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RESUMEN

El presente trabajo describe la investigacion realizada para el establecimiento de las
pruebas de identidad y composicion de la droga cruda de Exostema caribaeum (Rubiaceae),
especie perteneciente al “complejo copalchi”, y ampliamente utilizada en la medicina
tradicional de nuestro pais para el tratamiento de diversos padecimientos, entre los que

destacan las fiebres palidicas y la diabetes.

Para el desarrollo de esta investigacion se propuso como estrategia metodoldgica, el
aislamiento de los metabolitos presentes en la infusion de la corteza de E. caribaeum.
Posteriormente, se establecieron los perfiles cromatogréaficos del preparado y se validé un
método analitico por Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia (CLUE) para la
cuantificacion de las 4-fenilcumarinas y del &cido clorogénico, los cuales son los principios
activos antidiabéticos mayoritarios. Estos se proponen como los compuestos marcadores

activos.

El estudio quimico del extracto acuoso preparado a partir de las cortezas secas de E.
caribaeum permitio el aislamiento y la caracterizacion de siete 4-fenilcumarinas: 5-O-f-D-
galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina  (5), 5-O-f-D-glucopiranosil-7-
metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (7), 5-O-(6"-acetil-£-D-galactopiranosil)-7-metoxi-
3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (8, 5-O-p-D-glucopiranosil-7,3',4'-trthidroxi-4-
fenilcumarina (13), 5-O-(6"-acetil-f-D-glucopiranosil)-7,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina
(14), 5-O-[p-D-xilopiranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosil]-7,3',4'-trhidroxi-4-fenilcumarina
(15) 'y  5-O-[p-D-xilopiranosil-(1—6)-f-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (16). Las 4-fenilcumarinas 13, 14 y 16 se reportan por primera vez en la

especie, en tanto que 15 es un analogo nuevo de este tipo de compuestos.

El perfil cromatografico desarrollado permiti6 identificar a las 4-fenilcumarinas
aisladas en el estudio quimico como los compuestos mayoritarios en la infusion, asi como
la presencia de acido clorogénico (11). Como fase estacionaria se empled un columna de
fase reversa [BEH Shield RP18 (1.7 um, 2.1 X100 mm)] y como fase movil un gradiente

de CH3;CN-H,O (0.1% 4acido formico). Finalmente, se validé6 un método analitico por



CLUE que permitié cuantificar las 4-fenilcumarinas y el acido clorogénico (11) en el
extracto acuoso de E. caribaeum. Este método resultd ser selectivo, lineal, preciso y exacto
en el rango de concentraciones evaluado y constituye una prueba de composicion para la

droga cruda de la planta.

La informacién generada en esta investigacion sera de utilidad para la integracion de

su monografia tipo OMS y Farmacopéica.



ABSTRACT

This work was undertaken in order to establish identity and composition tests useful
for quality control of the crude drug obtained from Exostema caribaeum, a plant of the
Rubiaceae family that belongs to the Copalchi complex. The stem bark of the plant is
widely used in Mexican traditional medicine for the treatment of diabetes and malaria. The
general strategy used to acomplish this work was the following: First the aqueous extract
was subjectes to conventional phytochemical analysis in order to isolate the active marker
compounds. Then, a suitable chromatographic profile for the infusion of the stem bark was
developed using Ultra Performance Chromatography Liquid (UPLC); the method was fully
validated for the quantification of the major 4-phenylcoumarins and chlorogenic acid in the

crude drug.

The chemical study of the aqueous extract prepared from the bark of E. caribaeum
led to the isolation and characterization of seven 4-phenylcoumarins, namely, 5-O-f-D-
galactopyranosyl-7-methoxy-3',4'-dihydroxy-4-phenylcoumarin (5), 5-0O-f-D-
glucopyranosyl-7-methoxy-3',4'-dihydroxy-4-phenylcoumarin ~ (7), 5-O-(6"-acetyl-/-D-
galactopyranosyl)-7-methoxy-3',4'-dihydroxy-4-phenylcoumarin 3), 5-O-p-D-
glucopyranosyl-7,3',4'-trihydroxy-4-phenylcoumarin (13), 5-0-(6"-acetyl-S-D-
glucopyranosyl)-7,3',4'-trihydroxy-4-phenylcoumarin ~ (14),  5-O-[f-D-xylopyranosyl-
(1>6)-p-D-glucopyranosyl]-7,3',4'-trihydroxy-4-phenylcoumarin ~ (15) y  5-O-[f-D-
xylopyranosyl-(1—6)-/-D-glucopyranosyl]-7-methoxy-3',4'-dihydroxy-4-phenylcoumarin
(16). Compounds 13, 14 y 16 are new to the plant, while 15 it is a new natural product.

A chromatographic profile displaying the 4-phenylcoumarins active markers of the
stem-bark was developed. The column employed was a BEH Shield RP18 (1.7 pm,
2.1 X100 mm) and the mobile phase was a gradient of CH3;CN-H,0 (0.1% formic acid).
Finally the UPLC method was validated to quantify the major 4-phenylcoumarins and
chlorogenic acid in the aqueous extract of the crude drug. This method was selective,
linear, precise and accurate in the concentration range evaluated and can be regarded as a

composition test for the drug.



Altogether, the information generated in this work will be useful for generating the

WHO and pharmacopeic monographs of E. caribaeum.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Exostema caribaeum y el Complejo “copalchi”

El término “copalchi” se utiliza para designar a 11 especies de arboles o arbustos
que pertenecen a las familias Rubiaceae y Euphorbiaceae. Exostema caribaeum (Jacq.)
Roemer & Schultes junto con Hintonia latiflora (Sesse et Mocifio ex DC.) Bullock,
Exostema mexicanum Gray y Hintonia standleyana Bullock son las especies de la familia
Rubiaceae que conforman el complejo, las cuales se caracterizan por sus cortezas
extremadamente amargas y utiles en el tratamiento del paludismo y la diabetes (Guerrero-

Analco, et al., 2007).

Los primeros reportes sobre los copalchis se remontan al siglo XVI, cuando Fray
Bernardino de Sagin en su obra “Historia general de las cosas de la Nueva Espafia” en el
libro 11, menciona el uso de la corteza Hintonia latiflora en infusion bajo el nombre de
chichiccuéhuitl (arbol amargo) o chichicpatli (medicina amarga) como eupéptico,
purgante y diurético. En el mismo siglo Francisco Herndndez en su obra “Historia
Natural de Nueva Espafia” en el tomo II, libro cuarto, menciona un arbusto denominado

copalxihuilt utilizado para alejar las fiebres periodicas.

En el afio 1803 finalizada “La Real Expedicion Botdnica a Nueva Espafia”
Mariano Mocifio enlista una serie de plantas fundamentales para conformar la materia
médica mexicana, que permitiera aprovechar los recursos naturales locales en beneficio
de los habitantes, entre estas plantas se encontraba Exostema caribaeum (Figura 1)
(Mocifio, 2010).

Croton niveus, también conocida como copalchi, comenz6 a comercializarse en
Europa en el afio de 1817, donde se utilizaba contra las fiebres paludicas como sustituto
de la corteza de la quina (Arévalo, 1987). En 1868, por razones desconocidas las cortezas
de Hintonia y Exostema comenzaron a usarse en lugar de las de Croton. Las especies mas

importantes de acuerdo a la obra de Samuel Hahnemann “Apothederlexicon” (1793-
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1798) fueron E. caribaeum (arbol de quina caribeno) y E. floribundum (arbol de quina de
Lucien) (Noster, 1992).

Figura 1. Exostemma axilliflora sinonimia de Exostema caribaeum. Ilustracion realizada durante las
expediciones de Sessé y Mocifio por Nueva Espafa. (Tomado de “La Real Expedicion Botanica a Nueva

Espafia” Vol. X, 2010).
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La reputacion del copalchi como febrifugo hizo que se mandaran muestras de la
corteza a Espafa. En este pais por sus usos y buena fama llegd a compararse con la
actividad de la quina peruana Cinchona succirubra (Lozoya 1984). A partir de este
momento comienzan a utilizarse indistintamente los copalchis y quinas para tratar las
fiebres palidicas. Posiblemente por esta razon el uso y comercializacion de estas plantas
han estado marcados por una serie de confusiones que a la postre han conducido a la

sustitucion de una planta por otra.

En Francia, el uso de Exostema caribaeum se encuentra documentado desde 1886
en la obra de Lanessan “Les plantes utiles des colonies francaises” en la cual describen
las caracteristicas botanicas de la planta y sus usos como febrifugo y emético (Lanessan,
1886). Tres afios mas tarde en el ano 1889 en otra publicacion titulada “Les plantes
médicinales indigénes et exotiques, leurs usages thérapeutiques, pharmaceutiques et

industriels” se corroboran los usos descritos por Lanessan (Dujardin-Beaumetz, 1889).

Paralelamente en México el 15 de Julio de 1893 en un articulo publicado por el
diario “La Farmacia” el Prof. Velasco Quirds describe la planta como un sustituto de la

quina, posiblemente por sus propiedades febrifugas y su sabor amargo.

Con la creacion del Instituto Médico Nacional (IMN) en 1890, comienza un
programa importante para el estudio de la plantas medicinales mexicanas con miras a
generar la Materia Médica Nacional (AIMN, 1894). Los resultados de estas
investigaciones se publicaron en los Anales del Instituto Médico Nacional (AIMN). En
varios de estos anales se menciona el término “copalchi” para describir varias rubidceas y
euforbiaceas medicinales. La primera mencion de E. caribaeum se encuentra en el tomo |
(Loaeza, 1894), en el cual se enlistan las plantas que formaran la primera parte de la
Materia Médica Nacional. Mas adelante en el tomo IV se describe la administracion del
extracto fluido de copalche de Jojutla a un enfermo de paludismo; este extracto provoco
la mejoria del paciente tras su administracion por 11 dias. Se menciona también que la
droga se le dio al paciente en capsulas gelatinosas, debido al sabor extremadamente

amargo de la misma (Loaeza, 1904). A lo largo del siglo XX muchos autores describen
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estos mismos usos y otros para las distintas especies de copalchi. En el inciso siguiente se

describen los usos contemporaneos de Exostema caribaeum.

1.2 Etnobotanica de Exostema caribaeum

Exostema caribaeum (sinonimias: Cinchona caribaea Jacq. y Exostema
longicuspe Oerst.) es un arbusto o arbol hermafrodita, glabrescente de hasta 8 m de altura
(Figura 2). Las hojas son elipticas u ovaladas, de 4-11 cm de largo y 1.5-5 cm de ancho,
apice acuminado, base aguda, papiraceas, nervios secundarios de 4 a 5 pares, peciolos 6-
12 mm de largo, estipulas de 1-5 mm de largo, angostamente. Sus flores son blancas y en
forma de campana con 5 pétalos largos que al secarse se tornan café rojizo (Figura 3),
crecen solitarias en las axilas de las hojas, con pedinculos de 4-10 mm de largo; limbo
calicino de 0.5-1 mm de largo, corola blanca tornando en violdceo-rosada con la edad, el
tubo de 3-5 cm, l6bulos lineares, del largo del tubo, estambre exertos, anteras de 2 cm.
Los frutos son capsulas de 7-15 mm de largo y 6-14 mm de ancho que no se abren;
semillas de 3-6 mm de largo. La corteza (Figuras 4 y 5) es de color grisaceo y desarrolla

fisuras horizontales con la edad (Argueta, et al., 1994; Borhidi, 2006).

En las distintas regiones del Caribe se conoce popularmente con los nombres palo
de jazmin, teilla, cuerpo de zapo, quina, palo de quina (Puerto Rico); yellow-torch (Islas
Virgenes), pifii-pifii, quina criolla (Republica Dominicana); cerillo, lirio santana, carey de
costa (Cuba), hestio (Nicaragua); “caribbean princewood”, “princewood” (Bahamas);
“caribbee barktree”, “jesuitbark” (Jamaica); ‘“chandelle anglaise”, “quinquina pays”
(Hati), y “quinquina piton” (Martinica). En México se le denomina copalti (Estado de
México); copalchi (Guerrero); chakiis, sabakche’ (Quintana Roo); copalchi de Michoacan
(Michoacén); cascara sagrada roja, (mercados de Cuatla, Cuernavaca, Axochiapan Jojutla
y Puente de Ixtla); copalche, copalchi de Jojutla (mercados de Cuautla) (Argueta, et al.,
1994; Little, 2001; Anderson, 2005; Borhidi, 2006; Monrroy, 2007).
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Figura 2. Arbol de E. caribaeum (tomada por S. Cristians).

Figura 4. Corteza de E. caribaeum (tomada por S. Cristians).
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Figura 5. Droga cruda de E. caribaeum (tomada por E. Castillejos).

Exostema caribaeum es originaria de Reptiblica Dominicana y Cuba, crece en
clima célido, semicalido y templado entre los 800 y los 100 m. Est4 asociada al bosque
tropical caducifolio y subcaducifolio; bosque espinoso, mesofilo de montana, de encino y
de pino. Se distribuye desde sur de Florida incluyendo los Cayos y a lo largo de las
Antillas desde las Bahamas y Cuba hasta Granada, y también en centro América, desde
Meéxico hasta Costa Rica (Figura 6). En nuestro pais se encuentra en los estados de
Campeche, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de Meéxico,
Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Tamaulipas y Yucatan (Argueta, et al., 1994; Borhidi, 2006; Monroy, 2007, MEXU
2013).

En México E. caribaeum de manera general se emplea contra las fiebres
paludicas, el reumatismo, padecimientos gastrointestinales como amibiasis, otras
parasitosis, gastritis y ulceras (Diaz, 1976; Martinez, 1989; Aguilar 1194; Argueta, et al.,
1994). En el Estado de Michoacén se utiliza para clarificar la sangre, para ello se prepara
un cocimiento con la planta y se le da a beber al enfermo; este remedio también sirve para
la gastritis y las Ulceras. En Guerrero, las ramas hervidas, se aplican a manera de
fomentos en granos, llagas y manchas. En veterinaria se ocupa como antiséptico y

cicatrizante. También se ha utilizado como agente antidiabético (Argueta, et al., 1994).

10



)

imicas ANTECEDENTES

Figura 6. Distribucion mundial de Exostema caribaeum (Obtenido de © Discover Life).

De acuerdo a Monroy, en el Estado de Morelos se asocia con otras hierbas para el
tratamiento de varios padecimientos. Asi, una mezcla de guayacan (Conzattia multiflora),
cascara sagrada roja (Simira rhodoclada, Exostema caribaeum y/o Croton rzedowskii) y
cuasia (Quassia amara) se hierve en un litro de agua y se bebe como agua de tiempo para
la vesicula e higado. Para la sangre, se remojan dos o tres cascaritas en un cuarto de litro
de agua, la que se bebe como agua de uso. Se puede combinar con quina blanca. Si se
necesita un tonico para la sangre se hierven dos o tres cascaras en un litro de agua de la
que se bebe una tacita antes de cada alimento. Cuando se sufre paludismo se hierven dos
rajas de corteza en medio litro de agua, se beben en ayunas. Para enfermedades del
cabello se hierven dos cascaritas en dos litros de agua y se hacen enjuagues. Para evitar la
caida del pelo, curar la caspa, la tifia, la seborrea y la orzuela se usan: la corteza de encino
(Quercus rugosa) y la cascara sagrada roja, la hoja y la rama de espinosilla (Loeselia
mexicana), la hoja de nogal (Juglans regia), la rama de romero (Rosmarinus officinalis),

el tallo de la hierba de San Francisco (Heimia salicifolia), la corteza y las semillas de

11
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zopilote (Swietenia humilis). Se hierven dos cucharadas de la mezcla en un litro de agua y

se lava o enjuaga el cabello cada tercer dia, hasta eliminar el mal (Monroy, 2007).

Exostema caribaeum se utiliza también como recurso forestal. Un estudio
antropologico realizado por Manzanilla en Coba, Quintana Roo aportd informacion sobre
las unidades habitacionales de los mayas y los materiales utilizados para la construccion,
entre ellos como parte estructural del techo se encuentra la madera de E. caribaeum por
ser delgada y flexible; sobre esta se apoyaba el zacate (Manzanilla, 1988). En la
actualidad la madera de E. caribaeum sigue siendo utilizada para la construccion de
casas, como lefia y carbon en los estados de Quintana Roo y Yucatan (Anderson, 2005).
En el estado de Michoacan es utilizada como especie forrajera y es parte de la dieta del

Venado Cola Blanca (Ramirez, 2012).

Por altimo, cabe mencionar que durante la EXPO 92, E. caribaeum se introdujo

en Espafia como planta ornamental (Lopez, 2001).

1.3 Antecedentes quimicos y farmacoldgicos de Exostema caribaeum

Los distintos estudios quimicos realizados sobre la corteza del tallo han permitido
el aislamiento de compuestos de tipo 4-fenilcumarinas (Tabla 1). Asi, en 1969 Sanchez-
Viesca aislo a partir de un extracto bencénico la exostemina (1). Posteriormente Mata y
colaboradores (Mata, et al., 1987; 1988) reportaron por primera vez el aislamiento de
otras nueve 4-fenilcumarinas a partir de un extracto elaborado con metanol; estos
compuesto se caracterizaron como 7,4',5'-trihidroxi-4-fenil-5,2'-oxicumarina (2), 7,4'-
dimetoxi-5'-hidroxi-4-fenil-5,2'-oxicumarina  (3), 7-metoxi-4',5'-dihidroxi-4-fenil-5,2'-
oxicumarina (4), 5-O-p-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (5),
5-O-f-D-galactopiranosil-7,4',dimetoxi-4-fenilcumarina (6), 5-O-f-D-glucopiranosil-7-
metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina  (7), 5-O-(6"-acetil-S-D-galactopiranosil)-7-
metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (8), 5,7,4'-trimetoxi-4-fenilcumarina (9), 5,3'-

dihidroxi-7,4'-dimetoxi-4-fenilcumarina (10).

12
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También se ha reportado la presencia de acido clorogénico (11) y manitol (12) en
la planta; este ultimo fue identificado por cromatografia en papel (Krebs y Griesinger,
1960). Nassar y colaboradores reportaron que los extractos de hoja de E. caribaeum
analizados por cromatografia en capa delgada reaccionaron positivamente frente a
reactivos comunmente utilizados para la deteccion de alcaloides; estos resultados
permitieron inferir la presencia de este tipo de productos en la especie (Nassar, et al.,

1980).

Con relacion a los estudios farmacoldgicos Noster y Krauss en 1990 encontraron
que los productos de hidrolisis acida de los extractos organicos preparados con acetato de
etilo de las cortezas de Hintonia latiflora y E. caribaeum, presentaban actividad anti-
Plasmodium falciparum moderada en pruebas in vitro. La actividad biologica en ninguno
de los casos fue mejor que la observada por los controles positivos (cloroquina y/o

quinina).

En un estudio realizado en Italia, Pinto y colaboradores evaluaron el efecto
hipoglucemiante cronico en ratas normoglicémicas de un preparado herbolario aleman
que se comercializa con el nombre de Sucontral®. De acuerdo a los autores el preparado
era a base de las mezclas de las cortezas de H. latiflora y E. caribaeum (Pinto, et al.,
1997).

Posteriormente, Guerrero-Analco y colaboradores realizaron un estudio sobre la
actividad antidiabética de copalchis mexicanos pertenecientes a la familia Rubiaceae. En
este estudio demostraron el efecto hipoglucemiante de los extractos orgdnicos de H.
latiflora, E. caribaeum y de una mezcla comercial de E. caribaeum y H. latiflora. Estos
extractos disminuyeron significativamente los niveles de glucosa sanguinea en ratas
normoglicémicas y diabetizadas con estreptozotocina (STZ). En ese estudio se evalud
también la actividad hipoglucemiante de las 4-fenilcumarinas, incluyendo los compuestos
5, 7 y 13, y de varias cucurbitacinas aisladas de H. latiflora. La fenilcumarina 5-O-f-D-
glucopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (13) fue el compuesto mas activo

(Guerrero-Analco, et al., 2007).
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En los estudios de toxicidad aguda utilizando el método de Lorke, el extracto
organico de la corteza de E. caribaeum presentd una toxicidad moderada en roedores
(DLsp = 700 mg/kg), pero no fue toxico para Artemia salina (CLsp>1000 pg/mL), ni

presentd efectos mutagénicos en la prueba de Ames (Déciga-Campos, et al., 2007).

Los compuestos presentes en la planta también han sido objeto de otros estudios
biologicos. De tal forma que Calera y colaboradores encontraron que el compuesto 6
actia como un inhibidor de la trasferencia de energia en cloroplastos de espinacas,
mientras que el compuesto 7 actia como un agente desacoplante inhibiendo la sintesis de

ATP y la captacion de protones (Calera, et al., 1995; 1996).

Los compuestos 1, 9 y 10 se ensayaron contra las lineas celulares BC1, Lul, Col2,
KB, KB-V+, KB-V-, LNCaP, SW626, SKNSH, y M109 y se encontr6 que poseen
actividad citotoxica (Ito, et al., 2000) mientras que el compuesto 2 mostrd actividad

antifungica frente a Candida albicans (Rojas, et al., 1992).
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados de E. caribaeum

ESTRUCTURA

Exostemina (1)

2: R]ZH, Rz =H
3: R1:CH3, R2:CH3
4. R]ZCHg’ RZZH

5: R=f-D-galactopiranosil, R1=OH, R,=OH

6: R=f-D-galactopiranosil, R1= OCH3, R,=H

7: R=p-D-glucopiranosil, R1=OH, R,=OH

8: R=6"acetil-#-D-galactopiranosil, R;=OH, R,=OH
Referencias. Sanchez- Viesca, et al., 1969 ; Mata, et al., 1987;1988.
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados de E. caribaeum (Cont.)

ESTRUCTURA

OMe

9: R= CH3, Rj_:H
10: R=H, R;=0OH

H OH

H H OH O
HOH,C I I I I CH,OH
OH OH H H

Manitol (12)

Referencias. Krebs, et al.,1960; Mata, et al., 1987; 1988.

1.4 Control de calidad de plantas medicinales

Se estima que un 85 % de la poblacion mundial emplea plantas medicinales en el
marco de los distintos sistemas de salud. En los paises en vias de desarrollo, en especial
en las poblaciones rurales, el uso de plantas medicinales sigue siendo la principal
eleccion para procurar alivio a sus enfermedades. En consecuencia, tanto en paises
desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo existe un marcado interés para
garantizar la calidad de las drogas crudas y preparados herbolarios derivados de los
mismos. La calidad de las plantas medicinales es la base para garantizar su seguridad y
eficacia (Canigueral et al., 2005). De alli la importancia de establecer los criterios de

calidad de las plantas medicinales.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en sus resoluciones WHA31.33
(1978), WHA40.33 (1987) y WHA42.43 (1989) enfatiz6 la necesidad de asegurar la
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calidad de las drogas crudas y/o preparados herbolarios. Es por esta razén que en el afio
de 1988 se publico el documento “Quality control methods for medicinal plant materials”
en el cual se establecen las recomendaciones y procedimientos para el aseguramiento de
la calidad, en el 2011 se publicé la actualizacion del mismo. Posteriormente esta
organizacion sanitaria generd otros documentos como “Guidelines on good agricultural
and collection practices for medicinal plants”, “Guidelines for assessing quality of
herbal medicines with reference to contaminants and residues” asi como cuatro
volumenes de una serie de monografias con los criterios de calidad de las plantas
medicinales més utilizadas a nivel global. Todo este conjunto bibliografico pretende
proporcionar una orientacion general para el establecimiento de los pardmetros de calidad
de las plantas mas utilizadas en los estados miembros de la OMS (WHO, 1998; WHO,
2003; WHO, 2007).

La evaluacion de la calidad engloba parametros de identidad, pureza y

composicion de drogas crudas y/o preparados herbolarios.

1.4.1 Pruebas de identidad

Las pruebas de identidad de las drogas crudas permiten su identificacion a través
de una serie de pruebas botanicas, quimicas y genéticas. Cuando estos parametros se
desconocen es necesario establecerlos para garantizar la eficacia y seguridad de las

drogas evitando sustituciones o adulteraciones que afecten la salud de los consumidores.

Las pruebas de identidad botanica consisten en la identificacion correcta de la
droga cruda, mediante el uso de la definicion botanica, su caracterizacidon microscopica y
macroscopica e incluso a través de la comparaciéon con materiales de referencia. Estas
pruebas son utiles para determinar que la planta es la especie requerida, asi como

asegurar que se utilice la droga cruda correcta (Bandaranayake, 2006).

Las pruebas de identidad quimica estan enfocadas principalmente a la deteccion
de compuestos marcadores y a la obtencidon de perfiles cromatograficos caracteristicos
aplicando métodos analiticos de vanguardia. Los compuestos marcadores se definen

como constituyentes quimicamente definidos, Tttiles para fines analiticos,
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independientemente de que presenten actividad o no. Existen diferentes tipos de
marcadores y los de mayor utilidad en las pruebas de identidad quimica son los
denominados marcadores analiticos. Estos marcadores se utilizan cuando los principios
activos no son conocidos, pero se conocen otros componentes del extracto. Sin embargo
los principios activos pueden también fungir como marcadores (EMEA, 2006). En este
ultimo caso se designan como marcadores activos. Actualmente, los tipos de marcadores
que pueden ser identificados en las drogas crudas o preparados herbolarios se especifican

en las monografias y farmacopeas.

Los métodos mas utilizados para la generacion de los perfiles cromatograficos son
la Cromatografia en Capa Delgada (CCD), la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(CLAE) y la Cromatografia de Gases (CG) (Liang, et al., 2004; Liang, et al., 2009). Una
técnica cromatografica sencilla como la CCD puede proporcionar informacion de manera
rapida y confiable sobre la presencia o ausencia de los metabolitos caracteristicos de las
drogas o sus productos de degradacion presentes en los extractos preparados a partir de
las drogas crudas o preparados herbolarios. La CCD, sin embargo, presenta algunas
desventajas como su baja sensibilidad y resolucion lo que impide la deteccion de

compuestos presentes en trazas.

El uso de la CLAE se ha popularizado en los ultimos afos, debido a las
caracteristicas que ofrece, como la robustez, la facilidad para su operacion, la selectividad
y principalmente el acoplamiento de esta técnica, con diferentes detectores (UV/VIS,
indice de Refraccion y EM) que dan informacién sobre la identidad de los componentes
presentes en las mezclas complejas de los extractos y otros preparados, sin embargo su
principal limitacion ha sido la falta de una alta eficiencia especialmente en comparacion
con la Cromatografia de Gases (CG) ya que se ve comprometida por el tamafio de la
particula; el uso de particulas pequefias (< 5 pm) estd limitado por la presion. Se han
propuesto diversas metodologias para evitar estas limitaciones, como la reciente
introduccion de la Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia (CLUE) que debido a
su novedosa instrumentacion soporta presiones mas elevadas y columnas con un tamafio

de particula menor (1.7 um). El uso de columnas empacadas con particulas de este
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tamafio se traduce en un aumento de la resolucion, la selectividad, la eficiencia y la
velocidad de analisis reduciendo el consumo de disolvente y muestra (Villiers, et al.,
2006). Este tipo de cromatografia también emplea diferentes detectores (UV, TOF/EM,
Q/TOF/EM) (Zheng, et al., 2008; Kong, et al, 2009). La CG también es ampliamente
utilizada para generar perfiles de mezclas complejas de los componentes volatiles de las

esencias con una alta sensibilidad.

En afios recientes las pruebas de identidad genética han complementado las
estrategias clasicas para la evaluacion de la identidad de las drogas crudas. Estas pruebas
consisten en el analisis de los marcadores moleculares, los cuales, son Unicos, estables y
especificos para cada especie, y no estan influenciados por la edad, las condiciones
fisiologicas y los factores ambientales. La eleccion del marcador depende de la naturaleza
de la investigacion y cada uno de ellos presenta sus ventajas y desventajas (Kiran, et al.,

2010).

1.4.2 Pruebas de pureza

Las pruebas de pureza permiten garantizar que las drogas crudas estén libres de
contaminantes como microorganismos, radioactividad, metales pesados, residuos de
plaguicidas, insectos, piedras, arena y todo aquello que no pertenezca a la materia prima.
Generalmente, estas pruebas son de caracter general, es decir se realizan de acuerdo a
procedimientos bien establecidos en las farmacopeas y directrices de la OMS (WHO
2007). Las pruebas de pureza que se les practican de rutina a las drogas crudas son las

siguientes:

e Determinacion de materia extrafia

e Determinacion de cenizas totales

e Determinacion de microorganismos y aflatoxinas
e Determinacion de plaguicidas

e Determinacion de radioactividad
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1.4.3 Pruebas de composicion

Las pruebas de composicion consisten en la cuantificacion de los principios
activos, si estos son conocidos, o de los marcadores en las drogas crudas y/o preparados
herbolarios con la finalidad de garantizar la obtencién de extractos estandarizados y
cuantificados. Los principios activos se definen como los compuestos responsables de
las propiedades terapéuticas de las drogas. En las monografias se especifica su contenido.
Una determinacion cuantitativa de los principios activos durante los estudios de

estabilidad de los productos herbolarios provee informacion necesaria para conocer las

fechas de caducidad (Sahoo, et al., 2010).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Nuestro pais se distingue por su larga tradicion en el uso de plantas medicinales
debido a que son parte importante de la historia y cultura de los pueblos indigenas.
Cuenta con alrededor de 3 000 especies medicinales documentadas en diversas fuentes
(Viesca-Trevifio, 1987, 1993, 1999, Zolla y Medellin, 1993; Aguilar, 1994; Argueta, et
al, 1994; Lozoya, 1998; Hersch, 1999). Muchas de estas plantas actualmente son objeto
de un activo comercio a nivel nacional e inclusive internacional, constituyéndose asi, en
una opcion muy importante para el tratamiento y prevencion de enfermedades. Sin
embargo, a pesar de su amplio uso, son pocas las plantas que han sido estudiadas para
establecer los criterios que garanticen su calidad, pilar fundamental para garantizar la

seguridad y eficacia de las mismas.

Dentro de las plantas mas comercializadas en México se encuentra Exostema
caribaeum la cual es ampliamente utilizada en las practicas médicas populares de México
como sustituto de la quina y de los otros copalchis. De alli la importancia de establecer no

solo su eficacia y seguridad, sino también las pruebas de calidad.

En este contexto el presente trabajo tiene como objetivo general, establecer las
pruebas de identidad quimica y composiciéon de la droga cruda, con la finalidad de
generar parte de la informacion cientifica necesaria para integrar las monografias tipo
OMS y Farmacopéica de la droga cruda E. caribaeum. El establecimiento de estas
pruebas en conjunto con las pruebas de eficacia y seguridad indudablemente garantizaran

el uso racional de este importante recurso natural.

Para el cumplimiento del objetivo general de este proyecto se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

e Realizar el estudio quimico del extracto acuoso aplicando las técnicas
cromatograficas convencionales, con la finalidad de aislar los componentes
caracteristicos y/o marcadores de la especie. De manera adicional, se generaran

los estandares apropiados para las pruebas de identidad y composicion.
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Establecer los perfiles cromatograficos de la infusion de la planta mediante la
aplicacion de técnicas cromatograficas incluyendo la de capa delgada (CCD) y la
de liquidos de ultra eficiencia (CLUE). El cumplimiento de este objetivo permitira
el desarrollo parcial de pruebas de identidad quimica.

Desarrollar y validar de un método analitico por CLUE que permita la

cuantificacion de los principios activos de la corteza de E. caribaeum.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

Las dos muestras de corteza de E. caribaeum analizadas en este estudio se
recolectaron en Temalac y Tuzantlan, municipio de Atenango del Rio, Estado de Guerrero,
en Enero de 2003 y Julio de 2010, respectivamente. Los ejemplares de referencia se
depositaron en el herbario de la Facultad de Ciencias FCME, UNAM, M¢éxico DF (131339
y 131340, respectivamente). La muestra de corteza de Hintonia standleyana se recolecto
también en Temalac, Atenango del Rio en Enero de 2003. En este caso la muestra de
referencia (P. Hersch No 824) se encuentra depositada en el herbario del Instituto Nacional
de Antropologia e Historia (ASFM-INAH), Cuernavaca, Morelos. La muestra de corteza de
H. latiflora se recolecté en Batopilas, Municipio de Batopilas, Chihuahua, en Junio de
2005. La muestra de referencia (Bye 33885) se encuentra depositada en el Herbario
Nacional (MEXU), UNAM. Las muestras de “quina amarilla” se adquirieron en el Mercado
de Sonora en Noviembre de 2012 en los puestos “El Nifio de la Salud” y “La Sefiora Felix,

la Tia”.

3.2 Procedimientos generales
3.2.1 Andlisis cromatogréaficos

Para los andlisis de cromatografia en capa delgada (CCD) se utilizaron
cromatofolios de aluminio recubiertos con gel de silice (0.25 mm; 60 F,ss, Merck) y
diversos sistemas de elucion. La visualizacion de las placas se realizd, primero con luz UV
(onda corta 254 nm; onda larga 365 nm) y, luego con un reactivo cromogeno [sulfato cérico
amoniacal (12 g)-4cido sulftrico (22.5 mL)] (Stahl, 1969); para el desarrollo del color fue

necesario calentar a 110 °C durante un minuto.

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizd en columnas de vidrio de
diferentes capacidades empacadas con gel de silice (tamafio de particula 0.063-0.200 mm,

Kieselgel 60 Merck) o gel dextrano (Sephadex LH20, Pharmacia®).
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La Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) se realiz6 en un
cromatografo de liquidos Waters 996 (Millipopre Corporation, Waters Chromatography
Division, Milford, Massachusetts, EE. UU.), equipado con un detector de UV con arreglo
de fotodiodos (PDA-2996). Se utiliz6 el “software” Empower version 2.0 para el control
del equipo, la adquisicion de los datos y el procesamiento de la informacion. Los andlisis se
realizaron en una columna Nucleosil C-18 de 4 mm de diametro interno, 125 mm de

longitud y 5 um de tamafio de particula (Phenomenex®).

Los analisis cuantitativos por Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia
(CLUE) de los extractos acuosos de E. caribaeum se realizaron empleando un
cromatografo Waters ACQUITY UPLC® clase H (Waters Chromatography Division),
equipado con un detector de UV con arreglo de fotodiodos (PDA), una bomba cuaternaria,
un inyector automatico y la version 3 del “software” Empower. En este caso se utilizo una
columna BEH Shield RP18 (Waters Chromatography Division) de 2.1 de mm de didmetro
interno, 100 mm de longitud y 1.7 pm de tamafio de particula. Todas la muestras se
filtraron a través de membranas de nylon (Acrodisc®) de 0.2 um x 13 mm antes de ser

inyectadas al cromatografo para su andlisis.

3.2.2 Determinacion de constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Fischer-Johns y se reportan sin
corregir. Los espectros en el infrarrojo se obtuvieron en pastilla de KBr en un espectro
Perkin Elmer 599. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear protonica (RMN-'H) y
de carbono-13 (RMN-"*C) se registraron en los aparatos Varian Unity Inova (operado a una
frecuencia de 400 MHz para RMN-'H y 100 para RMN-"°C) y JEOL ECA-500 (operado a
una frecuencia de 500 MHz para RMN-'H y 125 para RMN-"°C), empleando CH;0H-d, o
DMSO-d¢ como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm. Para el andlisis de los espectros de RMN
monodimensionales y bidimensionales se utilizaron los programas MestreNova® version 6
y Delta® version 4.3.6. Los espectros de masas se registraron en los equipos JEOL SX 102
y LTQ Orbitrap XL system (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando

como método de ionizacion bombardeo de atomos acelerados (MS-FAB) en modo positivo,
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con alcohol nitrobencilico (ANB) como matriz y ionizacidon por electrospray (ESI) modo

positivo respectivamente.

3.3 Obtencion de estdndares a partir del extracto acuoso obtenido de la corteza
de Exostema caribaeum recolectada en Temalac

3.3.1 Preparacion del extracto acuoso

La corteza se desecd a temperatura ambiente por aproximadamente 15 dias y
posteriormente se fragmentd en un molino Willey Modelo 4 (Thomas Scientific
Incorporation, Swedesboro, New Jersey, EE.UU.) con malla de 2 mm. Para obtener el
extracto acuoso se empled el método de infusion. La infusion se prepar6 a partir de 1.5 g de
corteza molida utilizando 250 mL de agua a 93°C y se dejé reposando por 30 minutos.
Posteriormente, se filtro utilizando papel filtro (Whatman no. 1) y se concentr6 a sequedad
en un rotaecvaporador Buchi® RII adaptado a una bomba de vacio V-710 (BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Suiza) para generar 473.74 mg de extracto. El proceso se repitid

15 veces obteniéndose 7.1062 g de extracto seco acumulado.

El extracto acuoso seco total se reconstituyé con CH30H (30 mL), y tras un reposo
de cinco minutos precipitaron 693.1 mg de manitol (12), con un punto de fusiéon de 166-168

°C. El material soluble en metanol (fraccion metandlica) se concentro in vacuo (Figura 7).

Cortezasecay molida de E.
caribaeum22.5 g

Corteza (1.5 gen 250 ml de H,0 a93 C,

por 30 min)
Residuo vegetal Extracto acuoso
(descartar) 7.1062 g
Reconstituir con CH;OH (30 mL)
Concentrar in vacuo
’ Manitol (0.6931 g) ‘ ’ Fraccién metandlica (6.4131 g)

Figura 7. Obtencion del extracto acuoso a partir de la corteza de E. caribaeum.
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3.3.2 Fraccionamiento secundario de la fraccion metandlica del extracto acuoso

La fraccion metandlica (6.4131 g) se sometid a un fraccionamiento secundario via
cromatografia en columna abierta utilizando 332 g de gel de silice como fase estacionaria y
mezclas de hexano—AcOEt (10:90—0:100) y AcOEt-CH3;0H (100:0—50:50) como
eluyentes. Este procedimiento gener6 17 fracciones (F1-F17, Tabla 2 y Figura 8).

Tabla 2. Fraccionamiento secundario de la fraccion metanolica del extracto acuoso de E. caribagum

Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones Clave
(%) combinadas

Hexano-AcOEt 10:90 1-23 1-3 F1
AcOEt 100 24-72 4-23 F2
AcOEt-CH3;0H 98:2 73-79 24-45 F3
AcOEt - CH;0H 95:5 98-182 46-57 F4
AcOEt - CH;0H 94:6 183-215 58-72 F5
AcOEt - CH;0H 93:7 216-236 73-79 F6
AcOEt - CH;0H 92:8 237-257 80-86 F7
AcOEt - CH;0H 90:10 258-276 87-97 F8
AcOEt — CH;0H 88:12 277-291 98-106 F9
AcOEt - CH;0H 85:15 292-305 107-120 F10
AcOEt - CH;0H 80:20 306-307 121-130 F11
AcOEt - CH;0H 50:50 308-314 131-165 F12
166-190 F13
191-219 F14
220-250 F15
251-295 F16
296-314 F17

3.3.3 Obtencion de 5-O-(6""-acetil-B-D-galactopiranosil)-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (8) y 5-O-(6"'-acetil-#-D-glucopiranosil)-7,3",4'-trihidroxi-4-
fenilcumarina (14) de la fraccién F6

Tras la combinacion de las fracciones cromatograficas que generaron F6 (74 mg)
precipitd un polvo amarillo que se purificd por lavados sucesivos con una mezcla de
CHCI13—CH;30H (10:90). De este proceso se separaron 18 mg del compuesto 8, con un
punto de fusion de 232-234°C [reportado 215-220°C (Mata, et al., 1988)]. El material
soluble (F6-M, 56 mg) se purificé por cromatografia en columna con sephadex LH-20
utilizando como eluyente una mezcla de CH,Cl,—CH3;0H (5:95). Este proceso generd ocho
fracciones (F6-M-1 — F6-M-8, Tabla 3). De la fraccion F6-M-6 cristalizaron 9 mg del
compuesto 14, con un punto de fusion de 249-251°C [reportado 205-208°C (Mata, et al.,
1992)].
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Tabla 3. Fraccionamiento cuaternario de la fraccion F6-M de E. caribaeum

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
(%)

1-7 F6-M-1

8-10 F6-M-2

11-39 F6-M-3

CH,CIl,—CH;0H (5:95) 40-50 F6-M-4
51-59 F6-M-5

64-67 F6-M-6

68-71 F6-M-7

72-98 F6-M-8

5-O-(6""-Acetil-B-D-galactopiranosil)-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina

(8). IR (KBr) Vimax 3406, 3186, 2918, 1693, 1693, 1611, 1346, 1070 cm™'; RMN-"H (400
MHz, CH;0H-d4) § 6.85 (H-2'd, J = 2.0 Hz, 1H), 6.84 (H-5'd, J = 8.4 Hz, 1H), 6.74 (H-6'
dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H), 6.69 (H-6 d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.65 (H-8 d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.94
(H-3 s, 1H), 4.72(H-1"d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.33 (H,-6" dd, J = 11.5, 8.5 Hz, 1H), 4.18 (H-
6" dd, J = 11.6, 3.7 Hz, 1H), 3.88 (MeO- s, 3H), 3.86 (H-5"), 3.79 (H-4" da, J = 3.1 Hz,
1H), 3.44 (H-3" dd, J = 9.6, 3.4 Hz, 1H), 3.14 (H-2" dd, J = 9.5, 7.9 Hz, 1H), 2.05
(MeCOO- s, 3H); RMN-"C (100 MHz, CH;0H-d4) § 171.1 (C=0), 163.4 (C-7), 161.5 (C-
2), 156.1 (C-5), 156.5 (C-4), 155.6 (C-8a), 145.8 (C-4"), 144.0 (C-3"), 131.3 (C-1"), 119.3
(C-6"), 115.3 (C-2") 114.4 (C-5"), 112.0 (C-3), 103.9 (C-4a), 100.6 (C-1"), 99.2 (C-8), 94.5
(C-6), 73.1 (C-5"), 72.9 (C-3") , 70.5 (C-2"), 68.6 (C-4"), 63.4 (C-6"), 55.1 (C-MeO-), 19.2
(C-MeCOO); FAB m/z 505 [M+H]", 301 [M+H-204]".

5-O-(6""-Acetil-#-D-glucopiranosil)-7,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (14). IR
(KBT) vmax.3241, 2923, 1699, 1596, 1356, 1075 cm™'; RMN-'H (400 MHz, CH;OH-d,) &
6.85 (H-5'd, J = 7.8 Hz, 1H), 6.83 (H-2'd, J = 2.12 Hz, 1H), 6.73 (H-6' dd, J = 8.1, 2.0 Hz,
1H), 6.51 (H-8, H-6, 2H), 5.91 (H-3 s, 1H), 4.80 (H-1"d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.35 (Hy-6" dd, J
=11.8,2.2 Hz, 1H), 4.25 (Hp-6" dd, J = 11.8, 7.0 Hz, 1H), 3.56 (H-5"ddd, J=9.4,7.1,2.3
Hz, 1H), 3.3(H-3"), 3.24 (H-4" dd, J = 9.4, 9.1 Hz, 1H), 2.75 (H-2" dd, J=9.1, 7.7 Hz, 1H),
2.07 (CH5COO- s, 3H); RMN-"*C (100 MHz, CH;0H-ds) § 171.3 (C=0), 161.9 (C-7),
161.8 (C-2), 156.9 (C-4), 156.6 (C-8a), 155.8 (C-5), 145.5 (C-4"), 144.1 (C-3"), 131.5 (C-
1", 119.2 (C-6"), 115.5 (C-2"), 114.2 (C-5"), 111.0 (C-3), 103.2 (C-4a), 99.7 (C-1"), 99.3
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(C-8), 96.8 (C-6), 76.1 (C-3"), 74.1 (C-5"), 73.0 (C-2"), 69.9 (C-4"), 63.19 (C-6"), 19.24
(MeCOO-).; FAB m/z 491 [M+H]", 287 [M+H-204]".

3.3.4 Fraccionamiento terciario de la fraccion secundaria F8: Obtencion de 5-
O-p-D-glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (7) y 5-O-g-D-
glucopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (13)

La fraccién secundaria F8 (106 mg, Tabla 2) se reconstituyé en CH3;OH;
inmediatamente precipitaron 65 mg de un sélido crema que se purificd tras sucesivos
lavados con CH3;OH frio y se transformo6 en un so6lido blanco (61 mg) con un punto de

fusion de 269-270°C [reportado 237-238°C (Mata, et al., 1988)] que se caracterizd como

5-O-f-D-glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (7).

La solucioén remanente tras la separacion del producto 7 (F8-M, 40 mg) se analizo
por CLAE en una columna analitica de Nucleosil C-18; como sistema de elucion se empled
acetonitrilo-agua (20:80) con un flujo de 0.6 mL/min, la longitud de onda () utilizada fue
de 327 nm. El cromatograma presenté un compuesto mayoritario con un tg de 4.58 min.
Para el aislamiento de este compuesto se utilizd una columna semipreparativa Nucleosil
C18 (5 pm 250 x 10 mm), el mismo sistema de elucioén y un flujo de 4 mL/min. La muestra
F8-M se filtr6 a través de membranas de nylon (Acrodisc®) de 0.45 um x 13 mm de
diametro y se inyect6 un volumen final de 100 pL. Al cabo de la purificacion se obtuvieron
16 mg del compuesto 13 con un punto de fusion de 260-263°C [reportado 250-252°C
(Guerrero-Analco, et al., 2007)].

5-O-f-D-Glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (7). IR (KBr)
Viax 3545, 3430, 3222, 2911, 1695, 1594, 1340, 1046. cm™; RMN-'H (400 MHz, DMSO-
de) 8 6.73 (H-5'd, J = 7.8 Hz, 1H), 6.72 (H-2' d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.70 (H-6 d, J = 2.2 Hz,
1H), 6.65 (H-6' dd, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H), 6.62 (H-8 d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.83 (H-3 s, 1H),
4.82 (H-1"d, J = 7.7 Hz, 1H), 3.83 (MeO- s, 3H), 3.64 (H,-6" da, J = 11 Hz, 1H), 3.44—
3.25 (H-5", Hp-6"), 3.13 (H-3"dd, J = 8.8, 8.8 Hz, 1H), 2.99 (H-4" dd, J = 9.2, 9.2 Hz, 1H),
2.51(H-2" dd J = 8.8, 8.8 Hz 1H); RMN-"*C (100 MHz, DMSO-d¢) & 163.1 (C-7), 160 (C-
2), 156.7 (C-5), 156.2 (C-8a), 155.9 (C-4), 146.1 (C-4'), 144.4 (C-3"), 130.6 (C-1'), 119.6
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(C-6'), 116.0 (C-2"), 114.9 (C-5", 112.5 (C-3), 103.8 (C-4a), 100.2 (C-1"), 98.60 (C-8),
95.61 (C-6), 77.50 (C-5"), 76.67 (C-3"), 73.31 (C-2"), 69.8(C-4"), 61.0 (C-6"), 56.30
(MeO-); FAB m/z 463 [M+H]", 301 [M+H-162]"

5-O-B-D-Glucopiranosil-7,3",4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (13). IR (KBr) vpmax
3252, 2908, 1679, 1595, 1355, 1068 cm™; RMN-"H (400 MHz, CH;0H-d,) & 6.82 (H-2'd,
J=2.0 Hz, 1H), 6.81 (H-5'd, J= 6.2 Hz, 1H), 6.72 (H-6' dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 1H), 6.55 (H-
6,J=2.3 Hz, 1H), 6.47 (H-8 d, J=2.3 Hz, 1H), 5.88 (H-3 s, 1H), 4.82 (H-1"d, J = 7.7 Hz,
1H), 3.86 (H,-6" dd, J = 12.0, 2.1 Hz, 1H), 3.70 (Hg-6", dd, J = 11.9, 5.0 Hz, 1H), 3.38-
3.34 (H-5", ddd, J = 10.0, 5.2, 2.2 Hz, 1H), 3.38-3.30 (H-3"-H-4"), 2.74 (H-2" dd, J = 9.1,
7.7 Hz, 1H); RMN-"C (100 MHz, CH;0H-ds) & 162.1 (C-7), 161.8(C-2), 156.9 (C-4),
156.7 (C-8a), 155.9 (C-5), 145.7 (C-4'), 144.0 (C-3"), 131.4 (C-1"), 118.8 (C-6"), 115.1 (C-
2), 114.2 (C-5", 110.8 (C-3), 102.9(C-4a), 99.8 (C-1"), 98.9 (C-6), 96.8 (C-8), 76.7(C-5"),
76.2 (C-3"), 73.1 (C-2"), 69.3 (C-4"), 60.8 (C-6"); FAB m/z 449 [M+H]", 287 [M+H-162]".

3.3.5 Obtencion de 5-O-f-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (5)

De la fraccion secundaria F10 (132 mg, Tabla 2) precipitd un polvo el que se
purificd por recristalizacion de CH3;OH frio. De esta forma se obtuvieron 72 mg del
compuesto 5 con un punto de fusion de 232-233°C [reportado 228-231°C (Mata, et al.,
1987)].

5-O-p-D-Galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina  (5). IR
(KBI) Vmax 3355, 2890, 1698, 1615, 1354, 1064 cm™; RMN-'H (400 MHz, CH;0H-d,) &
6.86 (H-2'd, J=2.0 Hz, 1H), 6.84 (H-5'd, J = 8.1 Hz, 1H), 6.73 (H-6'dd, J = 8.1, 2.0 Hz,
1H), 6.74 (H-6 d, J = 2.2 Hz, 1H) 6.65 (H-8 d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.93 (H-3 s, 1H), 4.75 (H-
1"d, J= 7.7 Hz, 1H), 3.88 (CH;0- s, 1H), 3.80 (H-4" da, J = 2.9 Hz, 1H), 3.75 (H,-6" dd,
J=11.5, 7.3 Hz, 1H), 3.69 (Hp-6" dd, J = 11.5, 4.7 Hz, 1H), 3.63 (H-5" ddd, J = 6.7, 5.1,
0.8 Hz, 1H), 3.43 (H-3"dd, J=9.7, 3.4 Hz, 1H), 3.14 (H-2" dd, J = 9.6, 7.8 Hz, 1H); RMN-
BC (100 MHz, CH;0H-d,) & 163.5 (C-7), 161.5 (C-2), 156.6 (C-4), 156.5 (C-8a), 155.88
(C-5), 145.8 (C-4"), 143.9 (C-3"), 131.3 (C-1'), 119.3 (C-6"), 115.7 (C-2"), 114.4 (C-5"),
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111.9 (C-3), 103.7 (C-4a), 100.9 (C-1"), 98.5 (C-6), 95.2 (C-8), 75.9 (C-5"), 73.2 (C-3"),
70.6 (C-2"), 68.6 (C-4"), 60.9 (C-6"), 55.0 (MeO-); FAB m/z 463 [M+H]", 301 [M+H-
162]".

3.3.6 Aislamiento de 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-4-D-glucopiranosil]-7,3",4'-
trhidroxi-4-fenilcumarina (15) y 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-8-D-glucopiranosil]-
3",4'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (16).

La fraccion F16 (63 mg, Tabla 2) se sometid6 a una separacion mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) utilizando las condiciones descritas para
la purificacion de 13. El cromatograma de la fraccion presentd dos compuestos
mayoritarios (tg=3.50 min y 5.86 min). Al cabo de la separacion de los componentes
mayoritarios se obtuvieron 16 mg del compuesto 15 (tg=3.50 min) y 15 mg de 16 (tg=5.86

min) como soélidos vitreos.

5-O-[#-D-Xilopiranosil-(1—6)-4-D-glucopiranosil]-7,3",4'-trhidroxi-4-

fenilcumarina (15). IR (KBr) vinax 3278, 2906, 1684, 1598, 1357, 1037 cm™ ;RMN-"H (500
MHz, CH;0H-d,) 5 6.80 (H-5'd, J = 8 Hz, 1H), 6.80 (H-2' d, J = 1.8 Hz, 1H) 6.71 (H-6'
dd, J=7.8, 2.2 Hz, 1H), 6.64 (H-6 d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.47 (H-8 d, J = 1.8 Hz, 1H), 5.86
(H-3 s, 1H), 4.73 (H-1"d, J = 7.5 Hz, 1H), 4.31 (H-1" d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.05 (H,-6" da, J
=10.8 Hz, 1H), 3.82 (H,-5" dd, J = 11.5, 5.3 Hz, 1H), 3.73 (Hp-6" dd, J = 11.3, 6.5 Hz,
1H), 3.5 (H-5" m, 1H), 3.46 (H-4" ddd, J = 10.1, 9.9, 5.3 Hz, 1H), 3.26 (H-3"-H-3", 2H),
3.21 (H-2" m, 1H), 3.21 (H-4" m, 1H) 3.08 (Hp-5" dd, J = 11.5, 10.3 Hz, 1H), 2.71 (H-2"
dd, J = 8.6, 7.4 Hz, 1H); RMN-"C (125 MHz, CH;0H-d,) & 162.2 (C-7), 161.9 (C-2),
157.0 (C-4), 156.8 (C-8a), 156.0 (C-5), 145.6 (C-4"), 144.2 (C-3"), 131.6 (C-1"), 119.7 (C-
6'), 114.9 (C-2'), 114.3 (C-5'), 111.0 (C-3), 103.8 (C-1"), 103.1 (C-4a) 100.2 (C-1"), 99.4
(C-6), 97.3 (C-8), 76.4 (C-5"), 76.1 (C-3"), 76.2 (C-3"), 73.7 (C-2"), 73.3 (C-2"), 69.8 (C-
4"), 69.6 (C-4"), 68.2 (C6"), 65.5 (C-5"). ESI m/z 581 [M+H]", 449 [M+H-132]".

5-O-[#-D-Xilopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (16). IR (KBr) vmax 3334, 2921, 1692, 1610, 1039 cm™; RMN-H' (500
MHz, CH;0H-d4) § 6.80 (H-5'd, J = 8.2 Hz, 1H), 6.80 (H-2' d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.72 (H-6
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d, J=2.3 Hz, 1H), 6.71 (H-6' dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H), 6.67 (H-8 d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.92
(H-3 s, 1H), 4.80 (H-1"d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.25 (H-1"d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.1 (H,-6" da, J
= 11.5 Hz, 1H), 5.89 (MeO- s, 3H), 3.81 (H,-5" dd, J = 11.5, 5.2 Hz, 1H), 3.75 (Hp-6" dd,
J=11.0, 6.6 Hz, 1H), 3.58 (H-5" m, 1H), 3.46 (H-4" ddd, J = 10.1, 9.9, 5.4 Hz, 1H), 3.26
(H-3", H-3"), 3.19 (H-2"-H-4" m, 2H), 3.07 (Hp-5" dd, J = 11.5, 10.3 Hz, 1H), 2.70 (H-2"
dd, J=9.2, 7.5 Hz, 1H); RMN-""C (125 MHz, CH30H-dy) § 163.6 (C-7), 161.7(C-2), 156.8
(C-4), 156.7 (C-8a), 155.7 (C-5), 145.7 (C-4"), 144.1 (C-3"), 131.5 (C-1'), 120.0 (C-6"),
114.9 (C-2"), 114.3 (C-5"), 111.8 (C-3), 104.2 (C-1"), 104.2 (C-4a), 99.9 (C-1"), 99.2 (C-6),
94.9 (C-8), 76.4 (C-3"), 76.2 (C-3"), 75.9 (C-5"), 73.6 (C-2"), 73.2 (C-2"), 69.8 (C-4"),
69.7 (C-4"), 69.0 (C-6"), 65.5 (C-5"), 55.2 (MeO-); ESI m/z 595 [M+H]", 463 [M+H-
132]".

Fraccion metanolica 6.4131 g

CCA
F.E.: gel de silice
F.M.: Gradiente de hexano-AcOEt y AcOEt -CH;0H

|

FI-F5 | F6(74 mg) F7 | F8(106mg) | F9 | F10(132mg) | F11-F14 | F16(58mg) F17
Purificacio e Recristalizacio CH;0H P
chlﬁig(;‘ig?‘ln(m:%) ?;l}f(l;‘;clon con ecristalzacionen CHs Separaciéon porCLAE

Compuesto 5
(72 mg) Com
puesto1l5 Compuesto 16
Compuesto8 F6-M (52 mg) Compuesto 7 F8-M (40 mg) (16 mg) (15 mg)
(18 mg) (61 mg)
CCA Separacion por CLAE

F.E.: Sephadex LH-20
F.M.: CH,CL-CH;0H (5:95)

l l i Compuesto 13

F6-M-1-F6-M-5 F6-M-6 F6-M-7—F6-M-8 (16 mg)

Compuesto 14
(9 mg)

Figura 8. Obtencion de estandares a partir de la corteza de E. caribaeum.
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3.4 Establecimiento del perfil cromatografico por CCD del extracto acuso de
Exostema caribaeum

El extracto acuoso se analizO mediante una cromatografia en capa delgada
utilizando como fase movil una mezcla de CHCl;—CH3;OH (80:20) y 0.2 ml de HOAc. El
cromatograma se compard contra estdndares conocidos de productos obtenidos durante el
estudio quimico (compuestos 5, 7, 8, 13, 14, 15, y 16). Las muestras fueron disueltas en

mezclas de CH;0OH-ACN.

3.5 Establecimiento del perfil cromatografico por CLUE del extracto acuoso de
Exostema caribaeum

El establecimiento del perfil cromatografico y la identificacion de los componentes
mayoritarios presentes en el extracto acuso de E. caribaeum se realizo por CLUE utilizando
la columna BEH Shield RP18. Como sistema de elucion se utilizd un gradiente de
acetonitrilo-agua (Tabla 4). El flujo fue de 0.4 mL/min, y la temperatura de la columna de
35 °C. Los compuestos se detectaron a las longitudes de onda (A) de 327 nm y 248 nm. Una
vez filtradas las muestras (compuestos o extractos), se inyectaron 10 pL de la solucion en
todos los casos. La identificacion de los compuestos en el cromatograma se llevd a cabo
con base en el tiempo de retencion y el enriquecimiento con cada uno de los compuestos
aislados de E. caribaeum y una muestra autentica de acido clorogénico (11) (Sigma
Aldrich, St. Louis Missouri, Missouri, EE.UU.). Para tal fin 1 mg de los compuestos 5, 7 'y
8 se disolvieron en 2 mL de ACN-H,O (1:1); 1 mg de los compuestos 11, 13, 14, 15, y 16
se disolvieron en 2 mL de H,O; y se procesaron de la misma forma descrita en las lineas

anteriores.

Tabla 4. Gradiente de elucion utilizado en el analisis cromatografico por CLUE para el establecimiento del
perfil cromatografico de E. caribaem

Tiempo % Acetonitrilo % H,0 (0.1% Ac. férmico)
0 16 84
5 16 84
7 30 70
10 30 70
10.5 16 84
12 16 84
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3.6. Validacion del método analitico para la cuantificacion de los componentes
del extracto acuoso de Exostema caribaeum

La validacion del método analitico desarrollado se realizd con bases en, los
lineamientos establecidos por las normas de Armonizacion Tripartita referentes a la
Validacién de Métodos Analiticos [ICH Q2 (R1), 2005] y por la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A. C.

(2002).

3.6.1 Preparacion de la solucion de referencia de los estdndares

Cada uno de los estandares (5 mg) se disolvieron en 5 mL de H,O (1 mg/mL). En el
caso de 13 fue necesario someter la muestra a un proceso de sonicacion durante 15 minutos.

Todas las soluciones se filtraron a través de membranas de nylon.

3.6.2 Preparacion de la matriz de trabajo

El extracto acuoso se prepard bajo las condiciones descritas en el inciso 3.3.1. Este
extracto (6 mg) se disolvio en 5 mL de H,O (1.2 mg/mL). La solucion resultante se filtro a

través de membranas de nylon.

3.6.3 Selectividad

La evaluacion de la selectividad del método se realizd mediante el registro de los
espectros de UV de las muestras de cada uno de los estandares: compuestos 11, 13, 14 y 16,
la matriz de trabajo (extracto acuoso) y la matriz enriquecida con los estandares. Las
muestras correspondientes a los estandares se analizaron a la concentracion de 100 pg/mL;
la de la matriz de trabajo a una concentracion de 1.2 mg/mL; por ultimo, para medir los
espectros de la matriz de trabajo enriquecida con cada estdndar, la muestra se prepard

anadiendo a una solucion de 600 pg/mL de la matriz 50 pg de cada estandar.

3.6.4 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determind construyendo una curva de calibracion para
cada estandar con cinco niveles de concentracidon en el rango que se indica en la Tabla 5.

Para la construccion de la curva de cada estandar se trabajo con una solucion de referencia
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Tabla 5. Rango de concentracion para la determinacién de la linealidad

Estandar Rango de linealidad (png/mL)
11 10-150
13 50-350
14 10-150
16 10-300

El 4rea bajo la curva (ABC) correspondiente a cada uno de los picos de cada
estandar se graficd con respecto a la concentracion del estdndar en cada solucion. El calculo
de los parametros estadisticos se realizd mediante un analisis de regresion lineal simple.
Los parametros obtenidos se compararon con los siguientes criterios: b,= 0; by 0; r > 0.99;
¥ > 0.98 y IC(B1) no incluye el cero. Se analizaron seis réplicas por cada nivel de

concentracion.

3.6.5 Linealidad del método y exactitud

La linealidad y exactitud del método se determinaron mediante la adicion de tres
diferentes concentraciones de los estdndares a la matriz de trabajo (Tabla 6). Se evaluaron

seis réplicas por concentracion.

Tabla 6. Rango de concentracion para la evaluacion de la linealidad y exactitud del método

Estandar Rango de concentracién (ug/mL)
11 10-150
13 50-350
14 10-150
16 10-300

Los valores de ABC resultantes se interpolaron en las curvas de calibracion
desarrolladas para evaluar la linealidad del sistema. Los resultados obtenidos
(concentracion adicionada VS concentracion recuperada) fueron analizados para determinar
sus parametros estadisticos (b,= 0, b;= 0, R > 0.99, R% > 0.98 y CVyx < 2%) mediante un

analisis de regresion lineal simple. La exactitud del método se evalué mediante los

siguientes pardmetros estadisticos: promedio aritmético (Y ), desviacion estandar (S),
coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional [IC

(B1)] del porcentaje de recobro.

34



N
8&%’%&%%2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.6.6 Precisién

La repetitividad (repetibilidad) y la precision intermedia se establecieron mediante
el analisis de seis réplicas a una concentracion definida (Tabla 7). El andlisis se efectud en
tres dias diferentes por dos analistas distintos. Los resultados obtenidos se expresan en

términos del coeficiente de variacion (CV).

Tabla 7. Concentracion de los estindares para la evaluacion de la precision

Estandar Concentracion (ug/mL)
11 60
13 150
14 50
16 100

3.6.7 Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC)

La evaluacion de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se realizéd
mediante la construccion de curvas de calibracion con una serie de disoluciones a partir de
la solucion de referencia. Las disoluciones empleadas contenian entre 1 y 5 pg/mL de los
compuestos 11, 14 y 16, y entre 5 y 10 pg/mL del compuesto 13. Se evaluaron tres réplicas
por concentracion y el area bajo la curva (ABC) del pico correspondiente a la referencia se
graficd con respecto a la concentracion en cada solucion. Para el célculo de la ordenada al
origen (by), la pendiente de la recta (b;), el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de
determinacion (r*), se realizo un analisis de regresion lineal simple. Asi, los LD y LC

fueron determinados de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

3.3x8,,

LD —
b, b,

3.6.8 Estabilidad

La estabilidad de los estandares se evalué mediante el analisis del contenido de cada
uno de ellos en muestras preparadas a una concentracion de 100 pg/mL sometidas a

condiciones de refrigeracion y ambientales e hidrolisis acida. Las muestras se analizaron
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por triplicado y las mediciones se obtuvieron a las 12 y 24 horas para el caso de las

condiciones de temperatura.

3.6.9 Optimizacion del tiempo de extraccion

La optimizacion del tiempo de extraccion de los principios activos de la droga cruda
de E. caribaeum se realizo, mediante la preparacion de una serie de infusiones (1.5 g de
planta en 250 mL de H,O a 93 °C) variando el tiempo de extraccion (i.e. 10, 20, 30 y 40
min). Posteriormente, las infusiones se concentraron a sequedad, y se inyectaron en el
cromatografo (10 uL) a una concentracion de 1.2 mg/mL; por cada tiempo de extraccion se

inyectaron seis réplicas; la reproducibilidad de los perfiles se evalu6 con un CV < 2%.

3.6.10 Cuantificacion de los compuestos presentes en el extracto acuoso de
Exostema caribaeum

Seis miligramos de tres extractos preparados de manera independiente, de cada
muestra de E. caribaeum (EC-1 y EC-2) se disolvieron en 5 mL de H,O (1.2 mg/mL). Los
compuestos presentes se cuantificaron registrando su perfil cromatografico utilizando las
condiciones indicadas en la Tabla 4. La concentracion de los compuestos 11, 13, 14 y 16 se
calcul6 por medio de la interpolacion del area bajo la curva (ABC) en las ecuaciones de la
recta, obtenidas a partir de las curvas de calibracion disefiadas en la evaluacion de la
linealidad del sistema. La cuantificacion del compuesto 15 se realizd con la ecuacion
obtenida de la curva disefiada para el compuesto 14. Los compuestos 5 y 7 se cuantificaron
por coelucion, utilizando la ecuacion de la recta disefiada para el compuesto 13 (Suarez, et
al., 2007). Por ultimo, para la cuantificacion del compuesto 8 se interpolo el area bajo la
curva en la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion disefiada para el

compuesto 16.

3.7 Analisis comparativo de los perfiles cromatograficos de Exostema caribaeum,
Hintonia standleyana, H. latiflora y dos muestras comerciales de quina amarilla

Los extractos se prepararon utilizando el procedimiento descrito en el inciso 3.3.1, se
prepararon tres extractos de manera independiente de cada muestra a analizar.

Posteriormente, seis miligramos de cada extracto se disolvieron en 5 mL de H,O (1.2
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mg/mL), se filtraron y finalmente se inyectaron (10 pL) en el cromatografo bajo las

condiciones indicadas en la Tabla 4.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion y caracterizacion de marcadores activos a partir del extracto
acuoso obtenido de la corteza de Exostema caribaeum

La aplicacion de diversos procedimientos cromatograficos permiti6 el aislamiento
de varios glicosidos de 4-fenilcumarinas a partir de la infusiéon de E. caribaeum. Este
preparado se selecciond para su analisis considerando que es el de mayor uso en las
practicas médicas populares de México. La aplicacion conjunta de las cromatografias en
columna abierta (gel de silice y sephadex) y de alta resolucion permiti6 el aislamiento de
5-O-f-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (5), 5-0O-f-D-
glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (7), 5-0O-(6"-acetil-f-D-
galactopiranosil)-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (8), 5-O-f-D-glucopiranosil-
7,3',4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (13), 5-0-(6"-acetil--D-glucopiranosil)-7,3',4'-
trihidroxi-4-fenilcumarina  (14),  5-O-[S-D-xilopiranosil-(1—6)-S-D-glucopiranosil]-
7,3',4'-trhidroxi-4-fenilcumarina (15) y 5-O-[ f-D-xilopiranosil-(1—6)-4-D-
glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina  (16). Las estructuras y
rendimientos de estos productos se indican en la Tabla 8. De los siete productos aislados,
el 15 es un producto natural nuevo, en tanto que 13, 14 y 16 se describen por vez primera
en E. caribaeum; previamente estos compuestos se habian aislado de las cortezas de
Exostema mexicanum, Hintonia latiflora y Coutarea hexandra (Aquino, et al., 1988;
Mata, et al., 1992; Guerrero-Analco, et al., 2005; Froelich, et al., 2006). En general todos
los compuestos se caracterizaron por métodos espectroscopicos y espectrométricos,
comparando la informacidn obtenida en los diferentes espectros generados en el presente

estudio (ANEXO 1) con las descritas previamente en la literatura.
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Tabla 8. Metabolitos secundarios aislados del extracto acuoso de la corteza de E. caribaeum

Compuesto aislado Fracciony
rendimiento

Fuente anterior y Referencia

1. Corteza de E. caribaeum (Mata et
al., 1987).

2. Hojas de Exostema mexicanum
(Froelich, et al., 2006).

o F10 3. Corteza de Hintonia latiflora
. (72 mg) (Guerrero-Analco, et al., 2007).
4. Hojas de Hintonia latiflora
(Cristians, et al., 2009).
5-O-f-D-Galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (5)
1. Corteza de E. caribaeum (Mata et
al., 1988
2. Corteza de E. mexicanum (Mata, et
F8 al., 1990).
(61 mg) 2. Coutarea hexandra (Aquino et al.,
1988).
3. Corteza de Hintonia latiflora
(Guerrero-Analco, et al., 2005;
5-0-f-D-Glucopiranosil-7-metoxi-3',4'- Argotte-Ramos et al., 2006).
dihidroxi-4-fenilcumarina (7) 4. Hojas de Hintonia latiflora
(Cristians, et al., 2009).
F6 1. Corteza de E. caribaeum (Mata, et
. (18 mg) al., 1988).
5-O-(6"-Acetil-S-D-galactopiranosil)-7-
metoxy-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (8)
1. Coutarea hexandra (Aquino, et
al., 1988).
2. Hojas de Exostema mexicanum
F8-M (Froelich, et al., 2006).
(16 mg) 3. Corteza de Hintonia latiflora

5-O-f-D-Glucopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-
fenilcumarina (13)

(Guerrero-Analco, et al., 2007).
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Tabla 8. Metabolitos secundarios aislados del extracto acuoso de la corteza de E. caribaeum (Cont.)

Compuesto aislado Fracciéony Referencia
rendimiento

F6-M-6 1. Corteza de Hintonia latiflora
(9 mg) (Mata et al., 1992).
5-0-(6"-Acetil-f-D-glucopiranosil-7,3',4'-
trihidroxi-4-fenilcumarina (14)
Fl16
(16 mg)

5-O-[p-D-Xilopiranosil-(1—6)-5-D-
glucopiranosil]-7,3',4'-trhidroxi-4-
fenilcumarina (15)

1. Coutarea hexandra (Aquino, et
Fl16 al., 1983).
(15 mg) 2. Corteza de Hintonia latiflora
(Guerrero-Analco, et al., 2005).

5-O-[ p-D-Xilopiranosil-(1—6)-f-D-
glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (16)

Los valores de las constantes espectroscopicas y espectrométricas utilizadas para
la caracterizacion de 15 se resumen en el Tabla 9, su formula molecular se establecié por
ESI modo positivo como C,cH,30;5. Los fragmentos de masa principales se apreciaron en
una relacion de masa carga 581 [M+H]" y 449 [M+H-132]". El espectro en el IR fue muy
similar al de los otros compuestos asilados, presentando bandas de absorcion para grupos
hidroxilo (3279 cm™), carbonilo de o-pirona (1685 cm™) y aromaticidad (~1600 y ~ 1400

cm™). Los espectros de RMN fueron semejantes al del producto 16 (Figura 9), difiriendo
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tan solo en la ausencia de las sefiales para el grupo metoxilo en la posicion C-7. Asi, el
espectro de RMN-"*C (Figura 10) present6 26 sefiales de la cuales 11 corresponden a una
unidad disacérida y 15 corresponden al nicleo de una 4-fenilcumarina tetra sustituida por
grupos hidroxilos en las posiciones C-7, C-3' y C-4' y la unidad disacarida en C-5. Las
asignaciones de los distintos carbonos se presentan en la Tabla 9. La presencia de la
unidad disacarida en la posicion C-5 se confirmé al analizar el espectro de RMN-"H en el
cual las senales de los hidrogenos anoméricos se observaron como dos dobletes
diamagnéticamente desplazados en 6y 4.73 [ (d, J=7.5 Hz, 1H, H-1")] y 6y 4.31 ((d, J =
7.4 Hz, 1H, H-1""). Asi mismo, los valores de las constantes de acoplamiento permitieron
inferir las orientaciones axial de estos hidrogenos, por consiguiente las uniones
glicosidicas se establecen a través de los hidroxilos B orientados. El espectro de RMN-'H
presenta también tres conjuntos de senales en la region aromadtica: la primera,
correspondiente a dos hidrégenos meta-relacionados (sistema AB) asignables a H-6 [0y
6.64 (d, J = 1.8 Hz, 1H)] y H-8 [0y 6.47 (d, J = 1.8 Hz, 1H)] del anillo B de la 4-
fenilcumarina; el segundo grupo corresponde a un sistema ABC atribuible a los
hidrogenos del anillo C de la 4-fenilcumarina en oy 6.80 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-2"), oy
6.80 (d, J =8 Hz, 1H, H-5") y oy 6.71 (dd, J = 7.8, 2.2 Hz, 1H, H-6"); por tltimo en oy

5.86 se observa el singulete diagnostico de H-3.

Los cuadros de conectividad observados en los espectros de correlacion
homonuclear (COSY, Figura 11) y los desplazamiento quimicos observados en el
espectro de RMN-"C para el disacarido unido a C-5 permitieron identificar a la glucosa y
xilosa como sus carbohidratos componentes (Guerrero-Analco, et al., 2005; Cristians, et
al., 2009). Las sefiales de la glucosa se apreciaron en oy 4.73 (H-1" d, J = 7.5 Hz, 1H),
4.05 (Hy-6" da, J = 10.8 Hz, 1H), 3.73 (Hp-6" dd, J = 11.3, 6.5 Hz, 1H), 3.5 (H-5" m,
1H), 3.26 (H-3", 1H), 3.21 (H-4" m, 1H), 2.71 (H-2" dd, J = 8.6, 7.4 Hz, 1H); estas
sefales correlacionan en el espectro HSQC con las presentes en d¢ 100.2 (C-1"), 76.4 (C-
5"), 76.1 (C-3"), 73.3 (C-2"), 69.6 (C-4"), 68.2 (C6"), respectivamente. Las de la xilosa
[6n4.31 (H-1"d,J="7.4 Hz, 1H), 3.82 (H,-5" dd, J=11.5, 5.3 Hz, 1H), 3.46 (H-4" ddd,
J=10.1, 9.9, 5.3 Hz, 1H), 3.26 (H-3", 1H), 3.21 (H-2"' m, 1H), 3.08 (Hg-5" dd, J =
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11.5, 10.3 Hz, 1H) correlacionaron en el espectro HSQC con las sefales en 6¢ 103.8 (C-
1™), 76.2 (C-3"), 73.7 (C-2™), 69.8 (C-4™), 65.5 (C-5"). La pérdida de 132 uma a partir del

ion seudomolecular permiti6 establecer que la xilosa es el azicar externo. Las

correlaciones observadas en el espectro HMBC indicaron que la glucosa se une

directamente a C-5 a través de un enlace O-f-glicosidico [C-5 (&¢ 156.0) y H-1" (0n

4.73) y launiéon 1—6 entre la xilosa y la glucosa de igual manera se establecid con base

en las correlaciones observadas [C-6" (d¢ 69.8) y H-1" (0 4.31)]. La naturaleza D de

ambos azucares se considerd con base en consideraciones de tipo biogenético.

Tabla 9. Datos de RMN-"C (100 MHz) y '"H (500 MHz) en CH;OH-d, del compuesto 15.

Posicién 5 C 3 H (J en Hz)
2 161.9
3 111.0 5.86 (s)
4a 103.1
4 157.0
5 156.0
6 99.4 6.64 (d, 1.8)
7 162.2
8 973 6.47 (d, 1.8)
8a 156.8
1' 131.6
2 114.9 6.80 (d, 1.8)
3 144.2
4' 145.6
5 114.3 6.80 (d, 8)
6' 119.7 6.71(dd, 7.8,2.2)
" 100.2 473 (d, 7.5)
2" 73.3 2.71 (dd, 8.6, 7.4).
3" 76.1 3.26
4" 69.6 321 m
5" 76.4 35m
6" 68.2 4.05 (da, 10.9)
3.73 (dd, 11. 3, 6.5)
1" 103.8 4.31(d,7.4)
2" 73.7 321 m
3™ 76.2 3.26
4™ 69.8 3.46 (ddd, 10.1, 9.9, 5.3)
5" 65.5 3.82(dd, 11.5,5.3)

3.08 (dd, 11.5, 10.3)
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Figura 9. Espectro de RMN-"H del compuesto 15 (CH;OH-d4 ,500 MHz).
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Figura 10. Espectro de RMN-"*C del compuesto 15 (CH;OH-d,, 125 MHz).
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Figura 11. Vista parcial del espectro COSY del compuesto 15.

4.2 Establecimiento de los perfiles cromatograficos

Una vez obtenidos los estdndares se procedio al establecimiento de los perfiles
cromatograficos de utilidad para los ensayos de identidad y composicion de la droga
cruda. Para el establecimiento de estos perfiles se pueden utilizar varias técnicas
analiticas, tanto cromatograficas (CLAE, CCF, CG-MS) como espectroscopicas (RMN),
siendo la Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia (CLUE) una de las mas
utilizadas debido a su sensibilidad, reproducibilidad y a la posibilidad de utilizar una gran
variedad de soportes cromatograficos, mismos que permiten la resolucion de mezclas
muy complejas, de los extractos de las drogas crudas (Gong, et al., 2003). La
cromatografia en capa delgada es también utilizada para las pruebas de identidad debido

a que es un procedimiento econémico y facil de implementar (Liang, et al., 2004).

4.2.1 Perfil cromatografico por CCD del extracto acuoso de Exostema
caribaeum

El extracto acuoso integro se analiz6 por CCD utilizando cromatofolios de
aluminio cubiertos de gel de silice. Para tal fin se ensayaron diferentes sistemas de

elucion y la mejor mezcla resultdé ser CHCl;—CH3;0H (80:20) y 0.2 ml de HOAc. La

placa se visualizd con una ldmpara de UV (A = 254 nm) y se revel6 con una solucion de
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sulfato cérico. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12. En la placa se puede
observar que los productos mayoritarios corresponden a las 4-fenilcumarinas 5, 7, 8, 13-
16. Estos resultados se corroboraron al realizar las coeluciones de los compuestos con el

extracto.

a) b)
Figura 12. Perfil cromatografico por CCD (gel de silice) del extracto acuoso y compuestos aislados,
utilizando CHCl;—CH;0H (80:20) y 0.2 mL AcOH como fase moévil. a) Placa visualizada con una lampara
de UV A =254, b) Placa revelada con sulfato cérico.

4.2.2 Perfil cromatografico por CLUE del extracto acuoso de Exostema
caribaeum

Para el desarrollo del perfil cromatografico adecuado fue necesario establecer la
fase estacionaria, temperatura de la columna, composicion de la fase movil, el gradiente
de elucion y la longitud de onda (A) adecuadas, de tal forma que la separacion

cromatografica resultante fuese de buena calidad.
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Como fase estacionaria se seleccion6 una columna de fase reversa considerando el
hecho de que la mayoria de los reportes descritos para separacion y purificacion de 4-
fenilcumarinas refieren el uso de este tipo de columnas (Mata, et al., 2008). El modo de
elucion que mejor funciond fue el de gradiente de tipo lineal; asi se ensayaron diferentes
mezclas de disolventes (CH;0H-H,O y ACN-H,0) y gradientes de elucion. La fase
moévil compuesta por H;O y ACN funcion6 mejor ya que permitidé una buena separacion
de los picos de interés. La adicion de distintos acidos orgéanicos a la fase mévil mejor6 la
resolucion asi como la forma de los picos; se ensayaron distintas concentraciones de
acido foérmico (0.1-0.5%) y trifluoroacético (0.1-0.05%), mismas que se adicionaron al
agua obteniéndose mejores resultados con acido formico en una concentracion de 0.1 %.
De igual forma, la velocidad de flujo se establecié por ensayo y error, analizando los

rangos entre 0.2 a 0.5 mL/min; la mejor velocidad fue la 0.4 mL/min.

El mejor gradiente de elucion resultd ser el siguiente: ACN- H,O [0-5 min,
(16:84-16:84); 5-7 min, (16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70—
16:84); 10.5-12 min, (16:84—16:84)] que incluye el acondicionamiento de la columna. La
temperatura de la columna se estableci6 a 35 °C porque de igual manera contribuy6 al
mejoramiento de la resolucion y formas de los picos. Las longitudes de onda utilizadas
fueron de 327 nm para 4-fenilcumarinas (Mata, et al., 2008) y 248 para el acido

clorogénico (11).

Se identificaron en el perfil cromatografico los componentes del extracto acuoso
mediante la técnica de coelucion con los compuestos aislados y caracterizados en este
estudio (Tabla 8). Los resultados obtenidos permitieron identificar al compuesto 5-O-4-
D-galactopiranosil-3',4'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (5) como mayoritario. De
manera adicional se corrobor6 la presencia del acido clorogénico (11) en la corteza. El

cromatograma obtenido se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Perfil cromatografico por CLUE del extracto acuoso de E. caribaeum. Columna BEH Shield
RP18 (1.7 pm, 2.1 X100 mm). Fase mévil, CH;CN-H,O (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84—16:84); 5-7
min, (16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70-16:84); 10.5-12 min, (16:84-16:84)]. A
=327 nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min. Tiempos de retencién [11 (tg = 1.45 min); 15 (tg = 1.61 min);
13 (tg = 2.12 min); 16 (tg = 2.76 min); 5 (tg = 3.74 min); 7 (tg = 3.80 min); 14 (tg = 5.85 min); 8 (tg = 8.25
min)].

4.3. Validacion del método analitico

Una vez establecidos los perfiles cromatograficos se procedié a la validacion de
un método analitico para la cuantificacion simultanea de 4-fenilcumarinas y de acido
clorogénico (11) presentes en dos muestras de E. caribaeum (EC-1 y EC-2). En el
presente estudio, los parametros de calidad fueron evaluados de acuerdo a las Guias de
Validacion publicadas por la FDA (ICH Q2 (R1), 2005) y por la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A. C.
(2002). La seleccion de estandares para la validacion del método se realizoé considerando

la solubilidad de los compuestos y la resoluciéon observada en el cromatograma. Se
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realizaron pruebas de solubilidad en agua de todos los compuestos aislados, los
compuestos 5, 7 y 8 son insolubles o parcialmente solubles, mientras que 11, 13, 14, 15y
16 son totalmente solubles en agua. Con base en estas consideraciones y la pureza los
compuestos 11, 13, 14 y 16 fueron seleccionados como estandares. Todos los analisis del
acido clorogénico (11) se realizaron a 248 nm (ANEXO 2) y los de las 4-fenilcularinas a

327 nm.

4.3.1 Selectividad

Un método es selectivo cuando la respuesta analitica que se genera a través de su
aplicacion se relaciona tinicamente con el analito de interés y no con otros componentes
presentes en una muestra de analisis (Chow, et al., 2004; ICH Q2(R1), 2005; WHO,
2007). La selectividad se evalu6 mediante el registro de los espectros de UV de las
muestras de cada uno de los estandares (compuestos 11, 13, 14 y 16), la matriz de trabajo

(extractos acuosos) y la matriz enriquecida con los estandares.

Los resultados obtenidos (Figuras 14-17) permiten establecer que los maximos de
absorcion de los espectros obtenidos al 50% y 100% de altura de cada pico son los
mismos, garantizando la pureza del pico en todas las muestras; la adicion del estandar a la
matriz de trabajo, produjo un incremento en la respuesta analitica de igual manera sin
modificar los maximos de absorcion. Estos resultados nos indican que la respuesta
analitica observada se debe Unicamente a la presencia de 4-fenilcurmarinas y acido

clorogénico (11).
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Figura 14. Espectros de UV del estandar 11 en tres diferentes muestras. a) Matriz (1.2 mg/mL); b)
Estandar (100 pg/mL); ¢) Matriz (600 ug/mL ) + Estandar (50 pg/mL).
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Figura 15. Espectros de UV del estandar 13 en tres diferentes muestras. a) Matriz (1.2 mg/mL); b)
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Figura 16. Espectros de UV del estandar 14 en tres diferentes muestras.
Estandar (100 pg/mL); ¢) Matriz (600 pg/mL ) + Estandar (50 pg/mL).
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Figura 17. Espectros de UV del estandar 16 en tres diferentes muestras. a) Matriz (1.2 mg/mL); b)

Estandar (100 pg/mL); ¢) Matriz (600 pg/mL ) + Estandar (50 pg/mL).
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4.3.2 Linealidad del sistema

Un sistema es lineal cuando las respuestas analiticas que se derivan del mismo, en
un rango de concentraciones establecidas, son directamente proporcionales a la
concentracion de analito en la muestra (Chow, et al., 2004; ICH Q2 (R1), 2005; WHO,
2007). La linealidad del sistema se determin6 construyendo una curva de calibracioén para
cada estandar con cinco niveles de concentracion. Los compuestos utilizados como
referencia durante el desarrollo del método analitico tienen una pureza mayor al 95 % de
acuerdo con los andlisis cromatograficos y espectroscopicos correspondientes. Los
resultados de las curvas de calibracion se resumen en la Tabla 10 y en las Figuras 18-21.
El ajuste de los datos se realizd mediante un andlisis de regresion lineal simple,
permitiendo establecer la linealidad del sistema cromatografico en el intervalo de
concentraciones analizadas. Los parametros estadisticos calculados para evaluar la

linealidad del sistema se resumen en la Tabla 11.

Para evaluar si las ecuaciones de regresion obtenidas describen satisfactoriamente
la relacion entre la concentracion y la respuesta analitica, se realizo un analisis de
variancia de la regresion lineal. El resultado de tal andlisis indicé que los estadisticos de
Fisher (F) calculados [11 (6185.27); 13 (4030.69); 14 (21867.71); 16 (153354.85)] son
distintos del critico [F o5 (1,28) = 4.19]. Entonces, la variacion en la respuesta analitica se
encuentra explicada por el modelo propuesto, que es lineal en el intervalo de

concentraciones ensayadas.
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Tabla 10. Resultados experimentales de las curvas de calibracion de los compuestos 11, 13,14 y 16

Réplica 11 13 14 16
pg/mL ABC pg/mL ABC pg/mL ABC pg/mL ABC

1 150 8737754 350 16042251 150 6113153 300 8338483
2 150 9113972 350 15928779 150 6079003 300 8300755
3 150 8654635 350 15067798 150 6073189 300 8292430
4 150 8774954 350 16656633 150 6091633 300 8195171
5 150 8800063 350 15466209 150 6129181 300 8172232
6 150 8755361 350 15293968 150 6147292 300 8165160
1 100 6245058 200 9973792 100 4043969 200 5544369
2 100 6528946 200 9956418 100 4047432 200 5552527
3 100 6185760 200 9821866 100 4044343 200 5529470
4 100 6010176 200 10036240 100 4029963 200 5469489
5 100 6281391 200 9915868 100 4010241 200 5467054
6 100 5863437 200 9917072 100 4015126 200 5476987
1 50 3397523 150 7277892 60 2674277 100 2805094
2 50 3469101 150 7289686 60 2664184 100 2776677
3 50 3289915 150 7439622 60 2653667 100 2794079
4 50 3306384 150 7429234 60 2406770 100 2803418
5 50 3346079 150 7369693 60 2405232 100 2765050
6 50 2912787 150 7362702 60 2403345 100 2751090
1 30 1987519 100 5117143 20 780369 50 1371834
2 30 2130647 100 5123180 20 779349 50 1376910
3 30 1955940 100 5170895 20 795204 50 1374611
4 30 1955687 100 5196437 20 810771 50 1353659
5 30 1948893 100 5188448 20 810536 50 1353659
6 30 1766522 100 5198187 20 813110 50 1360662
1 10 685657 50 2576857 10 447295 10 270949

2 10 689370 50 2578490 10 445970 10 282068

3 10 656484 50 2592446 10 444863 10 276925

4 10 668949 50 2616753 10 389274 10 275488

5 10 674161 50 2609384 10 389337 10 275129

6 10 572970 50 2607838 10 388365 10 282241

Tabla 11. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del sistema de los compuestos 11, 13, 14 y
16

Estadistico 11 13 14 16
(by) 58100.60546 43609.6335 40568.9075 27481.84732
(bo) 228028.662 747088.3239 18862.3837 7413.72038
(R) 0.9977 0.9965 0.9993 0.9999
(R% 0.9955 0.9931 0.9987 0.9998
[Ic)] 56587.6 —59613.6 42202.9 —45016.4 40007.1 —41130.8 27338.1 —27625.6
to.o75.28 2.048 2.048 2.048 2.048
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Figura 18. Grafica de evaluacion de la linealidad del sistema del compuesto 11.
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Figura 19. Gréafica de evaluacion de la linealidad del sistema del compuesto 13.
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Figura 20. Gréafica de evaluacion de la linealidad del sistema del compuesto 14.

9000000 -
8000000 - L
7000000 - L
6000000 - L

5000000 - T

4000000 -

Area (UV*sec)

3000000 - P

2000000 - e y=27482x + 7413.7
P 2=0.9998
1000000 - -

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracion (pg/mL)

Figura 21. Grafica de evaluacion de la linealidad del sistema del compuesto 16.
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4.3.3 Linealidad del método y exactitud

La linealidad del método se evalu6 con las curvas de calibracion construidas a
partir de diferentes concentraciones de los estandares que se adicionaron a la matriz de
trabajo. En el caso de 11 y 14, las concentraciones se encontraban en un intervalo entre
10 y 150 pg/mL; para 13 en un intervalo de 50 y 350 pug/mL y finalmente para 16 en un
intervalo de 10 y 300 pug/mL. En las Tablas 12-15 se muestran los resultados obtenidos
para evaluar la exactitud del método, el ajuste de datos se realizd mediante regresion
lineal simple. Las Figuras 22-25 corresponden a las graficas de linealidad del método y

los parametros estadisticos calculados se presentan en la Tabla 16.

Los resultados obtenidos permiten determinar que el método analitico es lineal,
puesto que cumple con los criterios de aceptacion establecidos en las guias normativas

seleccionadas para este estudio (ICH Q2 (R1), 2005).

La exactitud del método se define como la concordancia entre el valor de la
concentracion del analito en la matriz enriquecida obtenido experimentalmente y el valor
de referencia. Este pardmetro de calidad se determin6 mediante el analisis de los
porcentajes de recobro indicados en las Tablas 12-15. Los resultados obtenidos para
todos los compuestos (11, 13, 14 y 16) se encuentran dentro de los limites establecidos
por las guias de la ICH para métodos cromatograficos (98-102%) por lo que el método es

exacto para el intervalo de concentraciones ensayadas.
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Tabla 12. Resultados experimentales de la curva de calibracion del compuesto 11 para evaluar la
linealidad y exactitud del método

Solucién Cantidad adicionada Area pcV*sec Cantidad recuperada % Recobro
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 150 8963595 150.35 100.23
2 150 9060876 152.03 101.35
3 150 9029676 151.49 100.99
4 150 8987839 150.77 100.51
5 150 8887322 149.04 99.36
6 150 8905249 149.35 99.56
7 50 3130722 49.96 99.92
8 50 3098820 49.41 98.82
9 50 3106060 49.53 99.07
10 50 3162486 50.51 101.01
11 50 3183097 50.86 101.72
12 50 3134527 50.02 100.05
13 10 810357 10.02 100.23
14 10 800013 9.84 98.45
15 10 807798 9.98 99.79
16 10 802753 9.89 98.92
17 10 808991 10.00 100.00
18 10 806664 9.95 99.59
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Figura 22. Grafica de la evaluacion de la linealidad del método del compuesto 11.
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Tabla 13. Resultados experimentales de la curva de calibracion del compuesto 13 para evaluar la
linealidad y exactitud del método

Solucion Cantidad adicionada Area pcV*sec Cantidad recuperada % Recobro
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 350 16211386 354.60 101.32
2 350 15897651 347.41 99.26
3 350 15794325 345.04 98.58
4 350 15819077 345.60 98.75
5 350 15807834 345.35 98.67
6 350 16005263 349.88 99.97
7 150 7308262 150.45 100.30
8 150 7185404 147.63 98.42
9 150 7359730 151.63 101.09
10 150 7317320 150.65 100.44
11 150 7285758 149.94 99.96
12 150 7250872 149.14 99.42
13 50 2967386 5091 101.83
14 50 2945463 50.41 100.82
15 50 2936785 50.21 100.42
16 50 2932804 50.12 100.24
17 50 2916652 49.75 99.50
18 50 2925654 49.96 99.91
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Figura 23. Grafica de la evaluacion de la linealidad del método del compuesto 13.
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Tabla 14. Resultados experimentales de la curva de calibracion del compuesto 14 para evaluar la

linealidad y exactitud del método

Solucion Cantidad adicionada Area pcV*sec Cantidad recuperada % Recuperado
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 150 5998176 147.39 98.26
2 150 6144097 150.98 100.66
3 150 6210286 152.61 101.74
4 150 6163385 151.46 100.97
5 150 6186258 152.02 101.35
6 150 6166872 151.54 101.03
7 60 2408773 5891 98.18
8 60 2493893 61.01 101.68
9 60 2441436 59.71 99.52
10 60 2499687 61.15 101.92
11 60 2421762 59.23 98.72
12 60 2472858 60.49 100.82
13 10 419972 9.89 98.87
14 10 423704 9.98 99.79
15 10 431711 10.18 101.76
16 10 425485 10.02 100.23
17 10 432553 10.20 101.97
18 10 431136 10.16 101.62
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Figura 24. Gréafica de la evaluacion de la linealidad del método del compuesto 14.
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Tabla 15. Resultados experimentales de la curva de calibracién del compuesto 16 para evaluar la
linealidad y exactitud del método

Solucion Cantidad adicionada Area pcV*sec Cantidad recuperada % Recobro
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 300 8255783 300.14 100.05
2 300 8133236 295.68 98.56
3 300 8376753 304.54 101.51
4 300 8152374 296.37 98.79
5 300 8328437 302.78 100.93
6 300 8408673 305.70 101.90
7 100 2784611 101.06 101.06
8 100 2718337 98.64 98.64
9 100 2754940 99.98 99.98
10 100 2744671 99.60 99.60
11 100 2768937 100.48 100.48
12 100 2773175 100.64 100.64
13 10 282733 10.02 100.18
14 10 287437 10.19 101.89
15 10 279405 9.90 98.97
16 10 279098 9.89 98.86
17 10 280703 9.94 99.44
18 10 281317 9.97 99.67
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Figura 25. Grafica de la evaluacion de la linealidad del método del compuesto 16.
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Tabla 16. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del método

Estadistico 11 13 14 16
(by) 1.0041 0.9922 1.0071 1.0032
(bo) -0.1175 0.7997 -0.1331 -0.1325
(R) 0.9999 0.9998 0.9998 0.9998
(R?) 0.9999 0.9997 0.9996 0.9997

[1IC(BY)] 0.9979 - 1.0102  0.9832-1.0012  0.9969 —1.0172  0.9905 — 1.0159

[IC(Bo)]  -0.7400—0.5051  -1.4463—3.0456 -1.1843-09180  -2.6544 — 23893
toors, 16 2.12 2.12 2.12 2.12
CVy 0.9 % 1.06 % 1.4 % 1.6 %

4.3.4 Precisién

La precision de un sistema o método analitico se refiere a la concordancia entre
las respuestas analiticas individuales, que resultan de varias estimaciones de la
concentracion de un analito en una misma solucion homogénea, bajo las mismas
condiciones de analisis. La precision se debe calcular considerando la dispersion de los
datos individuales con respecto a la media y se expresa como desviacion estandar relativa

(DER) o coeficiente de variacion (CV).

La precision se determind en términos de repetitividad y precision intermedia. La
repetitividad es la medida de la precision bajo las mismas condiciones de anélisis,
evaluada por un solo analista y durante un intervalo corto de tiempo. La precision
intermedia expresa las variaciones de la respuesta analitica debido a las diferencias de
analistas, equipos o dias de analisis (Chow, et al., 2004; ICH Q2 (R1), 2005, WHO,
2007).

La repetitividad (repetibilidad) y la precision intermedia se establecieron mediante
el analisis de seis réplicas a una concentracion definida. El analisis se efectud en tres dias
diferentes por dos analistas distintos. Los resultados obtenidos (Tabla 17) se expresan en

términos del coeficiente de variacion (CV).
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Tabla 17. Evaluacion de la precision

Analito Concentracion (ug/mL) Repetitividad (%6CV) Precision intermedia (%CV)

11 50 0.63 1.20
13 150 0.36 0.62
14 60 0.63 1.46
16 100 1.86 1.91

El coeficiente de variacion (CV) calculados para este andlisis no exceden el 2%
(criterio de aceptacion: CV < 2%) con lo que se concluye que el método analitico es

preciso.

4.3.5 Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion

El limite de deteccion (LD) de un método se refiere a la concentracion minima de
analito en una muestra, que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. El
limite de cuantificacion (LC) se define como la concentracion minima del analito, que
puede ser determinada con precision y exactitud aceptables (Chow, et al., 2004; ICH Q2
(RT), 2005; WHO, 2007). Ambos limites (LD y LC) se determinaron a partir de curvas
de calibracion con tres niveles de concentraciones comprendidas entre un rango de 1 y 5
pg/mL de los compuestos 11, 14 y 16, y entre 5 y 10 ug/mL del compuesto 13. Asi,
realizando el andlisis estadistico de los datos y utilizando las expresiones matematicas
indicadas en el inciso 3.6.7 de la seccion experimental, los valores de LD y LC

calculados se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Limites de Deteccion y Limites de Cuantificacion de los estandares

Analito LD (ug/mL) LC (pg/mL)

11 0.125 0.380
13 0.335 1.015
14 0.076 0.231
16 0.029 0.089
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4.3.6 Estabilidad

El objetivo de los estudios de estabilidad, es reportar como la concentracion de
una muestra varia con el tiempo, bajo influencia de la temperatura, de almacenaje y

condiciones quimicas. Esta concentracion debe ser constante.

La estabilidad de los estandares se evalu6 mediante el andlisis del contenido de
cada uno en las muestras preparadas a una concentracion de 100 pg/mL, y sometidas a
condiciones de refrigeracion, temperatura ambiente e hidrolisis dcida. Las muestras se
analizaron por triplicado y las mediciones se obtuvieron a las 12 y 24 horas para el caso

de las condiciones de temperatura.

El resultado de la condiciéon de refrigeracion se expresa como la diferencia
absoluta de la media aritmética de la condicion de almacenaje respecto a la media

aritmética del analisis inicial | d; | . Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Estabilidad de los estandares bajo condiciones de temperatura y almacenamiento

Temperatura %]|d| 11 %]|d;| 13 %]|d;| 14 %] d;l 16
12 Hrs. 24 Hrs. 12 Hrs. 24 Hrs. 12 Hrs. 24 Hrs. 12 Hrs. 24 Hrs.
Refrigeracion 0.65 1.29 0.28 0.26 0.12 0.22 0.46 0.18
Ambiente 1.12 6.29 0.5 1.26 0.22 0.38 0.23 0.38

Los resultados obtenidos, asi como, el andlisis de los cromatogramas de cada una
de las muestras analizadas indican que con excepcion de la muestra del estandar 11
(almacenada a temperatura ambiente durante 24 horas), todas son estables al no presentar
descomposicion o degradacion quimica del compuesto marcador debido a que los valores
obtenidos no exceden el recomendado de |di’£ 2%. Todos estandares resultaron ser
suceptibles a las condiciones 4cidas, esto se comprob6 al observar una deformacion de

los picos en los cromatogramas y la reduccién de las areas.
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4.3.7 Optimizacion del tiempo de extraccion

Con la finalidad de establecer el tiempo Optimo de extraccion de los principios
activos, se monitoreo la variacion de su contenido en funcidn del tiempo de extraccion,
aplicando el mismo método de infusion. Los tiempos ensayados fueron 10, 20, 30 y 40
minutos. Los resultados obtenidos permitieron concluir que el tiempo Optimo para la

extraccion de los principios activos es el de 30 minutos (Figura 26).
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Figura 26. Variacion del contenido de principios activos en funcion del tiempo de extraccion.

En las précticas médicas populares se recomienda extraer la corteza molida
durante 30 minutos lo cual coincide con los resultados generados de manera formal en la
presente investigacion. Esta coincidencia corrobora una vez mas que muchas de las
practicas populares se basan en observaciones cuidadosas; probablemente los usuarios
monitorean la coloracion del preparado en funcion del tiempo y asi establecen cual es la
preparacion mas eficaz. Esta especulacion se basa en que fue la principal diferencia fisica

observada en los preparados resultantes de la extraccion a diferentes tiempos.

4.3.8 Cuantificacion simultanea de metabolitos presentes en los extractos
acuosos de Exostema caribaeum

Una vez validado el método analitico se procedio a cuantificar el contenido de

acido clorgénico (11) y de 4-fenilcumarinas en tres extractos preparados de manera
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independiente y bajo las mismas condiciones, de dos muestras de E. caribaeum (EC-1 y
EC-2), el CV de cada pico fue < 2 %. Para la cuantificacion se emplearon la ecuaciones
de las rectas descritas para la linealidad del sistema, [y = 58101x + 228029 (11); y =
43610x + 747088 (13); y = 40569x + 18862 (14), y = 27482x + 7413.7 (16)]. La
cuantificacion del compuesto 15 se realiz6 con la ecuacion obtenida de la curva disefiada
para el compuesto 14. Los compuestos 5 y 7 se cuantificaron por coelucion, utilizando la
ecuacion de la recta disefiada para el compuesto 13 (Suarez, et al., 2007). Por ultimo,
para la cuantificacion del compuesto 8 se interpold el area bajo la curva en la ecuacion de
la recta obtenida de la curva de calibracion disefiada para el compuesto 16. Los resultados

obtenidos se muestran a continuacion en la Tabla 20.

Tabla 20. Cuantificacion de los metabolitos presentes en dos muestras de E. caribaeum (EC-1y EC-2)

Compuesto mg/g
EC-1 EC-2

5+7 359.41 £5.58 350.64 + 5.33
8 27.70 £0.59 25.67 £ 0.47
11 11.46 +£0.29 8.82+0.07
13 100.24 + 1.63 83.88 £1.39
14 4337+ 1.12 35.75 £0.73
15 16.62 +0.35 27.5+£0.78
16 21.09+0.17 28.25+0.27

Las diferencias en el contenido de acido clorogénico (11) y 4-fenilcumarinas en
las dos muestras (EC-1 y EC-2) puede deberse a variaciones ontogénicas, estacionales y
de origen geografico, ya que las muestras fueron recolectadas en diferentes épocas del

afio y en diferentes zonas.

4.4 Analisis comparativo de los perfiles cromatograficos de E. caribaeum,
Hintonia standleyana, H. latiflora y dos muestras comerciales de quina amarilla

Como se mencionod previamente Exostema caribaeum junto con Hintonia
latiflora, y Hintonia standleyana son las especies del “complejo copalchi” que mas se
comercializan en México de manera indistinta al igual que muchas especies medicinales
de otros complejos de plantas. Ademas, como muchas otras especies medicinales en

nuestro pais estas plantas son sujeto de adulteraciones y/o sustituciones. De alli la
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importancia del establecimiento de los perfiles cromatograficos para la identificacion de
cada una de las especies. Por esta razon se compar6 el perfil de E. caribaeum con los
generados para muestras auténticas de Hintonia standleyana, H. latiflora y para dos

muestras comerciales de una corteza llamada quina amarilla.

Para el establecimiento de los perfiles cromatograficos 6 mg de cada extracto se
disolvieron en 5 mL de H,O (1.2 mg/mL) y se analizaron bajo las condiciones indicadas
en la Tabla 4. La reproducibilidad de los extractos se evaluo con el CV del ABC del pico
16, en tres extractos preparados de manera independiente para cada muestra [Hintonia
standleyana (%CV=1.76); Hintonia latiflora (%CV=1.21); quina amarilla 1
(%CV=1.54); quina amarilla 1 (%CV=1.83)]. Los resultados obtenidos (Figuras 27-31)
permiten apreciar que existen diferencias y similitudes quimicas entre estas especies. Asi
por ejemplo, los compuestos 13 y 16 estan presentes en todas las muestras analizadas,
aunque en diferentes proporciones. En cambio los compuestos 8, 11, 14 y 15 solo estan

presentes en E. caribaeum.
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Figura 27. Cromatograma del extracto acuoso de la corteza Exostema caribaeum. Columna BEH Shield
RP18 (1.7 um, 2.1 X100 mm). Fase mévil, CH;CN-H,O (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84—16:84); 5-7
min, (16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70—16:84); 10.5-12 min, (16:84-16:84)]. A
=327 nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min.
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Figura 28. Cromatograma del extracto acuoso de la corteza Hintonia standleyana. Columna BEH Shield
RP18 (1.7 um, 2.7 X100 mm). Fase movil, CH;CN--H,O (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84—16:84); 5-7
min, (16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70—16:84); 10.5-12 min, (16:84-16:84)]. A
=327 nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min.
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Figura 29. Cromatograma del extracto acuoso de la corteza Hintonia latiflora. Columna BEH Shield RP18
(1.7 pm, 2.7 X100 mm). Fase mévil, CH;CN-H,0 (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84-16:84); 5-7 min,
(16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70-16:84); 10.5-12 min, (16:84-16:84)]. A =

327 nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min.
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Figura 30. Cromatograma del extracto acuoso de la corteza quina amarilla 1. Columna BEH Shield RP18
(1.7 um, 2.7 X100 mm). Fase mévil, CH;CN-H,0 (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84—16:84); 5-7 min,
(16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70-16:84); 10.5-12 min, (16:84-16:84)]. A =
327 nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min.
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Figura 31. Cromatograma del extracto acuoso de la corteza quina amarilla 2. Columna BEH Shield RP18
(1.7 pm, 2.7 X100 mm). Fase mévil, CH;CN-H,O (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84-16:84); 5-7 min,
(16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70-16:84); 10.5-12 min, (16:84-16:84)]. A =
327 nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min.
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El estudio quimico realizado sobre la infusion de la corteza de E. caribaeum
permitio la caracterizacion de siete 4-fenilcumarinas: 5-O-f-D-galactopiranosil-7-
metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (5), 5-O-f-D-glucopiranosil-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (7), 5-O-(6"-acetil-£-D-galactopiranosil)-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (8), 5-O-f-D-glucopiranosil-7,3',4'-trihidroxi-4-
fenilcumarina (13), 5-0O-(6"-acetil-f-D-glucopiranosil)-7,3',4'-trihidroxi-4-
fenilcumarina ~ (16),  5-O-[f-D-xilopiranosil-(1—6)-f-D-glucopiranosil]-7,3",4'-
trhidroxi-4-fenilcumarina (15) y 5-O-[ f-D-xilopiranosil-(1—6)--D-glucopiranosil]-
7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (16). Los productos 13, 14 y 16 son
nuevos en la planta y, 15 es un nuevo producto natural. Estos compuestos de tipo 4-
fenilcumarina y el 4cido clorogénico (11) son algunos de principios responsables de
la actividad hipoglucemiante y antihiperglucémica de los copalchis, por lo tanto se
seleccionaron como marcadores activos.

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos del extracto acuoso de E. caribaeum por
CCD y CLUE en los cuales se identifico la presencia de las siete 4-fenilcumarinas
aisladas (5,7, 8, 13, 14, 15 y 16) y del 4cido clorogénico (11). Estos perfiles
constituyen una prueba de identidad para la droga cruda de E. caribaeum, y una
herramienta fundamental su control de calidad.

Se desarrolld y validd un método analitico para cuantificar el contenido de 4-
fenilcumarinas y acido clorogénico en el extracto acuoso de E. caribaeum, este
método fue selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones
evaluadas.

Se compararon los pérfiles cromatograficos de las tres especies dominantes del
“complejo copalchi” taxonomicamente relacionadas, encontrandose diferencias
relevantes entre E. caribaeum y las dos especies de Hintonia. Estos resultados
permitiran evidenciar la sustitucion o adulteracion de las especies de copalchis por
otras. Incluso, estos perfiles permitiran detectar si las dos especies de Hintonia, muy

parecidas entre si y hoy dia muy escasas, se sustituyen por E. caribaeum, o se
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combinan con esta. Evidentemente la mezcla de cortezas puede afectar la eficacia
de las plantas y aunque en muchos casos es deseado, Guerrero Analco y
colaboradores en el 2007 demostraron que la eficacia hipoglucemiante de una
mezcla de cortezas de Hintonia y Exostema o la de un extracto de E. caribaeum es
menor que la de cualquiera de las dos especies de Hintonia.

¢ Los resultados generados sobre la identidad y la composicion de la droga cruda de
E. caribaeum aportan informacion cientifica para el aseguramiento de la calidad,
util en la generacion de su monografia tipo OMS y Farmacopéica para su inclusion

en la tercera edicion de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos

Mexicanos.
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Figura 62. Espectro de IR dela 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-f-p-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (15).
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Figura 63. Perfil cromatografico por CLUE del extracto acuoso de E. caribaeum. Columna BEH Shield RP18
(1.7 pm, 2.1 X100 mm). Fase mévil, CH;CN-H,0 (0.1% Ac. Férmico) [0-5 min, (16:84—16:84); 5-7 min,
(16:84-30:70); 7-10 min, (30:70-30:70); 10-10.5 min, (30:70—16:84); 10.5-12 min, (16:84—16:84)]. A = 248
nm. Velocidad de flujo 0.4 mL/min. Tiempos de retencién [11 (tg = 1.45 min); 15 (tg = 1.61 min); 13 (tg =
2.12 min); 16 (tg = 2.76 min); 5 (tg = 3.74 min);7 (tg = 3.80 min); 14 (tg = 5.85 min); 8 (tg = 8.25 min)].

ANEXO 3

Parametros cromatograficos de los compuestos 11, 13, 14 y 16.

Parametro Compuesto
11 13 14 16
Factor de capacidad (K') 0.86 1.72 2.53 6.47
Factor de coleo (T) 1.04 1.10 0.90 1.10
Numero de platos tedricos (N) 42457 5139.5 11240.8 5057.6
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