitico, y
establecen y documentan las caracteristicas de rendimiento de un método,
demostrando asi si dicho método es adecuado para un propdsito analitico
particular. Las caracteristicas de rendimiento de los métodos analiticos son: la
calibracion, el intervalo de concentraciones, los limite de cuantificacion y
deteccion, la precision, los parametros de desempefio (adecuabilidad del

sistema) asi como la recuperacion (% de recobro) y cuantificacion.

Los siguientes, son los resultados del trabajo del desarrollo de una
metodologia para cuantificar los biflavonoides contenidos en la planta
medicinal Selaginella lepidophylla (Hook & Grev.) Spring y la validacion de la

misma.

5.2 PRUEBAS PRELIMINARES PARA LA OPTIMA SEPARACION DE LOS
COMPONENTES DEL EXTRACTO DE S. lepidophylla POR CLAR

En este primer apartado, fue necesario hacer ensayos previos para determinar
en primera instancia, el disolvente idoneo para realizar la extraccion del
material vegetal, para ello tal y como se describe en la “metodologia”, se
evaluaron tres matrices vegetales independientes, afiadiéndoles diferentes
composiciones de disolvente: MeOH, AcCN y AcCN:MeOH (1:1) en una

proporcion de 2 mL de cada uno.
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La placa cromatogréafica revelada, demostré cualitativamente, a una longitud
de onda de 365 nm, que el disolvente idéneo para realizar la extraccion del
material vegetal era MeOH al 100%, ya que la cromatoplaca de este extracto
mostraba bandas més intensas correspondientes a los flavonoides (R.f = 0.7)

en comparacion con las otras dos mezclas de disolvente ensayadas.

Ademas, de acuerdo a la literatura,?® la extraccién de la mayoria de los
flavonoides que poseen un gran numero de grupos hidroxilo libres o azucares,
se puede realizar con MeOH al 85% en agua. En la Figura 18 se muestra la

cromatoplaca obtenida.

A/M = AcCN/MeOH

A = AcCN
M = MeOH
T = Testigo

|
H
A

‘-rAM' h

&

]

7o TN )
Figura 18 . Cromatoplaca de extractos obtenidos de la matriz vegetal con

distintos disolventes. Sistema de elucion: CHCl3:MeOH (80:20).

En segunda instancia, para lograr la Optima separacion de los metabolitos
contenidos en la planta en estudio, fue establecer las condiciones
cromatograficas, tanto en modo isocratico, asi como en gradiente. Se
ensayaron sistemas de elucion que iban desde 80:20 H,0:AcCN - 20:80
H.0:AcCN en ambos modos de operacion, basandose en literatura consultada

referente al estudio de flavonoides.”***>’
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Ademas, se encontré que la eficiencia de la fase mdvil era dependiente del
pH, pues fue necesaria la adicion de acido acético al 1% para mejorar el

proceso de separacion (resolucion) y forma de picos.

Con base en los resultados obtenidos, se seleccioné el modo gradiente, ya
que los cromatogramas obtenidos en modo isocratico mostraban deformidad
en la simetria de los picos y esta situacion interferia con una buena resolucion
de los mismos. La fase movil de eleccidén estuvo constituida por 60% de agua
con acido acético al 1% y 40 % de acetonitrilo, y un gradiente programado

como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones establecidas para la 6ptima separacion de los

componentes de S. lepidophylla.

CONDICIONES DE TIPO ANALITICO

e Columna analitica kromasil 100 C18 3 pm, 150 x 4.6 mm

e Inyector automatizado JASCO

e Modo de elucion: Gradiente

0-5 min. (80%A: 20%B ), 5-19 min. (60%A: 40%B), 19- 21 min. ( 80%A:
20%B)

e A =agua + acido acetico al 0.1% (grado reactivo an  alitico)

e B = acetonitrilo (grado reactivo analitico)

e A=367nm

o T=25C+5

Con estas condiciones, se logré separar los metabolitos secundarios,
observandose tres picos mayoritarios con los siguientes tiempos de retencion
tr1 = 17.07 min., tgo = 18.82 min., t rz = 20.58 min., los cuales se muestran en

la Figura 19 .
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Figura 19 . Cromatograma del extracto metandlico de S. lepidophylla.

En el trabajo de Guevara,* se identificé un tercer biflavonoide (6b2c), el cual
fue minoritario en el extracto metandlico y dada esta circunstancia, no fue

posible su cuantificacion en el extracto.

Cabe mencionar, que en el cromatograma de liquidos del extracto metandlico,
Se aprecia un pico mayoritario con un tgo = 18.82 min ., que se logré separar
en muy pequefa cantidad con las condiciones establecidas para los otros dos

compuestos, el cual se encuentra en vias de identificacion estructural.

Por otra parte, se seleccionaron como compuestos de referencia a dos
biflavonoides mayoritarios (6d3 y 5e) aislados previamente del extracto de
acetato de etilo de S. lepidophylla,* por cromatografia en columna abierta de
Sephadex, cuya pureza se evalud, mediante el analisis por cromatografia en
capa fina, detectando mediante luz U.V a las longitudes de onda larga y corta
(365 y 254 nm) algun tipo de impureza y posteriormente por cromatografia de
liquidos. Adicionalmente, se realiz6 la co-inyeccion de ambos compuestos en
el extracto metandlico y el resultado observado fue un incremento en la

intensidad de la respuesta cromatografica al tiempo de retencién esperado
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para cada uno de los compuestos siendo estos de 17.07 y 20.58 min.

respectivamente para 6d3 y 5e (Fig. 20).

40.00
35.00 - 6d3
3000 -
2500 -
2000 |
my 1500 A
1000 - tro
5.00
.00 A Se
500 A
-1a00744444/mLﬁAJ&ffﬂwLﬁ
' ' ' T ' ' [ ' ' ' ] ' ' ' 1 ' ' ' | ' ' ' | ' ' ' | ' ' ' | ' ' ' | ' ' ' ] ' ' ! | ' ' !
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Minutos

Figura 20 . Efecto de la co-inyeccion de la sustancia de referencia 6d3 en el

35.00 ]
Se

30.00 4

25.00

20.00 4

15.00 -

mV
10.00
5.00 ]
6d3 2
0.00 4
-5.00 h
BTN e
-10.00 A T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Minutos

Figura 21 . Efecto de la co-inyeccion de la sustancia de referencia 5e en el
CLAR.

En la Figura 22 se muestran las estructuras de los compuestos 6d3, 5e y
6b2c. Los dos primeros mencionados, se lograron separar e identificar
mediante CL y métodos espectroscopicos, en las condiciones establecidas y

mencionadas anteriormente.
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5-metoxi-(2S)-2,3-dihidro-robustaflavona (6b2c)

Figura 22 . Estructuras de los compuestos 6d3, 5e y 6b2c aislados de S.
lepidophylla *.
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Como primer criterio para poder realizar el desarrollo y la validacion del

método fueron requisitos indispensables: 1) la utilizacion de sustancias de
referencia, ya que éstas constituyen componentes necesarios en el método y
una herramienta en la evaluacion de los parametros de desempefio, lo que
permite establecer la confiabilidad de la metodologia y 2) la verificacion de su
pureza para lo cual las sustancias de referencia deben cumplir con los

siguientes criterios:*?

- Poseer un grado de pureza adecuado para el empleo al que se reserva.
- No deben degradarse durante su uso (no ser higroscopicas).

- Deben ser quimicamente estables.

- Almacenarse, manejarse y utilizarse de acuerdo a las especificaciones

correspondientes.

Bajo estas premisas, fue necesario verificar la pureza de las sustancias de

referencia, la cual se describe en el siguiente apartado.

5.3 PUREZA CROMATOGRAFICA DE LOS COMPUESTOS
ROBUSTAFLAVONA (6d3) Y (2 S)-2,3-DIHIDROROBUSTAFLAVONA (5e)

Los resultados de la purificacion de los compuestos 6d3 y 5e, se muestran en
las Figuras 22 y 23 respectivamente, en los cuales se demuestra mediante un
andlisis cromatografico por CLAR, que para el caso del biflavonoide
robustaflavona (6d3), el perfil cromatografico obtenido fue impecable, con una
pureza de pico del 100% (dato obtenido a partir del software Millenium 32),
cumpliendo satisfactoriamente con el grado de pureza de 100 % * 2%,
recomendada por la COSUFAR®’ que establece las generalidades que debe
cumplir una sustancia de referencia, ya que es el organismo encargado de la
fabricacion de estandares de referencia dependiente del gobierno federal y
promovido por las 4 principales asociaciones profesionales de la rama
farmacéutica: AFM,®® CNQFB,” PQF,*”® SQM,”® y patrocinado por
CANIFARMA. "
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Figura 23 . Cromatograma obtenido para evaluar pureza del compuesto 6d3
por CLAR.

Contrario al caso anterior, para la (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona (5e) fue
necesaria una purificacion adicional, pues este compuesto presentd dos picos
adyacentes a menor y mayor tiempo de retencion con respecto al pico
mayoritario de interés que reducian su pureza de pico hasta un 85% (dato
obtenido a partir del software Millenium 32), lo cual no cumplia con los
estandares de calidad para una sustancia de referencia; la purificacion de este
compuesto se realiz6 mediante la inyeccion de alicuotas de la solucion de (5e)
en forma ascendente de volumen (10, 20, 50, 100 y 200 uL) con la finalidad de

evitar emplear un volumen en que se pudiera cuadrar el pico.

El resultado final para la purificacion de (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona
mediante CLAR se reporta en la Tabla 16 y los cromatogramas tanto del

compuesto de partida como del purificado en la Figura 23 .

Tabla 16. Rendimiento obtenido en la purificacion del compuesto 5e.

Cantidad inicial Cantidad purificada RENDIMIENTO
14.8 mg 9.1 mg 65%
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* Cromatograma obtenido antes de la purificacion
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* Cromatograma obtenido después de la purificacion
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Figura 24 . Cromatogramas de liquidos del compuesto 5e antes y despueés de

su purificacion.

De acuerdo a los resultados anteriores, se hace mencién que del total de

muestra inicial inyectada, se logro recuperar mas del 50%; con esto se hace

evidente que la técnica por cromatografia de liquidos, es adecuada para la

purificacion de compuestos con cierto grado de impureza y que aun con

cantidades muy pequeiias (mg de compuesto), el rendimiento obtenido es

satisfactorio. El cromatograma obtenido después de la purificacion demuestra

el grado de pureza obtenido mediante CLAR, ya que los picos adyacentes no

aparecen en el perfil cromatogréfico. El resto de los cromatogramas de las

fracciones obtenidas se pueden ver en el Anexo A-6.
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5.4 OBTENCION DE LA SOLUCION DEL COMPUESTO POR
CUANTIFICAR QUE REPRESENTA EL 100% DE RESPUESTA
CROMATOGRAFICA CON RESPECTO A LA SOLUCION DE TRABAJ O

Se probd la respuesta en el CL de diferentes diluciones de la solucién stock
de los compuestos 6d3 y 5e con la finalidad de encontrar la concentracion a la
cual la respuesta de cada uno, es similar a las respuestas encontradas en el
extracto metandlico, extrapolando cualitativamente los valores de respuesta
de los picos mayoritarios y con esto, determinar la concentracién de los
mismos al 100%. Para robustaflavona la concentracion al 100% fue de

3ug/mL y de 2.4 ng/mL para (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona.

5.5 RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL SISTEMA

5.5.1 Linealidad del Sistema para robustaflavonay  (2S)-2,3-

dihidrorobustaflavona

La linealidad de un método, es la relacidén entre la respuesta del instrumento y
las concentraciones conocidas de un determinado analito.®® La curva de
calibracion para robustaflavona y (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona se construy6
midiendo las areas versus las concentraciones de analito. Se realiz6 el
analisis de regresion lineal para determinar la linealidad del sistema y generar
la ecuacion de la curva de calibracion: y = b;x + by, donde y es el area
(mV/seg), x la concentracion (ug/mL), bj la pendiente y by el intercepto, asi
como el calculo de los parametros estadisticos con los siguientes criterios: by
= 0, bs# 0, R > 0.98 ademas del calculo del intervalo de confianza para la
pendiente (IC(B1)). El andlisis estadistico y procesamiento de datos para
realizar los célculos fue realizado utilizando el programa Microsoft office
Excel 2003. Los resultados obtenidos son los que se muestran a

continuacion:
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Tabla 17. Areas obtenidas, C.V, factor de respuesta para cada punto de las

tres curvas para la linealidad del sistema de 6d3.

Nivel % Ref 6d3 [pg/mL] ABC (mV/seg) Fresp prom desvstd C.V

400 12 307.489 0.0390
400 12 308.548 0.0389309.202| 2.117 |0.68
400 12 311.570 0.0385
200 6 164.307 0.0365
200 6 165.349 0.0363|166.493| 2.930 |1.76
200 6 169.823 0.0353
150 4.5 138.847 0.0346
150 4.5 139.481 0.03441138.827| 0.664 10.48
150 4.5 138.153 0.0347
100 3 94.209 0.0318
100 3 93.288 0.0322] 93.983 | 0.614 |0.65
100 3 94.452 0.0318
50 15 56.769 0.0264
50 15 55.294 0.0271| 56.047 | 0.738 |1.32
50 15 56.080 0.0267
25 0.75 45.706 0.0164
25 0.75 46.023 0.0163| 45.706 | 0.317 |0.69
25 0.75 45.839 0.0164

CURVA DE CALIBRACION PARA 6d3

300 +
250 +

200 -

150 - y = 23.531x + 24.547

2 =
100 | R = 0.9994

Respuesta (mV/seqg)

a
o
|

0 2 4 6 8 10 12
Conc.[ pg/mL]

Gréfica 1. Curva experimental para determinar la linealidad del sistema para
6d3.
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Tabla 18. Areas obtenidas, C.V, factor de respuesta para cada punto de las

tres curvas para la linealidad del sistema de 5e.

Ref

Nivel % 5e[pg/mL]  ABC (mV/seg)  Fresp prom desv std

250 6 84.359 0.0711

250 6 84.713 0.0708 | 84.534 | 0.177 |0.21
250 6 84.530 0.0710

200 4.8 66.777 0.0719

200 4.8 67.102 0.0715 | 67.174 | 0.438 | 0.65
200 4.8 67.643 0.0710

150 3.6 50.799 0.0709

150 3.6 51.228 0.0703 | 50.684 | 0.610 | 1.20
150 3.6 50.024 0.0720

100 2.4 34.839 0.0689

100 2.4 34.792 0.0690 | 34.997 | 0.315 | 0.89
100 2.4 35.359 0.0679

50 1.2 19.433 0.0618

50 1.2 19.070 0.0629 | 19.327 | 0.223 | 1.16
50 1.2 19.477 0.0616

25 0.6 12.095 0.0496

25 0.6 12.220 0.0491 | 12.154 | 0.063 | 0.52
25 0.6 12.147 0.0494

CURVA DE CALIBRACION PARA 5e

90 -
80 -

a
g 70 -
> 60 |
\E/ 50 -
o
g 297 -14.214
S 30 4 y =14.214x + 2.9787
@ R2 = 0.9994
& 20 4 - Y
10 |
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Conc.[ pg/mL]

Grafica 2 . Curva experimental para determinar la linealidad del sistema para
5e
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De acuerdo a los resultados anteriores, las Tablas 17 y 18 que corresponden
a las sustancias de referencia en estudio (6d3 y 5e), demuestran que los
datos obtenidos son confiables, ya que se obtuvieron factores de respuesta
similares para cada concentracién siendo un indicativo de que el equipo
utiizado (CLAR) se encuentra calibrado y un C.V para cada nivel de

concentracion menor al 2%.

Adicionalmente, se puede observar que las curvas de linealidad del sistema,
para los dos compuestos cumplen con los parametros establecidos en la Guia
de validacion de meétodos analiticos de Quimicos Farmacéuticos Biologos
(2002) e ICH Q2 (R1)(2005), ya que en ambos casos, el analisis de la
regresion lineal simple para n=18 y un grado de confianza de o = 0.05 %, y
ambas con tp 97516 = 2.120 cumplen con los siguientes criterios estadisticos:
bo= 0, b1#0, R?> 0.98 y el intervalo de confianza para la pendiente [IC(1)] no
incluye el cero. Con lo anterior se concluye que el modelo estadistico

establecido mediante el andlisis de regresién lineal es adecuado.

Finalmente, con esto se comprueba que el intervalo de concentraciones
elegido para evaluar el sistema, tiene el nivel adecuado de exactitud y

linealidad. Los resultados se resumen en la Tabla 19.

Tabla 19. Resumen del analisis de regresion lineal simple de linealidad del

sistema para los compuestos 6d3 y 5e.

Estadistico Resultado Estadistico Resultado
bi 23.747 bi 13.382
bo 24.024 bo 3.324
6d3 R® 0.9992 5e R® 0.9992
IC(B1) | 23.838-23.655 IC(B1) | 13.431-13.333
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5.5.2 Limite de Deteccién y Cuantificacion pararob  ustaflavonay (2 S)-

2,3-dihidrorobustaflavona

El limite de deteccion (LD), es la cantidad més pequefia de analito en una
muestra que puede ser detectada por una Unica medicion, con un nivel de
confianza determinado, pero no necesariamente cuantificada con un valor
exacto. El limite de cuantificacion (LQ) es la cantidad mas pequefa del analito
en una muestra que puede ser cuantitativamente determinada con exactitud

aceptable.

Esta ultima determinacion es un parametro del analisis cuantitativo para
niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y se usa particularmente

para descartar la presencia de impurezas y productos de degradacion.

Tanto el LD como el LQ se expresan como concentracion del analito.’®*° Los
valores de limite de deteccion y cuantificacibn se obtuvieron mediante las
mismas curvas de calibracion empleadas en la determinacion de la linealidad
del sistema. Los resultados obtenidos para estas determinaciones se

muestran en las Tablas 20 y 21.

Tabla 20. Valores de pendiente y ordenada al origen para cada curva en 6d3,

asi como el LD y LQ obtenidos experimentalmente.

ercepto (b Pendiente
bo1 24.547 b11 23.531| LD 0.064 pg/mL
bo2 23.864 b1s 23.701| LQ 0.195 pg/mL
bos 23.662 bi3 24.010
desv estd | 0.463 prom 23.747

desv estd | 0.242
CcV 1.02
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Tabla 21. Valores de pendiente y ordenada al origen para cada curva en 5e,

asi como el LD y LQ obtenidos experimentalmente.

bo1 3.3817 D11 13.334| LD  0.025 pg/mL
bo2 3.2069 b1, 13.435| LQ 0.076 pg/mL
bos 3.3860 bis 13.380
desv estd | 0.102 prom 13.383
desv estd | 0.051
C.V 0.38

De acuerdo a los resultados presentados, se puede observar que para ambos
compuestos (6d3 y 5e), el valor de C.V es menor al 2%, con lo que cumple

consistentemente con el limite establecido.

Los resultados de los parametros estadisticos para este apartado, son los
mismos que los empleados en linealidad del sistema, por lo tanto el modelo

estadistico establecido es adecuado, ver Tabla 19.

5.5.3 Precision del sistema para robustaflavonay (  2S)-2,3-

dihidrorobustaflavona

Este parametro, que expresa el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a una
misma muestra homogénea bajo condiciones establecidas,’® se establecié
mediante una solucién de la sustancia de referencia correspondiente a la

concentracion de 2.4 pg/mL para 6d3 y 1.92 pg/mL para 5e.

Para esta determinacion, los limites establecidos por la guia de validacion de
meétodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos biélogos
2y por la Guia internacional ICH Q2 (R1),%° son: un nimero de muestras n >
6yunC.V = 2%.
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Los resultados para este apartado son los que se muestran en las Tablas 22
y 23.

Tabla 22. Resultados obtenidos para precision del sistema para 6d3 con las

seis muestras analizadas.

Ref 6d3 [pg/mL] ABC (mV/seq) Freso

2.4 72.178 0.0333
2.4 72.737 0.0330
2.4 73.280 0.0328
2.4 72.015 0.0333
2.4 72.215 0.0332
2.4 72.812 0.0330
prom 72.539
desv estd 0.484
C.V 0.67

Tabla 23. Resultados obtenidos para precision del sistema para 5e con las

seis muestras analizadas.

Ref 5e [ug/mL] ABC (mV/seqg) Fresp

1.92 20.952 0.0916
1.92 20.993 0.0915
1.92 20.991 0.0915
1.92 20.938 0.0917
1.92 20.755 0.0925
1.92 20.999 0.0914
prom 20.938

desv estd 0.092
CV 0.44

Los resultados, demuestran que cumplen consistentemente con el criterio

establecido segun las Guias mencionadas.

Para ambos compuestos el C.V es menor al 2% y el factor de respuesta es

constante en las seis mediciones para cada compuesto.
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5.5.4 Adecuabilidad del sistema para robustaflavona y (2S)-2,3-

dihidrorobustaflavona

Como una parte integral de muchos procedimientos analiticos, este ensayo,
esta basado en el concepto de que el equipo, electrénicos, operaciones
analiticas, y muestras por ser analizadas constituyen un sistema que puede
ser evaluado como tal. Los parametros de adecuabilidad del sistema a
considerar dentro de un procedimiento en particular, dependen del tipo de

procedimiento analitico que se evalla.

Se calcularon todos los parametros requeridos en este apartado, los cuales se
observan en las Tablas 24 y 25, que fueron calculados con base en los
cromatogramas obtenidos (considerando tiempos de retencion). Las
concentraciones de la soluciones de adecuabilidad fueron las mismas que

para precision del sistema (Ver punto 5.5.3).

La evaluacion de la adecuabilidad del sistema se recomienda para todos los
meétodos analiticos, ya que permite verificar que el sistema de medicion,
funciona apropiadamente, independientemente de las condiciones

ambientales.*?

Tabla 24. Parametros de desempefio para 6d3

PARAMETRO VALOR OBTENIDO LIMITE
Tiempo de retencion (min.) 17.2 _
Tiempo muerto (min.) 21 _
Factor de capacidad (K’) 71 >2
Factor de coleo ( T) 1.4 <2
Namero de platos teoricos (N) 28011.7 >2000
Repetibilidad de inyeccion n=5: C.V=0.72 n25; C.V =2
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Tabla 25. Pardmetros de desempefio para 5e.

PARAMETRO VALOR OBTENIDO  LIMITE
Tiempo de retencion (min.) 20.8 _
Tiempo muerto (min.) 21 _
Factor de capacidad (K’) 8.8 >2
Factor de coleo ( T) 1.5 <2
Namero de platos teoricos (N) 16340.05 >2000
Repetibilidad de inyeccion n>5:C.V=044 |N25;CV =2

Los parametros de desempefio evaluados:

El tiempo de retencion (min.), que es aquel en que el soluto permanece en
la columna, el cual se mide desde el momento de la inyeccion hasta la elucion
del maximo de absorcion del pico y es caracteristico del soluto para
condiciones de operacion constante, asi como auxiliar en la identificacion del

o los solutos.

El tiempo muerto (min.), que es aquel requerido para eluir un soluto que no
se retiene en la fase estacionaria 0 cualquier soluto que permanece en fase

movil, asimismo representa el espacio vacio de la columna.

El factor de capacidad (K’) que se define como la razén de la cantidad de
soluto en fase estacionaria entre la cantidad en fase movil al equilibrio y es
igual a la relacion del tiempo en que el soluto permanece en fase estacionaria

respecto al tiempo en fase movil.
El factor de coleo (T), que es una medida de la simetria del pico y es la

unidad para los picos perfectamente simétricos, su valor aumenta a medida

que la simetria es mas pronunciada.
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El nimero de platos tedricos (N), en el cual cada plato tedrico representa un
equilibrio tedrico de distribucion del soluto entre las fases, asimismo el numero
total de platos tedricos de una columna representa el poder de separacion de
la columna, por lo que una buena columna tiene un numero alto de platos
tedricos y finalmente la repetibilidad de inyeccion gue se usa para
determinar si re reunen los requisitos de precision, cumplen con los limites
especificados (Ver Tablas 25 y 26) en la Guia de validacion de métodos
analiticos del Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos** y la Guia
internacional ICH Q2 (R1):;*®° por lo que se demuestra consistentemente que el

sistema es adecuado para la validacion del método.

5.6 RESULTADOS DE LA VALIDACION DEL METODO

5.6.1 Linealidad y Exactitud del método para robust  aflavonay (2 S)-2,3-
dihidrorobustaflavona

La linealidad de un método analitico es la capacidad de asegurar que los
resultados analiticos (cantidad recuperada) pueden ser obtenidos directa o
indirectamente por transformaciones matematicas lineales; y son
proporcionales a la concentracion del analito de interés dentro de un intervalo

determinado.®°

Para esta prueba se construyeron curvas de calibracion para ambos

biflavonoides con niveles de concentracién al 50, 100 y 150%.

El analisis estadistico se realizo con base en los criterios establecidos en la
Guia de validacion de meétodos analiticos del Colegio de Quimicos
Farmacéuticos biélogos,*? y la Guia internacional ICH Q2 (R1),%° utilizando el
programa Microsoft Excel Office 2003 para realizar los calculos. Los
resultados obtenidos mediante experimentacion se muestran en las Tablas 26
y 27.
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Tabla 26 . Resultados experimentales para establecer la linealidad del método

para 6d3.

Nivel Conc. [ ug/mL]

% 6d3 desv estd CV

0.1178

ABC; ABC, ABC3; prom

150 4.5 44.815144.878| 44.92 |44.8710| 0.0528
100 3 37.576|37.512|37.547|37.5450| 0.0320 [0.0854
50 1.5 31.933]131.839|31.831}31.8677| 0.0567 |0.1780

Tabla 27. Resultados experimentales para establecer la linealidad del método

para 5e.

Nivel Conc. [ pg/mL]

5e ABC; ABC, ABC3; prom desvestd C.V

150 3.6 34.145134.041|34.448|34.2113| 0.2115 |0.6181
100 2.4 27.407|27.449(27.482|27.4460| 0.0376 |0.1370
50 1.2 20.115]20.211]20.176]20.1673| 0.0486 |0.2409

Los parametros estadisticos calculados para evaluar la linealidad del método
fueron: pendiente de la recta (b;), ordenada al origen (bp), coeficiente de
determinacion (R?), intervalo de confianza para la pendiente [IC(B,)] e intervalo
de confianza para la ordenada al origen [IC(Bo)], n=9 y a =0.05 % ambas con

to.975,7 = 2.365 'y el coeficiente de variacion de la regresion (CVyy).

Tabla 28. Resumen de la regresion lineal simple para evaluar linealidad del
método en 6d3 y 5e.

Estadistico Resultado Estadistico Resultado
b1 1.0085 b1 1.0010
bo -0.0287 bo 0.0066
R? 0.9994 R? 0.9992
6d3 5e
IC(B1) 1.0003 - 1.0166 IC(B1) 0.9916 - 1.0104
IC(Bo) -0.0012 - 0.0562 IC(Bo) -0.0177 - 0.0310
CVyx 0.45 % CVyix 0.49 %
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De acuerdo a los resultados que se indican en la Tabla 29, se observa que el

meétodo desarrollado para ambos biflavonoides es lineal, ya que éstos

cumplen consistentemente con los criterios de aceptacion (bp = 0, by # 0, R? >

0.98 y CVyxx < 2%), establecidos en la guia internacional ICH Q2 (R1) (2005).

El comportamiento lineal de los datos se puede apreciar en las graficas 3y 4.

LINEALIDAD METODO PARA 6d3

50 -
3 40 -
°
>
€ 30
i
§ 20 | y = 3.9075x + 25.995
=3 R2 = 0.9996
o 10 -

0 : :
0 1 2 3 4 5
Conc. [ pg/mL]

Grafica 3. Curva obtenida para la determinacion de linealidad del método de

6d3.

Respuesta (mV/seg)

N
o
]

LINEALIDAD METODO PARA 5e

y =5.9467x + 13.097
R? = 0.9998

P P NN W W
O o1 O o1 ©O U1 O O,
I | | L | | 1

o

1 2 3 4

Conc. [ pg/mL]

Gréfica 4 . Curva obtenida para la determinacién de linealidad del método de

5e.
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La exactitud de un método analitico, se define como la concordancia entre el
valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia.®® En esta prueba, la
exactitud fue evaluada a partir de la cantidad recuperada, con respecto a la
cantidad adicionada de las sustancias de referencia (6d3 y 5e) para cada nivel
y por triplicado y con base en los criterios de las Guias de validacion de
meétodos (2002) e ICH Q2(R1) (2005). En la Tabla 29 y Grafica 5 se muestran

los resultados para el compuesto 6d3.

Tabla 29. Datos experimentales de la exactitud del método para 6d3.

Cant.recuperada

Nivel % [ug] 6d3 %recobro
50 1.51 101.3
50 1.52 101.6
50 1.47 98.4
100 2.96 98.8
100 2.94 98.2
100 2.95 98.5
150 4.81 100.3
150 4.83 100.7
150 4.84 100.9

EXACTITUD DEL METODO PARA 6d3

y = 1.0085x - 0.0288
R? =0.9994

Conc.recuperada] pg/mL]

0 1 2 3 4 5

Conc. adicionada [ pg/mL]

Gréfica 5 . Curva obtenida para la determinacién de exactitud del método para
6d3.
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A continuacion se describen los resultados obtenidos de la exactitud del
método para (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona. La Tabla 30 y Grafica 6
muestran los resultados experimentales para evaluar la exactitud del método

para 5e.

Tabla 30. Datos experimentales de la exactitud del método para 5e.

Conc.recuperada

Nivel % [ug/mL] %recobro
50 1.18 98.7
50 1.20 100.1
50 1.19 99.6
100 2.43 101.3
100 2.43 101.6
100 2.44 101.9
150 3.58 99.6

150 3.56 99.1
150 3.63 101.0

EXACTITUD DEL METODO PARA 5e

g 0

S 35

>

2 4]

8 25/

]

) 2 4

o

3 1.5

J] 1] y = 1.001x + 0.0067

g R? = 0.9992

S 051

© 9 ‘ ‘
0 1 2 3 4

Conc. adicionada [ pg/mL]

Gréfica 6 . Curva obtenida para la determinacion de exactitud del método de
5e.
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Tabla 31. Resumen de la regresion lineal simple para evaluar exactitud del
meétodo en 6d3 y Se.

Estadistico Resultado Estadistico Resultado
y 99.9 % y 100.3 %
S 1.358 S 1.169
6d3 5e
CV 1.34 % CV 1.17 %
IC(w) 98.8 -100.9 % IC(w) 99.4-101.2 %

Los resultados que se aprecian en la Tabla 32, indican que el promedio del %
de recobro (99.9 % para 6d3 y 100.3 % para 5e), se encuentra dentro del
rango establecido para un método cromatografico (98-102%) y el intervalo de
confianza calculado (98.8 — 100.9 % para 6d3) y (99.4 — 101.2 % para 5e)
incluye el 100%. Por lo tanto, el método analitico es exacto en el rango de

concentraciones ensayadas.

5.6.2 Precision del método para robustaflavonay (2  S)-2,3-dihidro-

robustaflavona

Este apartado se realizé en dos niveles: calculando repetibilidad y precision

intermedia .

La repetibilidad es la precision obtenida bajo las mismas condiciones de
operacion en un intervalo corto de tiempo (mismo dia), por un mismo analista,
en la misma muestra homogénea y en el mismo equipo.”
Experimentalmente, se evalu0 mediante el recobro de tres muestras
independientes en tres niveles de concentracion y por triplicado. Los datos
experimentales obtenidos de la prueba de repetibilidad para robustaflavona y

(2S)-2,3-dihidrorobustaflavona se muestran en las Tablas 32 y 33.
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Tabla 32. Concentracion adicionada y recuperada, % de recobro para 6d3.

Conc.Adicionada Conc.recuperada

Nivel % [ng/mL] 6d3 [pg/mL] %recobro RESULTADOS
50 15 1.51 101.3 prom 100.4
50 15 1.52 101.6 |desv. estd 1.778
50 1.5 1.47 98.4 C.V 1.77
100 3 2.96 98.8 prom 98.5
100 3 2.94 98.2 desv. estd 0.273
100 3 2.95 98.5 C.V 0.28
150 4.8 4.81 100.3 prom 100.6
150 4.8 4.83 100.7 |desv.estd| 0.282
150 4.8 4.84 100.9 C.V 0.27

Tabla 33. Concentracion adicionada y recuperada, % de recobro para 5e.

Conc.adicionada Conc.recuperada

Nivel % [ng/mL] [pg/mL] %recobro RESULTADOS
50 1.2 1.18 98.7 prom 99.4
50 1.2 1.20 100.1 |desv. estd| 0.693
50 1.2 1.19 99.6 C.V 0.70
100 2.4 2.43 101.3 Prom 101.6
100 2.4 2.44 101.6 desv. estd| 0.268
100 2.4 2.44 101.9 CV 0.26
150 3.6 3.58 99.6 Prom 99.9
150 3.6 3.57 99.1 desv. estd | 1.005
150 3.6 3.64 101.0 CV 1.01

De los resultados obtenidos, se puede apreciar que para ambos casos, el
porcentaje de recuperacién de los analitos en estudio a partir del material
vegetal, es satisfactoria ya que para cada nivel de concentracién el porcentaje
de recobro se encuentra dentro del intervalo 98-102 % y un C.V < 2%. Los
valores de recobro cercanos al 100%, indicaron una repetibilidad satisfactoria

en el método propuesto.

Los resultados de los parametros estadisticos son los mismos que los
obtenidos en exactitud del método , por lo que esta prueba cumple

satisfactoriamente (Ver Tabla 31).
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La precision intermedia , es la precision obtenida dentro del laboratorio por
diferentes analistas, diferentes equipos en dias distintos con la misma muestra
homogénea.®® Experimentalmente se evalué mediante el andlisis de seis
muestras independientes que representaban el 100% de la muestra, en dos
dias diferentes y por dos analistas distintos. Las Tablas 35y 36 presentan los
resultados de la prueba para robustaflavona y (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona.

En la precision intermedia, este modelo permite investigar el efecto del
analista y del dia, asi como estimar la variabilidad entre analistas
(reproducibilidad interanalistas), la variabilidad entre dias (reproducibilidad

interdias) y la variabilidad del método analitico (repetibilidad).

Este analisis es de utilidad cuando se tiene interés en determinar el grado de

tolerancia del método a estas fuentes de variacion.*?

Tabla 34. Resultados de la prueba de precision intermedia para 6d3.

ANALISTA 1 ANALISTA 2
Area (mV/seg) Area (mV/seq)

72.283 74.152
DIA1 74.731 73.835
73.272 72.859
73.868 72.043
DIA 2 71.120 73.884
75.585 74.698

Tabla 35. Resultados de la prueba de precision intermedia para 5e.

ANALISTA1  ANALISTA 2

Are el Are eo

37.038 37.657
DIA1 37.126 38.026
38.633 39.321
37.175 37.345
DIA 2 38.122 38.105
38.269 37.638
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Los resultados de la Tabla 36 demuestran que no hay diferencia significativa
en el andlisis de la muestra, aun cuando éste se realiza en dos dias por dos
analistas diferentes, esto se demuestra al observar que el C.V para ambos
compuestos (1.7 % para 6d3 y 1.8 % para 5e) es menor al 2%, esto permite

concluir que el método es preciso.

Tabla 36. Resumen de la regresion lineal simple para evaluar precision

intermedia del método en 6d3 y 5e.

Estadistico Resultado Estadistico Resultado
g, 73.527 . g, 37.871
e
6d3 s 1.273 S 0.680
CV 1.7 % CV 1.8%

5.7 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

La estabilidad por definicion de acuerdo a la NOM 073,°! “Es la capacidad de
un farmaco o de un medicamento de permanecer dentro de las
especificaciones de calidad establecidas en el envase que lo contiene durante
su periodo de vida util”. ElI objetivo de los estudios de estabilidad, es
proporcionar evidencia documentada de como la calidad de un farmaco o un
medicamento varia con el tiempo, bajo la influencia de factores ambientales
como: temperatura, humedad o luz. Los estudios permiten establecer las

condiciones de almacenamiento, periodos de re-andlisis y vida util.®*

La estabilidad de las muestras de andlisis de S. lepidophylla se evalud bajo

las condiciones mostradas en las Tablas 37 y 38 respectivamente para

robustaflavona y (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona.
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Tabla 37. Datos de estabilidad a diferentes tiempos y distintas condiciones

TIEMPO
CONDICION

t=0h

t=24

t=72h

8d

ALMACENAJE ABC (mV/seg) ABC (mV/seg) ABC (mV/seg) ABC (mV/seq)

T.amb con luz 94.570 94.481 94.466 90.780
T.amb con luz 97.55 97.429 94.880 89.676
T.amb con luz 93.430 93.504 96.561 87.735
T.amb sin luz 96.068 96.711 96.798 85.878
T.amb sin luz 97.115 96.796 96.841 87.650
T.amb sin luz 98.511 99.982 95.381 89.798
4<C con luz 98.184 99.343 95.940 89.400
4<C con luz 99.241 98.839 94.920 90.456
4C con luz 97.276 96.895 95.522 89.220
4C sin luz 98.839 98.972 96.531 92.100
4<C sin luz 97.758 97.324 96.135 93.453
4T sin luz 99.310 98.125 96.451 95.425
37T sin luz 97.452 97.564 94.931 78.356
37T sin luz 98.321 97.245 93.458 73.189
37<C sin luz 99.101 99.286 93.919 74.782
prom 97.515 97.499 95.516 87.193
desv. estd 1.697 1.768 1.868 6.584
CV 1.74 1.81 1.91 7.55
suma 1462.726 1462.496 1432.734 1307.898
%|di| 0 0.02 1.99 10.32

Tabla 38. Datos de estabilidad a diferentes tiempos y distintas condiciones

para 5e.

TIEMPO
CONDICION

t=0h

t=24

t=72h

8d

ALMACENAJE ABC (mV/seg) ABC (mV/seg) ABC (mV/seg) | ABC (mV/seq)

T.amb con luz 52.486 53.513 52.288 49.294
T.amb con luz 52.574 52.141 51.236 50.294
T.amb con luz 53.012 52.102 52.904 48.240
T.amb sin luz 54.179 54.112 52.714 47.795
T.amb sin luz 53.113 52.110 52.760 47.884
T.amb sin luz 52.892 54.315 53.935 45.968
4 con luz 55.026 53.712 52.688 46.305
4C con luz 54.770 54.444 51.596 45.236
4<C con luz 54.412 54.896 52.410 42.714
4T sin luz 54.826 53.463 53.292 46.881
4T sin luz 54.347 53.853 51.364 50.823
4T sin luz 54.624 52.378 50.942 45.059
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37T sin luz 54.852 51.823 50.224 30.298
37T sin luz 54.126 55.059 51.032 35.059
37<C sin luz 52.121 53.621 52.330 36.351
prom 53.824 53.436 51.114 44.547
desv. estd 1.006 1.077 1.011 6.007
CV 1.87 1.92 1.94 13.48
suma 807.36 801.542 781.715 668.201
%|di| 0 0.39 1.71 9.28

Los resultados presentados con anterioridad, son expresados como la
diferencia absoluta de la media aritmética para cada condicién de almacenaje,
respecto a la media aritmética del analisis inicial (|di|), estos se analizaron en
cuatro periodos de 0, 24, 72 h y 8 dias. Una muestra se considera estable
cuando el |di] en cada condicion de almacenaje es < 2%, por lo que al
observar las Tablas 37 y 38, se puede apreciar que a partir de los 8 dias, los
compuestos marcadores de S. lepidophylla presentan descomposicion o
degradacion quimica para todas las condiciones de almacenaje observandose
un %|di| = 10.32 para 6d3 y %|di| = 9.28 para 5e. Es importante resaltar que
la planta per se es utilizada en decoccion (1 - 4 plantas en 1L de agua)
durante 5-10 min., administrada por via oral y su frecuencia de uso es como
agua de tiempo hasta que desaparezca el malestar, por lo tanto, de acuerdo al
estudio de estabilidad presentado, se recomienda utilizarla antes de los 8

dias.
5.8 CUANTIFICACION DE ROBUSTAFLAVONA Y (2 S)-2,3-
DIHIDROROBUSTAFLAVONA MEDIANTE CLAR.

La cuantificacion de metabolitos en una planta, es de suma importancia para

la evaluacion en el control de calidad de plantas medicinales.
La calidad de una planta medicinal estd determinada por su composicion

quimica, las propiedades fisicoquimicas, las caracteristicas aromaticas

olfativas y el grado de pureza o cantidad de residuos contaminantes.®?
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Entre los factores internos que pueden influir en la composicién y calidad de
una planta estan: las variedades o especies de plantas, la etapa de desarrollo
de la planta, la edad de la planta y la parte que se utilice; por esta razon, es
necesario que se apliquen las exigencias establecidas por las Farmacopeas y
Monografias oficiales existentes, con el objetivo de verificar entre otras
caracteristicas, la identificacion y valoracion del o los principios activos que

contienen.®?

Los compuestos marcadores de la planta S. lepidophylla, que se fueron
validando a lo largo de este trabajo fueron robustaflavona y (2S)-2,3-
dihidrorobustaflavona, los cuales fueron cuantificados pesando 200 mg de
material vegetal, independientemente y por triplicado; utilizandose la
metodologia previamente establecida para “preparacién de la solucion de

trabajo” y se inyectd cada una al CL, para obtener las ABC correspondientes.

Una vez desarrollado y validado el método, se disefiaron curvas de calibracion
para cada compuesto a partir de los datos de linealidad del método, las cuales

se muestran en las Gréficas 7y 8 .

CURVA DE CALIBRACION PARA 6d3

50 +

451
g 40 -
B 35 A
£ 307 y = 3.9447x + 25.866
g 251 R? = 0.9995
2 20 |
3 15 A
§ 10 -
5 4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6
Conc.[ pg/mL]

Grafica 7. Curva obtenida a partir de los datos de linealidad del método para

la cuantificacion de 6d3.
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CURVA DE CALIBRACION PARA 5e
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Grafica 8. Curva obtenida a partir de los datos de linealidad del método para

la cuantificacién de 5e.

Para poder cuantificarlos, fue necesario realizar un estudio de
homocedasticidad (homogeneidad de las varianzas), esto con la finalidad de
saber si era necesario utilizar el ajuste del método por correccion de pesada
(Almeida y colaboradores, 2002).%° Este articulo menciona que la condicién de
igualdad de varianzas, en términos de homocedasticidad, no es muy frecuente
en datos analiticos, ya que, cuando el rango de concentraciones es de mas de
un orden de magnitud, se espera que la varianza de cada punto sea diferente,
por lo que grandes desviaciones presentes en concentraciones mas grandes
tienden a influir al peso y en la linea de regresion en las desviaciones mas
pequefias, asociadas con concentraciones mas pequefias y, por lo tanto, la

exactitud en una curva de calibracion no es adecuada.®®

Una manera de contrarrestar esa situacion es haciendo uso de la regresion

lineal por minimos cuadrados por correccion de pesada.
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Para ello, se verificd si era necesario hacer la correccion a las ecuaciones de

regresion lineal obtenidas, mediante la prueba estadistica F (Ver Tablas 39y

40). La condicion es que si Fexp < Frap, la varianza es constante en todo el

intervalo de calibracion, por lo que los residuales caerdn mas o menos

aleatoriamente alrededor del eje X y por lo tanto no procedera el ajuste por

correccion de pesada.

Tabla 39. Resultados de la prueba estadistica F, para verificar

homocedasticidad para 6d3.

MAS ALTA MAS BAJA

Conc. [ ng/mL] ABC(mV/seq) Conc. [ ug/mL] | ABC(mV/seq)
4.8 44.815 15 31.933
4.8 44.878 15 31.839
4.8 44.920 1.5 31.831
VARIANZA 0.00186 VARIANZA 0.00214
g.l num, denom (n-1) 2
Fexo 0.87
Frab 99

Tabla 40. Resultados de la prueba estadistica F, para verificar

homocedasticidad para 5e.

MAS ALTA MAS BAJA

Conc. [ ng/mL] ABC(mV/seq) Conc. [ ng/mL] | ABC(mV/seq)
3.6 34.145 1.2 20.115
3.6 34.041 1.2 20.211
3.6 34.448 1.2 20.176
VARIANZA 0.02981 VARIANZA 0.00157
g.l num, denom (n-1) 2
Fexp 18.94
Frab 99

Los resultados anteriores, demuestran que no fue necesario hacer el ajuste de

la ecuacion de regresion lineal obtenida, por el método por correccion de

pesada, ya que para ambos compuestos (6d3 y 5e) la Fey, resultd ser menor a

la Fap, con un nivel de confianza oo = 0.01.
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De este modo, se realizd la cuantificacion de las muestras mediante la
sustitucion de las ABC (mV/seg) obtenidas del CL, en la ecuacion de la recta
obtenida de la curva de calibracion disefiada para cada compuesto. Los
resultados obtenidos de la cuantificacion para robustaflavona ensayados por

triplicado son los indicados en la Tabla 41.

Tabla 41. Resultados de la cuantificacion de 6d3 en S. lepidophylla
ensayados por triplicado.

# muestra ABC (mV/seg) pg/mL 6d3 Fdil. ug 6d3 mg/g planta

1 93.43 17.12 10 | 171.28 0.86
2 94.75 17.46 10 | 174.62 0.87
3 97.55 18.17 10 | 181.72 0.90

Estos datos fueron obtenidos a partir de la ecuacion de la recta para

robustaflavona la cual se muestra a continuacion:

ABC(mV/%g)—25.866(bo)jX( Fdil. jx( 1}

/ g planta para 6d3] =
[mg/gp P | ( 3.9497 (b,) g(planta) 1000

En la Tabla 42 se muestran los mg/g (promedio) extraidos de planta para

robustaflavona.

Tabla 42. Resultado promedio de la cuantificacion de 6d3 en S. lepidophylla.

Cantidad total de 6d3
por gramo de planta

mg/g %

0.88 0.44

Los siguientes son los resultados de la cuantificacion para (2S)-2,3-

dihidrorobustaflavona.
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Tabla 43. Resultados de la cuantificacion de 5e en S. lepidophylla

ensayados por triplicado.

# muestra ABC (mV/seg) ug/mL 5e Fdil. pg 5e mg/g planta

1 58.01 7.65 10 | 76.53 0.38
2 51.49 6.53 10 | 65.37 0.33
3 52.57 6.72 10 | 67.23 0.34

La siguiente es la ecuacion de la recta obtenida para cuantificar (2S)-2,3-

dihidrorobustaflavona.

ABC (mV / seg) - 13.231(b,) y Fdil. X( 1 j
5.8517 (b) g (planta) 1000

[mg/ g planta para 5€] = (

En la Tabla 44 se muestran los mg/g (promedio) extraidos de planta para
(2S)-2,3-dihidrorobustaflavona.

Tabla 44. Resultado promedio de la cuantificacion de 5e en S. lepidophylla.

Cantidad total de 5e

por gramo de planta
mg/g %
0.35 0.18

De los resultados anteriores se desprende que aun analizando muestras
independientes de un mismo lote de S. lepidophylla, si existen pequefias
variaciones en la cantidad de metabolitos secundarios debido a variaciones en
el método de cuantificacion, por otra parte, se recomendaria como muy
necesario evaluar lotes de diferentes colectas de S. lepidophylla, para lograr
hacer una comparacién entre ellos y de esta manera poder llevar a cabo, un

adecuado control de calidad en esta planta medicinal.
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6. CONCLUSIONES

En relacion a los resultados anteriores se puede concluir lo siguiente:

¢ Mediante el plan de trabajo establecido, fue posible desarrollar y validar
un meétodo analitico para cuantificar el contenido de biflavonoides, en la
planta medicinal S. lepidophylla (Hook & Grev.) Spring. EI método
desarrollado demostré ser lineal, preciso y exacto en el intervalo de

concentraciones analizadas.

e La técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (CLAR)
fue muy util para realizar la purificacion del compuesto (2S)-2,3-
dihidrorobustaflavona, obteniéndose éste con un grado de pureza

cercano al 100% y un buen rendimiento en el proceso de purificacion.

e Los estudios de estabilidad realizados para los compuestos 6d3 y 5e
contenidos en S. lepidophylla (Hook & Grev.) Spring, permitieron
establecer el tiempo en el que los metabolitos sufren descomposicion o

alguna alteracién en las muestras analizadas para un mismo lote.

e Se logré cuantificar los metabolitos secundarios mayoritarios en el
extracto metandlico, obteniéndose 0.88 mg/g para robustaflavona y
0.35 mg/g para (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona, evaluados para un solo

lote de S. lepidophylla recolectado en el Mercado Sonora de México

e De acuerdo a la estructura quimica particular de los biflavonoides
robustaflavona y (2S)-2,3-dihidrorobustaflavona presentes en S.
lepidophylla, y a su presencia no ubiquita en los vegetales y restringida
a un grupo de especies, éstos reunen las caracteristicas para ser

considerados compuestos de referencia en la especie.

89



e
i

CONCLUSIONES

Los resultados de cuantificacion de robustaflavona y (2S)-2,3-
dihidrorobustaflavona pueden ser utilizados como base para determinar
el contenido de estos metabolitos en otras colectas de diferentes

épocas del afio y de diferentes lugares geograficos.

El establecimiento de los biflavonoides encontrados en la especie S.
lepidophylla como compuestos de referencia, podré evitar la presencia

de especies adulterantes en colectas de S. lepidophylla.
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7. PERSPECTIVAS

Se requiere estudiar diferentes colectas de S. lepidophylla, para hacer una
ponderacion de las diferencias en concentracion de los biflavonoides de
acuerdo a diferencias climatoldgicas de los mismos, empleando el método
analitico desarrollado y para llevar a cabo un control de calidad de la

planta.

Concluir la identificacion del compuesto mayoritario en el extracto
metandlico de S. lepidophylla con tiempo de retencion tg, =18.820 min.,

para su posterior cuantificacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo, podrian integrarse a otras
pruebas de control de calidad de S. lepidophylla para conformar una
monografia de esta planta medicinal y eventualmente pueda ser
considerada dentro de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos. Asimismo los resultados seran de utilidad para ser publicados

en un articulo de divulgacién cientifica.
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9. GLOSARIO

Adecuabilidad del sistema. Verificacion de que el sistema (instrumento,
analista, equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base a
criterios preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los
resultados de un método analitico.

Analito. Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Compuesto marcador. Constituyente(s) o grupos de constituyentes
quimicamente definidos contenidos en un producto o planta medicinal que son
de interés para propésitos de control de calidad, independientemente de su

actividad terapéutica.

Criterio de aceptacion. Limite numérico, rango u otra medida aceptada

satisfactoriamente como resultado del procedimiento analitico.

Especificaciones . Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye
la definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de

variacion de los parametros de calidad.

Especificidad/Selectividad.  Cuando un método es selectivo, la respuesta
analitica que se genera a través de su aplicacion se relaciona Unicamente con
el analito de interés y no con otros componentes presentes en una muestra de

analisis.

Estabilidad analitica de la muestra.  Propiedad de una muestra, preparada
para su cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracion del analito, después de almacenarse durante un tiempo

determinado bajo condiciones especificas.
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Factor de respuesta . Respuesta analitica del compuesto en estudio por

unidad de peso o concentracion.

Intervalo. Concentraciones incluidas entre la superior e inferior de analito
(incluyendo a éstas), para las cuales se ha demostrado que el método

analitico es preciso, exacto y lineal.

Linealidad. Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica lineal, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo

determinado.

Metabolito. Cualquier sustancia producida o utilizada durante el metabolismo.
Método analitico. Descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis
de un componente especifico de la muestra.

Muestra . Porcion del material a evaluar.

Muestra adicionada . Porcién representativa del material a evaluar, a la que

se le adicionan cantidades conocidas del analito.

Parametros de desempefio. Parametros especificos a evaluar en un

protocolo de validacion.
Protocolo de validacion. Descripcidon de pruebas especificas para demostrar

que un proceso da resultados que cumplen con los criterios preestablecidos

de manera consistente.
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Recobro. Cantidad de analito determinada en el placebo adicionado o

muestra adicionada, empleando el método analitico.

Sustancia de referencia. Sustancia de uniformidad conocida destinada a
utilizarse en comprobaciones analiticas fisicas, quimicas o microbioldgicas en

el transcurso de las cuales sus propiedades se comparan con la sustancia en

evaluacion.

Validaciéon del método analitico.  Proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos

para la aplicacién analitica deseada.
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10. ANEXOS

A-1. Férmulas empleadas para calculos.

J, [n(Z xy)- (> %Y y)]2 ,
%)~ WS y) -]

Coeficiente de determinacion R?

S
Coeficiente de variacion CV = - x100
y
— — S
Coeficiente de variacion de la cv,,, = Y% %100
regresion y
- - 7 yd n
Desviacion estandar S= (Z y )
n(n— 1)
N2
Desviacion estandar de la ordenada S, -5 1 (Xj
= .
. 0 y/x 2
al origen. n X
: 5y - (2
n
Desviacion estandar de la s s 1
pendiente " o (Z x)2

¥ x -

2
Desviacion estandar de la regresion S,y = \/Z y blz il boz y
g n-2
Diferencia absoluta de medias ldi|=1y, -V, |
Respuestaanalitica
Factor de respuesta FR= P

Concentraién

Intervalo de confianza para la

- s
. ) IC(u)=y+ toorsna ——
media poblacional /n

Intervalo de confianza para la 1IC(B,) =by £t5975,» SB

ordenada al origen poblacional
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Intervalo de confianza para la
pendiente poblacional

IC(ﬂl) = b1 + t0.975,n—2 SQ

LC con base en la curva de
calibracion y la desviaciéon estandar

de la ordenada al origen

LC=10 x 2R
Sk

LD con base en la curva de
calibracion y la desviacién estandar

de la ordenada al origen

Media aritmética = y= ;
n n
Ordenada al origen b, PR LIRS
n
ny xy—» x>y
Pendiente b, = ) . L zz
DRSEIRY
Suma de x Zx=zn:x,
i=1
Suma dey Zy=zn:y.

Suma de x al cuadrado

Suma de y al cuadrado

Suma al cuadrado de x

Suma al cuadrado de y

S5 (3 ]

i=1

Suma de x pory

ny: in Yi
i1

Suma de x por suma de y

ZXZy=iZ;:>9iZ;]yi
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% recuperado

_ Cantidadrecuperada

= : — 100
Cantidadadicionada

%

Tiempo de retencion (tg)

Tiempo de la sustancia en la fase

estacionaria

Tiempo muerto (tp)

Tiempo de la sustancia en fase mavil

t
Factor de capacidad k'= t—R -1
0
T — WO.O5
2f

Factor de coleo

Donde:

W05 = ancho del pico al 5% de altura

f = distancia entre el maximo del pico y el borde inicial del
pico; la distancia se mide en un punto ubicado al 5% de altura

del pico desde la linea base.

Numero de platos teoricos

2
i)
W
Donde:

t = es el tiempo de retencion del soluto que permanece en la

columna.
W = porcién de la linea base intersectada por las tangentes al

pico (ancho de pico).
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A-2. Andlisis de Regresion lineal para 6d3 y 5e.

GLOSARIO

AN A DE R R O Al PARA ALIDAD A
OMP O 6d
# Conc. [ ug/mL] (x) | Area mV/seg (y) Xy x° y2
1 12 307.489 3689.868 144 94549.4851
2 12 308.548 3702.576 144 95201.8683
3 12 311.570 3738.84 144 97075.8649
4 6 164.307 985.842 36 26996.7902
5 6 165.349 992.094 36 27340.2918
6 6 169.823 1018.938 36 28839.8513
7 4.8 138.847 666.4656 23.04 |19278.4894
8 4.8 139.481 669.5088 23.04 |19454.9494
9 4.8 138.153 663.1344 23.04 |19086.2514
10 3 94.209 282.627 9 8875.33568
11 3 93.288 279.864 9 8702.65094
12 3 94.452 283.356 9 8921.1803
13 1.5 56.769 85.1535 2.25 |3222.71936
14 1.5 55.294 82.941 2.25 3057.42644
15 1.5 56.080 84.12 2.25 3144.9664
16 0.75 45.706 34.2795 0.5625 |2089.03844
17 0.75 46.023 34.51725 0.5625 |2118.11653
18 0.75 45.389 34.04175 | 0.5625 |2060.16132
SUMA 84.15 2430.777 17328.1668 | 644.5575 | 470015.437
PARAMETROS ESTADISTICOS
suma x 84.15 N 18
sumay 2430.777 n-2 16
sumaxy | 17328.1668 by 23.7473
sumax’ | 644.5575 bo 24.0245
sumay?’ |470015.4373 R’ 0.9991
suma (x)°| 7081.2225 Syx 0.6844
suma (y) ° | 5908676.824 Sb; 0.0431
10.975. 16 (tablaS) 2.120
Limite superior |23.8388
Limite inferior 23.6557
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ANA DE REGRESIO Y ALIDAD A
OMP O 5e

# | conc. [ pg/mL] (x) | Area mV/seg (y) Xy x° y’
1 6 84.359 506.154 36 7116.44088
2 6 84.713 508.278 36 7176.29237
3 6 84.530 507.18 36 7145.3209
4 4.8 66.777 320.5296 | 23.04 |4459.16773
5 4.8 67.102 322.0896 | 23.04 | 4502.6784
6 4.8 67.643 324.6864 | 23.04 | 4575.57545
7 3.6 50.799 182.8764 | 12.96 | 2580.5384
8 3.6 51.228 184.4208 | 12.96 |2624.30798
9 3.6 50.024 180.0864 | 12.96 |2502.40058
10 2.4 34.839 83.6136 5.76 |1213.75592
11 2.4 34.792 83.5008 5.76 |1210.48326
12 2.4 35.359 84.8616 5.76 |1250.25888
13 1.2 19.433 23.3196 1.44 |377.641489
14 1.2 19.070 22.884 1.44 363.6649
15 1.2 19.477 23.3724 1.44 |379.353529
16 0.6 12.095 7.257 0.36 |146.289025
17 0.6 12.220 7.332 0.36 149.3284
18 0.6 12.147 7.2882 0.36 |147.549609

SUMA 55.8 806.607 3379.7304 | 238.68 | 47921.0477

PARAMETROS ESTADISTICOS

suma X 55.8 n 18
sumay 806.607 n-2 16
sumaxy | 3379.7304 b, 13.3827
sumax® | 238.68 bo 3.3248
sumay® |47921.0477 R’ 0.9992
suma (x)*| 3113.64 Syx 0.1873
suma (y) > | 650614.852 Sb, 0.0231
to.975. 16 2.120
Limite superior |13.4317
Limite inferior 13.3337

ANALISIS DE REGRESION LINEAL PARA LINEALIDAD METODO
COMPUESTO 6d3

Conc.adicionada Conc.recuperada
# [pg/mL] (x) [wg/mL] (y) Xy x? y*
1 1.5 1.520 2.2794 2.25 2.3093
2 15 1.524 2.2856 2.25 2.3217
3 1.5 1.476 2.2134 2.25 21774
4 3 2.964 8.8913 9 8.7840
5 3 2.947 8.8422 9 8.6872
6 3 2.956 8.8690 9 8.7400
7 4.8 4.816 23.1186 23.04 23.1975
8 4.8 4.833 23.1960 23.04 23.3530
9 4.8 4.843 23.2476 23.04 23.4570
SUMA 27.9 27.879 102.9434 102.87 103.0275
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PARAMETROS ESTADISTICOS

suma X 27.9 n 9 Limite superior 1.0166

sumay |27.87869482| n-2 7 Limite inferior 1.0003
sumaxy |102.9434165| b, 1.0085 Xprom 3.1
suma x > 102.87 by |-0.0287 Xorom 9.61
sumay® |103.0275527 | R® | 0.9994 Shy 0.01162023
suma (x) 2 778.41 Syx | 0.0139 | Limite superior -0.0013
suma (y) *| 777.2216247 | Sb; | 0.0034 | Limite inferior -0.0562

t0_975’ 7 2.365 Yprom 3.098
CVy 0.4490

ANALISIS DE REGRESION LINEAL PARA LINEALIDAD METODO
COMPUESTO 5e

Conc.adicionada Conc.recuperada
# [ng/mL] (x) [pg/mL] () Xy x* \&
1 1.2 1.184 1.4211 1.44 1.4024
2 1.2 1.201 1.4408 1.44 1.4416
3 1.2 1.195 1.4336 1.44 1.4273
4 2.4 2.432 5.8359 5.76 5.9129
5 2.4 2.439 5.8532 5.76 5.9479
6 2.4 2.444 5.8667 5.76 5.9755
7 3.6 3.584 12.9034 12.96 12.8470
8 3.6 3.566 12.8393 12.96 12.7198
9 3.6 3.636 13.0900 12.96 13.2213
SUMA 21.6 21.682 60.6843 60.48 60.8962

PARAMETROS ESTADISTICOS

suma X 21.6 n 9 Limite superior  1.0104
sumay |21.6815491| n-2 7 Limite inferior 0.9916
sumaxy |60.6843888| b, |1.0010 Xprom 2.4
suma x > 60.48 b, |0.0066 Xorom 5.76
sumay® |60.8962183| R® |0.9992 Sh, 0.0103
suma (x)*| 466.56 Syx | 0.0116 | Limite superior  0.0310
suma (y) °| 470.089573| Sb; |0.0039| Limite inferior -0.0177

t0_975’ 7 2.365 Yprom 2.409
CVy 0.4851
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A-3. Valores estadisticos de la distribucion t de student.

GLOSARIO

grados de grados de grados de
libertad to.075 libertad t0.975 libertad to.075
1 12.706 26 2.056 51 2.008
2 4.303 27 2.052 52 2.007
3 3.182 28 2.048 53 2.006
4 2.776 29 2.045 54 2.005
5 2571 30 2.042 55 2.004
6 2.447 31 2.040 56 2.003
7 2.365 32 2.037 57 2.002
8 2.306 33 2.035 58 2.002
9 2.262 34 2.032 59 2.001
10 2.228 35 2.030 60 2.000
11 2.201 36 2.028 61 2.000
12 2.179 37 2.026 62 1.999
13 2.160 38 2.024 63 1.998
14 2.145 39 2.023 64 1.998
15 2.131 40 2.021 65 1.997
16 2.120 41 2.020 66 1.997
17 2.110 42 2.018 67 1.996
18 2.101 43 2.017 68 1.995
19 2.093 44 2.015 69 1.995
20 2.086 45 2.014 70 1.994
21 2.080 46 2.013 71 1.994
22 2.074 47 2.012 72 1.993
23 2.069 48 2.011 73 1.993
24 2.064 49 2.010 74 1.993

Los grados de libertad (g.l) se fijan con base a la férmula indicada en el subindice del

simbolo de la t de student.
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A-4. Valores estadisticos de la distribucién F de Fisher.

g. | numerador = 2

g.l Probabilidad de la cola

denom.| 920 0.10 0.05 0.025 0.01 0.001 0.0001
1 12.00 49.50 199.50 799.50 4999.50 499999.50 50000000
2 400 9.00 19.00 39.00 99.00 999.00 9999
3 289 546 955 16.04 30.82 148.50 694.74
4 247 432 694 10.65 18.00 61.25 198.00
5 226 378 5.79 8.43 13.27 37.12 97.03
6 213 346 514 7.26 10.92 27.00 61.63
7 204 326 474 6.54 9.55 21.69 45.13
8 1.98 3.11 4.46 6.06 8.65 18.49 36.00
9 1.93 3.01 4.26 5.71 8.02 16.39 30.34
10 1.90 292 4.10 5.46 7.56 14.91 26.55
11 1.87 2.86 3.98 5.26 7.21 13.81 23.85
12 1.85 2.81 3.89 5.10 6.93 12.97 21.85
13 1.83 276 3.81 4.97 6.70 12.31 20.31
14 1.81 273 3.74 4.86 6.51 11.78 19.09
15 1.80 2.70 3.68 4.77 6.36 11.34 18.11
16 1.78 2.67 3.63 4.69 6.23 10.97 17.30
17 1.77 2.64 3.59 4.62 6.11 10.66 16.62
18 1.76 2.62 3.55 4,56 6.01 10.39 16.04
19 1.75 261 3.52 451 5.93 10.16 15.55
20 1.75 259 3.49 4.46 5.85 9.95 15.12
21 1.74 257 3.47 4.42 5.78 9.77 14.74
22 1.73 256 3.44 4.38 5.72 9.61 14.41
23 1.73 255 342 4.35 5.66 9.47 14.12
24 1.72 254 3.40 4.32 5.61 9.34 13.85
25 1.72 253 3.39 4.29 5.57 9.22 13.62
26 1.71 252 3.37 4.27 5.53 9.12 13.40
27 1.71 251 3.35 4.24 5.49 9.02 13.21
28 1.71 250 3.34 4.22 5.45 8.93 13.03
29 1.70 250 3.33 4.20 5.42 8.85 12.87
30 1.70 249 3.32 4.18 5.39 8.77 12.72
40 1.68 2.44 3.23 4.05 5.18 8.25 11.70
60 1.65 239 3.15 3.93 4.98 7.77 10.78
80 1.64 237 3.11 3.86 4.88 7.54 10.36
100 1.64 2.36 3.09 3.83 4.82 7.41 10.11
120 1.63 235 3.07 3.80 4.79 7.32 9.95
140 1.63 2.34 3.06 3.79 4.76 7.26 9.84
0 1.61 230 3.00 3.69 4.61 6.91 9.21

GLOSARIO
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A-5. Espectros de biflavonoides
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A-6. Cromatogramas obtenidos como resultado de la purificacién de 5e
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GLOSARIO
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