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1. Introduccion

Los medicamentos y/o preparados derivados de plantas medicinales han sido

ampliamente utilizados durante las ultimas décadas en diversas partes del mundo, debido a
que las plantas son ampliamente valoradas en la précticas médicas alternativas. El
renacimiento de este tipo de terapias ha sido el resultado de la preferencia de los
consumidores por los productos de origen natural debido a la preocupacién del publico por
los efectos secundarios de la medicina alopatica, y a la continua busqueda de opciones
terapéuticas alternativas para tratar enfermedades cronicas (OMS, 2011).
En este contexto, en los paises en desarrollo, la medicina herbolaria tiene una amplia
tradicion y representa en muchas ocasiones la Unica alternativa para el cuidado primario de
la salud de la poblacion con escasos recursos. Por este motivo es necesario asistir a las
autoridades sanitarias a nivel mundial con informacion actualizada y autorizada sobre las
propiedades benéficas y los posibles efectos de los remedios herbolarios. Esto es
importante, debido a que cada pais cuenta con su propio conjunto de directrices para
evaluar la calidad, la eficacia y la seguridad de estos productos. Por otra parte, es relevante
unificar estas directrices para formular los criterios basicos para la evaluacion de la calidad,
la seguridad y la eficacia de los medicamentos herbolarios y, en consecuencia, ayudar a los
organismos nacionales e internacionales de reglamentacion, a las organizaciones cientificas
y a los fabricantes, para evaluar la documentacion, los informes y los expedientes que se
presenten respecto de dichos productos. Asi, con la finalidad de orientar a sus paises
miembros en la tarea de integrar las monografias de plantas medicinales, la OMS establecio
la informacion cientifica que debe incluir cada documento (OMS, 1999). La mas relevante
se indica a continuacion:

a) Definicion de la droga, especificando los nombres vernéculos y sinonimias de la
planta.

b) Descripcidn botanica detallada, de interés para asegurar la calidad de las drogas
crudas en las etapas de recoleccion, fabricacion y/o comercio.

c) Pruebas generales de control de calidad, que permitan establecer la identidad,
pureza y composicion de cada planta medicinal.



d) Finalmente, debe de incluirse toda la informacion necesaria para establecer los
parametros de eficacia y seguridad, incluyendo formas de dosificacién, contraindicaciones
tales como sensibilidad o alergias, advertencias, carcinogenicidad, teratogenicidad,
reacciones adversas y posologia (OMS, 1999).

Con respecto a los parametros de control de calidad, debera ajustarse la preparacion a cierta
concentracion de constituyentes quimicos (principios activos y/o compuestos marcadores)
con la finalidad de garantizar y validar su eficacia terapéutica, ademas de contener, las
especificaciones del producto terminado, el método de identificacion y cuantificacion del
principio activo y sus perfiles cromatograficos para garantizar la calidad constante del
producto.

Con la elaboracion de las monografias cientificas de plantas medicinales no se plantea
sustituir a los compendios oficiales (farmacopeas y formularios), sino contribuir al
establecimiento de los mismos, al ofrecer a las autoridades pertinentes informacion veraz y
actualizada sobre los mas diversos aspectos de las drogas vegetales. También, éstas
monografias pueden auxiliar en el proceso de regulacion de los productos herbolarios.
Tradicionalmente, éstos se han consumido sin ser sujetos a una regulacion apropiada, y en
muchos casos, su registro como medicamentos se ve impedida por la carencia de
parametros de inocuidad, eficacia y calidad apropiados. Por otro lado, la existencia de las
monografias permitiria regular a nivel global los criterios para el expendio, la fabricacion,
la comercializacion y para evaluar la calidad, la seguridad y la eficacia de las drogas crudas
y sus derivados, mismos que varian sorprendentemente en las distintas regiones del mundo
(OMS, 1993).

En México, a pesar de la gran tradicion en el uso de plantas medicinales existe una carencia
notable de estdndares para realizar el control de calidad de los recursos naturales y sus
preparados. De tal manera que, la importancia del control de calidad y de la estandarizacion
de los productos botanicos es la principal preocupacion para la aceptacion global de éstos
en cualquier sistema moderno de la medicina.

En este marco de referencia el objetivo principal de este trabajo fue desarrollar y validar un
método analitico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) para cuantificar a
la juglalina en la infusion de Hydrangea seemannii L. Riley (Hydrangeaceae). La

informacion generada permitira asistir a las autoridades regulatorias y a los productores con



los criterios de calidad basicos para estandarizar los productos elaborados con esta planta.



2. Antecedentes

2.1 Antecedentes del género Hydrangea (Hydrangeaceae)

El género Hydrangea comprende alrededor de 70-75 especies, e incluye plantas
ornamentales, comunmente conocidas como hortensias. Las especies representativas del
género son nativas del sur y el este de Asia y de América, encontrandose la mayor
diversidad en el continente asiatico principalmente en la Republica Popular de China. La
mayoria son arbustos de entre uno a tres metros de altura, algunas son arboles pequefios y
otras son lianas que pueden alcanzar hasta los 30 metros trepando por los arboles. Pueden
presentar hojas caducas 0 perennes, no obstante las mas ampliamente cultivadas son de
hojas caducas, éstas son especies de climas templados.

De todas las especies del género, Hydrangea macrophylla, es la mas representativa debido
a sus usos en la medicina tradicional para el tratamiento de la malaria, ademas de sus
propiedades como agente antialérgico, hipocolesterolemiante, antidiabético, antifingico y
hepatoprotector (Feng et al., 2010).

Desde el punto de vista quimico, pocas especies del género han sido objeto de estudio. Los
principales metabolitos identificados pertenecen a las categorias de los flavonoides,
estilbenoides, cumarinas y derivados, ftalidas, glucésidos cianogénicos, secoiridoides,
alcaloides del tipo de las quinazolinas, acidos grasos y esteroides (Figura 1; Yagi et al.,
1977; Bate-Smith, 1978; Yoshikawa et al., 1992; Yamahara et al., 1995; Matsuda et al.,
1999; 2008; Ashraf Taha et al., 2003; Fang-Rong et al., 2003; Zhang et al., 2007; 2009;
Feng et al., 2010; Wang et al., 2011).
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2.2 Antecedentes botanicos de Hydrangea seemannii

Hydrangea seemannii L. Riley (Hydrangeaceae) (Figura 2), es una planta nativa de
la Sierra madre de Durango; crece a una altitud de 1800 a 2300 metros en las barrancas y
laderas de dicha Sierra. La especie es una enredadera o pequefio arbusto de hojas verde
oscuro, perennes, grandes y dentadas; con flores brillantes blanco crema y perfumadas en
verano. En el estado de Chihuahua se usa la infusion de la planta para tratar la diabetes
(Bye, 2009). Sin embargo, no existen reportes en la literatura sobre estudios farmacologicos

0 quimicos de la planta.

Figura 2. Hydrangea seemannii L. Riley (Hydrangeaceae).

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, se iniciaron los estudios farmacol6gicos
conducentes a determinar la inocuidad preclinica y el potencial antidiabético de la planta,
encontrandose que tanto el extracto organico como la infusion, administradas por via oral,
en ratones sanos e hiperglucémicos, presentan un efecto hipoglucemiante vy
antihiperglucemiante significativo, este ultimo efecto se relacion6 con una inhibicion sobre
las enzimas a-glucosidasas (Brindis, 2011; Aguilar, 2013).

El estudio de la toxicidad aguda en ratones para el extracto organico [CH,Cl,-MeOH (1:1)]
y la infusion, evidenciaron que ambos extractos no provocan efectos tdxicos agudos
importantes en roedores (DLsgp > 5 g/kg). Estos resultados permitieron establecer que ambos

preparados no son toxicos.



Por otra parte, el estudio quimico de la infusibn mediante diversos métodos
cromatograficos permitio el aislamiento y la caracterizacion de seis metabolitos secundarios
pertenecientes a la categoria de los flavonoides [juglalina, hiperdsido, astragalina,
isoquercetina, trifolina, guajaverina] y tres derivados de &cido aromaticos [acidos
clorogénico, 3,5-di-O-cafeoilquinico y 4,5-di-O-cafeoilquinico] como los principios activos
responsables de las propiedades hipoglucemiantes y anthiperglucémicas demostradas
(Figura 3; Aguilar, 2013).
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Figura 3. Principales metabolitos aislados a partir de la infusion de H. seemannii (Aguilar, 2013).



2.3 Control de calidad de insumos herbolarios

Los insumos de origen vegetal que se utilizan para la fabricacion de medicamentos
y/o sumplementos alimenticios deben identificarse mediante el analisis de sus carateristicas
morfoldgicas, histologicas y quimicas. Para realizar una identificacion adecuada de la
planta o de las partes de la misma (articulo de prueba), las caracteristicas botanicas y
quimicas obtenidas durante su examen se comparan con las caracteristicas de materiales de
referencia autenticados (ARM) o bien estdndares de referencia. En este sentido, los
materiales de referencia autenticados, por la USP, son habitualmente drganos o tejidos
vegetales secos y pulverizados que han sido identificados por taxénomos u otros
especialistas en plantas. Durante el analisis de las materias primas, los ARM, también se
someten a las mismas pruebas de diagnostico botanico y quimico que procedan. Algunas de
las caracteristicas anatomicas diagndsticas que se especifican en una monografia pueden
incluir, entre otras, la presencia de un tejido particular en un érgano; la disposicion y el tipo
de células de un tejido; la presencia y el tipo de canal secretor; la presencia de aceites,
resinas o conductos lacticiferos dentro de un érgano; el nimero de células epiteliales que
rodean un canal secretor; y la presencia y tipo de sustancias ergasticas como son el
almidon, la inulina, los glébulos de grasa, los aceites esenciales, los cristales de oxalato de
calcio, los cistolitos, los compuestos de tipo polifenol, los liquidos u otros materiales que se
producen en el citoplasma, organelos, vacuolas, cavidades o pared celular (Li et al., 2008;
Upton, 2009; Knoss, 2015).

Una vez realizada la identificacion botanica se lleva a cabo la identificacion quimica
para confirmar la autenticidad del insumo herbolario. De manera general, en la
identificacién quimica se emplean procedimientos espectroscopicos y/o cromatograficos
para detectar la presencia de compuestos indicadores o marcadores especificos de la
especie. Para ello, se pueden emplear perfiles espectroscopicos (UV, IR) o cromatograficos
(CLAE, TLC, CG) que permitan realizar la identificacion quimica mediante la comparacion
de las huellas digitales o de sus propiedades fisicas y quimicas con un estandar de
referencia. Los métodos analiticos seleccionados para detectar huellas digitales deben ser
capaces de detectar el mayor nimero de componentes posibles. En ocasiones, resulta



favorable el empleo de una combinacion de métodos analiticos con diferentes principios de
separacion y condiciones de analisis (Li et al., 2008; Upton, 2009; Knoss, 2015).

Con la finalidad de identificar los principios activos o los compuestos marcadores en las
especies de interés se preparan extractos (liquidos, sélidos, semisolidos o tinturas)
utilizando agua, etanol y mezclas entre etanol y agua, entre otros disolventes. En su
preparacion es posible agregar sustancias inertes como vehiculos o diluyentes para mejorar
sus caracteristicas fisicas, o bien, adicionar agentes antimicrobianos o conservadores para
preservar su integridad. Cuando se conocen los principios activos y/o marcadores de la
especie, las monografias oficiales, incluyen procedimientos de ensayo cuantitativos para
determinar su contenido. Sin embargo, en la mayoria de los casos se desconocen los
componentes responsables del efecto farmacologico validado. Actualmente, los
compendios farmacopéicos incluyen diferentes categorias de marcadores que pueden
identificarse en las materias primas:

a) Principios activos, son los componentes responsables de la actividad farmacoldgica.

b) Marcadores activos, compuestos con actividad farmacoldgica conocida que contribuyen,
en cierto grado, con la eficacia terapéutica. Para estas dos categorias las monografias
establecen un intervalo o un contenido minimo.

c) Marcadores analiticos, cuando no se conocen los principios o los marcadores activos se
seleccionan otros componentes presentes en el extracto organico susceptibles de
determinarse cuantitativamente. Estos marcadores ayudan a la identificacion de la especie,
Y,

d) Marcadores negativos, son componentes con propiedades toxicas o alergénicas
cuya presencia en el extracto es indeseable. Un ejemplo de estos marcadores son los &cidos
ginkgolidos presentes en el ginkgo (Ginkgo biloba). Para este tipo de productos, las
monografias oficiales establecen limites muy estrictos (Li et al., 2008; Upton, 2009; Knoss,
2015).

Es importante mencionar, que durante la identificacion quimica se emplean estandares de
referencia trazables; dichas sustancias pueden ser una entidad quimica Unica, una mezcla de
entidades quimicas purificadas o, un extracto estandarizado preparado a partir de un
material vegetal autenticado. En todos los casos se compara la respuesta de la preparacién

10



de prueba con los articulos de referencia para determinar la presencia de los indicadores de
calidad en el material de prueba.

Una vez establecida la autenticidad botanica y quimica del material vegetal, el insumo
herbolario, puede emplearse para elaborar preparaciones botanicas. Uno de los tipos de
preparados botanicos més comercializados son los extractos. Los requisitos minimos de
calidad para estas preparaciones implican los siguientes requisitos farmacopéicos:

1.- Envasado y almacenamiento: los extractos botanicos deben almacenarse en envases
impermeables y resistentes a la luz,

2.- Etiquetado: la etiqueta de estos insumos debe indicar el nombre de la parte de la planta
utilizada; el nombre del disolvente empleado para su preparacion; el contenido, en
porcentaje, de los principios activos o marcadores identificados; el nombre y la
concentracion de los agentes antimicrobianos o conservadores y la relacion entre el material
inicial y el producto final. En el caso de los extractos semisélidos o en polvo debe indicarse
la cantidad e identidad de los excipientes agregados,

3.- Residuo de evaporacion: para los extractos en polvo no menos del 95% de la muestra
permanece como residuo y para extractos semisolidos no menos del 70% de la muestra
permanece como residuo,

4.- Disolventes residuales: si se emplean disolventes diferentes al agua y alcohol debera
determinarse el contenido de disolvente residual de acuerdo con las pautas farmacopéicas
establecidas,

5.- Residuo de plaguicidas: los materiales vegetales deben analizarse y cumplir con los
requisitos establecidos,

6.- Metales pesados: no debe rebasar el limite de 20 pg por gramo de extracto, y

7.- Contenido de alcohol: el limite establecido es entre 90.0 y 110.0% de la cantidad
declarada en la etiqueta.

Por otro lado, los ingredientes botanicos empleados para la fabricacién de preparados
farmacéuticos no estériles deben cumplir con atributos de calidad adicionales. Es
fundamental que durante la fabricacion de estos productos se empleen las Buenas Préacticas
de Fabricacion para reducir al minimo la contaminacion microbioldgica (Li et al., 2008).
Desde el punto de vista microbioldgico el desarrollo de una formulacion incluye la

evaluacion de las materias primas y la contribucién de cada ingrediente en la calidad final
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del producto. La caracterizacion de estos elementos permitira comprobar si el proceso de
fabricacion es adecuado. Todos los tratamientos previos al proceso de manufactura como
secado, extraccion, tratamiento térmico, irradiacion o tratamiento de esterilizacion gaseosa
deben evaluarse para garantizar que no causan cambios que afectan la seguridad y eficacia
de los materiales vegetales.

Si bien, las normas y monografias oficiales consignan métodos y especificaciones de
calidad para materiales vegetales, extractos y preparaciones herbolarias se requiere
desarrollar ademas, la informacion que describa las condiciones previas a la cosecha para
lograr un crecimiento adecuado y, la manipulacién posterior a la cosecha para obtener una
calidad uniforme con variaciones minimas en la composicion quimica.

En este sentido, se recomienda que los productores involucrados en la manipulacion y
distribucion de productos botanicos se capaciten y cumplan con las guias emitidas por la
OMS sobre buenas practicas de agricultura y recoleccion de plantas medicinales.
Considerando que el intercambio comercial de productos naturales se realiza en un mercado
global, los materiales deben producirse y transportarse conforme a las leyes del pais de
origen y a los tratados internacionales pertinentes.

También, debe considerarse informacion complementaria de calidad como la historia
farmacopéica, la procedencia, la recoleccion y el cultivo, los adulterantes comunes, el
secado, el almacenamiento y el transporte.

La historia farmacopéica reune la informacion relacionada con el uso tradicional de la
especie y sustenta la seguridad y sus beneficios. El rubro de procedencia debe incluir el
origen del material botanico, los lugares de cultivo (agricola) y de recoleccion de plantas y,
un listado de las principales areas geograficas de produccion. La recoleccion y el cultivo es
informacion referente a la conservacién de especies restringidas o escasas Y, a la tendencia
del cultivo como alternativa ecoldgica para preservar la integridad de las especies.

Con base en estas consideraciones, en el presente trabajo, se hara un particular énfasis en
las pruebas de identidad y valoracion como herramientas para evaluar la calidad de la droga
cruda y los preparados elaborados a partir de Hydrangea seemannii, mediante la generacién
de perfiles cromatograficos y la cuantificacion de los constituyentes mayoritarios presentes.
A pesar de que existen varias técnicas analiticas empleadas para evaluar de forma

cuantitativa los compuestos marcadores y/o principios activos, la cromatografia es la
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técnica de separacion mas versatil y mas utilizada para propositos de control de calidad.
Asi, la generacidn de los perfiles cromatograficos representativos permitira la identificacion
del mayor nimero de principios activos y/o de los compuestos marcadores (Liang et al.,
2004).

Las técnicas cromatograficas mas empleadas incluyen a la cromatografia en capa fina
(CCF), cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) y cromatografia de gases (CG).
También se usan otras técnicas de vanguardia como la espectrometria de masas (EM) y
resonancia magnética nuclear (RMN), y finalmente las técnicas combinadas que involucran
el uso acoplado de dos 0 mas de las técnicas de analisis antes mencionadas. Existen pocos
reportes en la literatura sobre el uso de la electroforesis capilar para el analisis de drogas
crudas vegetales, no obstante, que ésta técnica de separacion tiene la ventaja de ser rapida y
de tener una buena eficiencia en la separacion de analitos presentes en muestras complejas,
sin embargo solo es de utilidad en la separacion de analitos de naturaleza ionica (Liang et
al., 2004).

Asi, la CLAE representa la técnica analitica mas usada y confiable para la caracterizacién e
identificacion de constituyentes presentes en los extractos debido a las numerosas ventajas
que presenta. Las razones de su versatilidad son su sensibilidad, su facil implementacién
para la determinacidon cuantitativa precisa y exacta de los componentes presentes en
mezclas complejas, como lo son las matrices herbolarias, su utilidad para la separacion de
componentes no volatiles y termolébiles y su aplicacion en el analisis cualitativo y
cuantitativo de compuestos presentes en matrices con multicomponentes, tales como los
extractos vegetales y los preparados herbolarios.

Finalmente, es importante destacar, que el control de calidad es un importante medio para
asegurar la eficacia y la seguridad de los preparados utilizados en la medicina herbolaria, y
en éste proceso usualmente se monitorea la concentracion los constituyentes activos
presentes en estos preparados. Sin embargo, la composicion de los productos herbolarios es
compleja y en la mayoria de los casos la identificacion de todos los compuestos activos es

muy laboriosa.
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3. Objetivos

El objetivo primordial del presente trabajo consiste en establecer las pruebas de
identidad quimica y composicion de la droga cruda de Hydrangea seemannii L. Riley, con
la finalidad de establecer los criterios para su control de calidad, todo ello para generar
parte de la informacion cientifica necesaria para elaborar las monografias farmacopéica y/o
tipo Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de la especie.

Para el cumplimiento del objetivo principal, se formularon los siguientes objetivos

especificos:

a) Establecer los parametros de identidad quimica de la infusion obtenida a partir de la
droga cruda mediante el establecimiento de los marcadores analiticos y perfiles

cromatograficos.
b) Desarrollar y validar un método analitico apropiado para cuantificar los marcadores

analiticos del extracto acuoso aplicando la técnica de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE).
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4. Parte experimental

4.1 Material vegetal

Las hojas de la especie medicinal Hydrangea seemannii L. Riley (Hydrangeaceae)
fueron recolectadas en el municipio de San Rafael, estado de Chihuahua, México, en
Noviembre del 2006 [Lote 1, voucher (Bye 33925)] y en Mayo del 2008 [Lote 2, voucher
(Bye 35130)]. La identidad y la clasificacion botanica de la especie fue establecida por el
Dr. Robert Bye (Instituto de Biologia, UNAM).

4.2 Preparacion del extracto acuoso y fraccionamiento preliminar

La preparacién del extracto acuoso de la especie objeto de estudio se realiz6 a partir
de las hojas secas y molidas (9 g), mediante la técnica de infusion, utilizando 250 mL de
agua hirviendo y dejando reposar el infuso durante 20 minutos. El extracto acuoso resultante
se filtré y se sometié a un fraccionamiento preliminar mediante un proceso de reparto
utilizando AcOEt como disolvente. Posteriormente, la fraccion de AcOEt se concentro a
sequedad en un evaporador rotatorio para generar 122.4 mg de muestra. La resolucion de la
fraccion de AcOEt mediante cromatografia en columna abierta (cca) sobre Sephadex LH20
utilizando metanol como fase mavil, permitié el aislamiento de seis metabolitos secundarios
pertenecientes a las categorias de los flavonoides [la isoquercetina, el hiperdsido, la
trifolina, la guajaverina, la astragalina y la juglalina] y tres derivados de &cidos arométicos
[acidos clorogénico, 3,5-di-O-cafeoilquinico y 4,5-di-O-cafeoilquinico]. Todos los
productos aislados fueron caracterizados mediante técnicas espectroscopicas Yy
espectrométricas convencionales y mediante la comparacion de sus constantes

espectroscopicas con las reportadas en la literatura [Figura 3; Aguilar, 2013].
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4.3 Desarrollo y validacién de un método analitico para la cuantificacion de la
juglalina (1)

4.3.1 ldentificacion de los marcadores por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE)

La identificacion de los productos naturales presentes en la infusién de H. seemannii
se realizd6 mediante la comparacion de los tiempos de retencién y la coeluciéon de las
referencias de isoquercetina, hiperdsido, trifolina, guajaverina, astragalina y juglalina (1)
mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE). Para ello, se prepararon las
soluciones de la fraccion de AcOEt y de las referencias a una concentracién de 0.5 mg mL™,
utilizando como disolvente una mezcla binaria entre EtOH-H,O (2:8). Todos los perfiles
cromatograficos se registraron utilizando una columna empacada con gel de silice
Symmetry C-8 (Waters®) [5 um, 3.9 i.d. x 150 mm, 1.2 mL min™]; como sistema de
elucién, se utilizdé un gradiente lineal de CH3CN-H,O (0.1% 4&cido formico; FA)
(5:95—50:50) en 55 minutos. Las longitudes de onda (A) utilizadas para la deteccién fueron
285y 327 nm; todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente.

4.3.2 Desarrollo del método analitico por CLAE

Los anélisis por CLAE se realizaron en un cromatégrafo de liquidos Marca Waters®
(Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA), equipado con un
inyector de tipo manual (Rheodyne i7725), una bomba cuaternaria con un sistema de
entrega de disolventes cuaternario (modelo 600) y un detector de UV Dual (modelo 2487).
El control del equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento y la manipulacion de la
informacién se efectuaron utilizando el programa Empower® versién 2.0 (Waters). El
método analitico se desarrollo empleando diferentes fases estacionarias C-8 y C-18 y
diferentes mezclas de elucion entre CH3CN y H,O acidificada con diversos agentes
modificadores (acidos acético, formico, tricloroacético y trifluoroacético, entre otros). La
respuesta a evaluar durante el desarrollo del método analitico fue el registro del area bajo la
curva (ABC). En sintesis, las mejores condiciones cromatograficas para validar la
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metodologia analitica conducente a realizar la cuantificacion de la juglalina (1);
componente mayoritario presente en la muestra analizada, se enlistan en el Cuadro 1. Los
tiempos de retencion (tr) de los productos isoquercetina, hiperésido, trifolina, guajaverina,
astragalina y juglalina (1) bajo estas condiciones, fueron de 21.8, 22.6, 25.9, 28.1 y 30.6

minutos, respectivamente.

Cuadro 1. Condiciones cromatograficas para el desarrollo del método analitico por CLAE.

juglalina (1)
Fase movil CH3CN—-H,0 (0.1% &cido férmico; FA)
Fase estacionaria Symmetry C-8 [5 pm, 3.9 i.d. x 150 mm]
Velocidad de flujo (mL min™) 1.2
Volumen de inyeccion (uL) 20

Longitud de onda de deteccién (hm) 285, 327

4.3.3 Validacion del método analitico por CLAE
4.3.3.1 Preparacion de la matriz de trabajo

La fraccion de AcOEt (1 mg) de H. seemannii preparada como se describio en el
inciso 4.2 de esta seccién experimental, se disolvio en 1 mL de una mezcla de

CH3CN—-H,0O (7:3). La solucion resultante se filtr6 a través de membranas de nylon

Acrodisc® de 0.45 um y 13 mm de didmetro y se analizaron por cromatografia de liquidos.
4.3.3.2 Evaluacion de los parametros de calidad del método analitico
4.3.3.2.1 Adecuabilidad del sistema

El ajuste del sistema cromatografico se determind mediante el analisis de cinco
réplicas de una solucion de referencia de juglalina (1) con una concentracién de 0.25 mg

mL™. Los resultados obtenidos bajo estas condiciones experimentales se expresan en

términos del factor de coleo (T) y el nimero de platos tedricos (N). El criterio de aceptacion
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establecido en los protocolos de validacion establece que el CV obtenido para la respuesta

del analito debe de ser menor al 2.0%.

4.3.3.2.2 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determind mediante la preparacion de cuatro curvas de
calibracion para la juglalina (1), con cinco niveles de concentracion y preparadas por
pesadas independientes, de acuerdo con el siguiente procedimiento: 10.0 mg de 1 se
disolvieron en 10 mL de una mezcla de EtOH-H,0 (2:8) (1.0 mg mL™). A partir de la
solucion anterior, se prepararon las diluciones necesarias para que 1 mL de las mismas
contengan entre 0.125 y 1.0 mg de juglalina (1). EI esquema empleado para las diluciones
de trabajo se resume en el Cuadro 2. El area bajo la curva (ABC) correspondiente al pico
del analito, se graficd con respecto a la concentracion de cada solucion. El calculo de la
ordenada al origen (bo), la pendiente de la recta (b), el coeficiente de correlacion (r) y el
coeficiente de determinacion (r?), se realizé6 mediante un analisis de regresion lineal simple.
Los parametros obtenidos se compararon con los siguientes criterios: bo= 0; by= 0; r = 0.99;
r> = 0.98 e IC (by; que no incluye el cero). Se analizaron 4 réplicas por nivel de

concentracion.

Cuadro 2. Diluciones empleadas para evaluar la linealidad del sistema del método analitico por CLAE.

Nivel de Volumen de la alicuota Aforo H,O Concentracion final
concentracién (mL) (mL) (mg mL™)
1 0. 625 4.375 0.125
2 1.25 3.75 0.25
3 25 25 0.50
4 3.75 1.25 0.75
5 0 0 1.0
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4.3.3.2.3 Limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC)

La evaluacion de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se realizd
mediante la construccion de una curva de calibracién con una serie de diluciones
preparadas a partir de una solucién estandar con una concentracién de 5.0 mg mL™ y cinco
muestras blanco. Las diluciones contenian 0.625, 1.25 y 2.5 mg mL™ de la referencia a
cuantificar. Se evaluaron tres réplicas por concentracion y el area bajo la curva (ABC) del
pico de interés se graficd con respecto a la concentracion de la referencia en cada solucion.
Para el célculo by, by, ry r? se realizd un analisis de regresion lineal simple. Asi, los LD y
LC fueron determinados de acuerdo a las expresiones matematicas que se indican a

continuacion:

D= 3.3xS,, LC = 10x S,
by by

4.3.3.2.4 Linealidad y exactitud del método

La evaluacion de la linealidad y exactitud del método se estableci6 mediante la
adicion de tres diferentes concentraciones de una solucién de referencia de 1 (1.5 mg mL™)
comprendidas en el intervalo entre 0.25 y 0.75 mg mL™ a la matriz de trabajo (2.5 mg
mL™) (Cuadro 3). Se evaluaron tres réplicas por concentracion para asi obtener los valores
correspondientes del ABC. Estos valores se interpolaron en la curva de calibracion
desarrollada en el inciso 4.3.3.2.2 de esta seccion experimental. La exactitud del método se
calcul6 mediante el % de recobro, por otro lado, la linealidad del método se evalu6
mediante un analisis de regresion lineal entre la cantidad adicionada (x) y la cantidad
recuperada (y) y se calcularon los siguientes parametros estadisticos: bo, by, r y r2

Asimismo para cada nivel de concentracion se determiné el promedio aritmético (y)y el

coeficiente de variacion (CV). La exactitud se confirma si se cumplen los siguientes
requisitos: el porcentaje de recuperacién debe de encontrarse en un rango entre el

98.0-102.0% y el coeficiente de variacion entre las réplicas no debe de ser mayor al 2.0%.

19



Cuadro 3. Preparacion de las curvas para evaluar la linealidad y exactitud del método.

Nivel de Volumen de la solucion de Volumen de la matriz Aforo H,O
concentracién referencia (mL) de trabajo (mL) (mL)
1 0.83 25 1.67
2 1.67 25 0.83
3 25 25 0

4.3.3.2.5 Precisién

La precision del sistema o repetibilidad se estableci6 mediante el analisis de seis
réplicas de una solucion de referencia, preparadas por diluciones independientes a partir de
una solucién stock. Por otra parte, la precision del método o precision intermedia se evalud
mediante el analisis de seis réplicas de una muestra que contenia a la matriz de trabajo a
una concentracion de 2.5 mg mL™ enriquecida con 0.5 mg mL™ de 1. El anélisis se efectu6
en dos dias diferentes. Los resultados obtenidos bajo estas condiciones experimentales
permitieron calcular la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacién (CV).

4.3.3.2.6 Analisis del contenido de jugalina (1) en diferentes muestras

Una vez validado el método analitico, diez miligramos de las muestras a analizar
disueltos en 1 mL de una mezcla de CH3;CN—-H,0 (7:3) se filtraron a través de membranas
de nylon Acrodisc® de 0.45 um y 13 mm de didmetro. La juglalina (1) presente en cada
muestra se cuantificd registrando su perfil cromatogréfico utilizando las condiciones
analiticas indicadas en el inciso 4.4.2. Para determinar el area bajo la curva (ABC) se
utilizé el software del equipo. La cantidad en miligramos de cada muestra se calculé por
medio de la interpolacion en la ecuacion de la recta obtenida a partir de la curva de

calibracion previamente disefiada.
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5. Resultados y discusion

La estrategia metodoldgica general utilizada para la realizacion de este trabajo
involucra el desarrollo y la validacién de un método analitico por CLAE para identificar y
evaluar el contenido de los compuestos marcadores en el extracto acuoso derivado de H.
seemannii. Indudablemente, toda la metodologia analitica desarrollada sera de gran valor
para el control de calidad de la planta sea cual fuere su utilidad comercial.

5.1 Identificacion por CLAE de los principios activos y/o marcadores

La preparacion de la matriz de trabajo se realiz6 a partir de las infusiones del

material vegetal de acuerdo con la metodologia que se describe en la parte experimental
inciso 4.2, obteniéndose un porcentaje de rendimiento del 1.3% por cada gramo de material
vegetal seco y molido.
La identificacion de los compuestos activos presentes en la fraccion de AcOEt (matriz de
trabajo), se realizd mediante la comparacion de los tiempos de retencion que presentaron
cada uno de los compuestos empleados como referencias aislados en estudios quimicos
previos (Aguilar, 2013). De manera adicional, se realizé la co-elucién de cada una de las
referencias con la matriz de trabajo. Los tiempos de retencidn (tg; min) obtenidos para cada
compuesto, bajo las condiciones de analisis, fueron los siguientes: isoquercetina (21.8),
hiperosido (22.6), trifolina (25.9), guajaverina (25.9), astragalina (28.1) y juglalina (1,
30.6). Las longitudes de onda utilizadas para su deteccion permitieron establecer que todos
los metabolitos absorben mejor a la longitud de onda de 285 nm. En la Figura 4 se ilustra
el perfil cromatografico de la muestra utilizada como matriz de trabajo; como se observa la
juglalina (1) es el compuesto mayoritario en la matriz. También, se observa que con estas
condiciones cromatograficas no es posible determinar el contenido de trifolina y
guajaverina debido a la sobre posicién de sus sefiales o baja resolucion entre éstas.
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5.2 Desarrollo del método analitico

Para el desarrollo del método analitico se revisd, en primer lugar, los métodos
publicados para determinar la presencia de flavonoides en diferentes matrices vegetales.
Las condiciones cromatograficas descritas sefialan el uso de columnas tipo Cg 0 Cyg ¥
sistemas binarios de disolventes (agua y acetonitrilo o MeOH) utilizando en la mayoria de
los casos modificadores de pH [acidos acético, férmico, tricloroacético, trifluoroacético,
etc.] (Liang et al., 2004). Con base en estas consideraciones en el presente trabajo se
evaluaron varias columnas Cg y Cig, asi como diversos sistemas de elucion y flujo, hasta
encontrar las mejores condiciones de separacion de los compuestos presentes en la fraccién
de AcOEt.

juglalina (1)

guaijaverina
04s] hiperosido

< astragalina

Absorbancia (UA)

isoquercetina

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600  48.00

minutos
Figura 4. Cromatograma de la fraccion de AcOEt obtenido por CLAE de H. seemannii. Fase movil: sistema

isocratico binario constituido por CH;CN-H,O (0.1% &cido férmico; FA); flujo 1.2 mL min™; fase
estacionaria: columna Symmetry C-8 [5 um, 3.9 x 150 mm]; deteccién UV: 285 nm.
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5.2.1 Establecimiento de las pruebas quimicas de composicion

Una vez que se desarrollan los métodos analiticos apropiados es necesario validar

que estos cumplan con el propésito para lo cual fueron desarrollados mediante la
elaboracion de protocolos de validacion (ICHQ2B, 2005 y documentos ahi citados).
En este contexto, con el objetivo de desarrollar una metodologia que permita la
identificacion quimica de la especie y la valoracion de uno de los marcadores analiticos en
la especie H. seemannii (Figura 4) se desarroll6 un método analitico utilizando la técnica
de CLAE. La normalizacién de las areas en el cromatograma permitio calcular que el 36.4,
19.0, 36.4, 19.0 y 15.3% corresponden a la isoquercetina, hiperdésido, trifolina, guajaverina,
astragalina y juglalina (1). La seleccion de la juglalina (1) como marcador para validar la
metodologia analitica se realizé con base en la cantidad disponible de este metabolito
secundario aislado en un estudio fitoquimico previo (Aguilar, 2013).

5.2.2 Validacion del método analitico para la cuantificacion de la juglalina (1)

La valoracion de la juglalina (1) se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en el
inciso 5.2.1 de esta seccion.

Una vez desarrolladas las condiciones cromatograficas del método se ajustd
experimentalmente la concentracion de la matriz de analisis para obtener una respuesta
analitica (area bajo la curva) del detector en un rango menor a 0.1 unidades de absorbancia.
Posteriormente, se identifico la sefial correspondiente a la juglalina (1) comparando su
tiempo de retencién con el compuesto empleado como referencia. Los resultados derivados
de este anélisis permitieron establecer una concentracion para la solucion de referencia del
compuesto 1 de 1.5 mg mL™.

Por otra parte, se evalud la adecuabilidad del sistema con la finalidad de establecer si el
equipo, las operaciones analiticas y las muestras constituyen un sistema integro susceptible
a evaluarse. Para ello, se realizaron una serie de inyecciones en el cromatografo de una
solucion de juglalina (1) a una concentracion de 500 pug mL™. Los resultados obtenidos
permitieron estimar que el valor del CV cumple con las especificaciones requeridas:
coeficiente de variacion (CV = 0.3%), por otro lado los valores de K', R, T y N cumplen
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con los requisitos establecidos para métodos cormatograficos; factor de capacidad (K'; 5.2),
resolucion (R; 0.5), factor de coleo (T; 0.5) y nimero de platos tedricos (N; 650). Estos
resultados nos permiten establecer que la columna Symmetry C-8 [5 pum, 3.9 i.d. x 150
mm] separa de manera adecuada al analito de interés y la respuesta analitica observada es
apropiada para cuantificar el contenido de juglalina (1) (FEUM, 2007).

A continuacion se desarroll6 el protocolo para validar el método analitico para cuantificar
el compuesto marcador seleccionado, y asi poder completar parte de la informacién
cientifica necesaria para establecer la identidad y valorar el marcador presente en la droga
cruda y preparados herbolarios comerciales de H. seemannii.

Los parametros de calidad evaluados de acuerdo con las normas internacionales
establecidas por la International Committee of Harmonization (ICH) y Eurachem incluyen:
linealidad del método y sistema, precision y exactitud (ICHQ2B, 2005).

5.2.2.1 Linealidad del sistema

La linealidad es la capacidad de un método analitico para obtener resultados que son
directamente proporcionales a la concentracién del analito en la muestra, en un intervalo de
concentraciones pertinentes con la aplicacion analitica (ICHQ2B, 2005).

Este parametro de calidad se evalu6 de manera independiente para la juglalina (1) en un
intervalo de concentraciones entre 0.125 y 1.0 mg mL™. Los datos obtenidos para la
linealidad del sistema utilizando al producto 1 permitieron estimar el siguiente modelo
lineal ajustado: y = 2 x 10" (concentracion) — 101931.8 (1).

Los resultados generados para evaluar este parametro de desempefio se resumen en la
Tabla 1. El ajuste de los datos se realizé mediante un analisis de regresion lineal simple y
permitio establecer que el sistema es lineal en el intervalo de concentraciones analizadas [r
= 0.9989]; este valor sugiere una relacién lineal entre las variables de area y concentracién
(Gréfica 1). Considerando las cifras significativas y el criterio de aceptacion establecido
para este parametro de calidad se concluye que el sistema se ajusta a un modelo de
regresion lineal entre las variables. Por otro lado, el coeficiente de determinacion (r?)
permite establecer que el 99.8% de la variabilidad en la respuesta se encuentra explicada

por dicho modelo.
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Finalmente, en el Cuadro 4 se observa que el intervalo obtenido para la ordenada al origen

incluye el cero mientras que, para la pendiente no incluye dicho valor, por lo tanto, el

modelo cumple con las especificaciones establecidas para la linealidad del sistema. Un

método es lineal cuando las respuestas analiticas que se derivan del mismo son

directamente proporcionales a la cantidad de analito en la muestra objeto de andlisis.

Tabla 1. Resultados experimentales de las curvas de calibracion de la juglalina (1) para evaluar la linealidad

del sistema.
réplica 1 (mgmL? Area (UA)
1 0.125 2007536
2 0.125 2128536
3 0.125 2372422
4 0.125 2467296
1 0.25 4303629
2 0.25 4330108
3 0.25 4513557
4 0.25 4884050
1 0.5 9091451
2 0.5 8951404
3 0.5 8931895
4 0.5 9160762
1 0.75 14104416
2 0.75 14013083
3 0.75 13678921
4 0.75 13919085
1 1.0 18441605
2 1.0 18600569
3 1.0 18123944
4 1.0 18181943
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Gréfica 1. Linealidad del sistema para cuantificar a la juglalina (1).

1.2
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Cuadro 4. Resumen del andlisis de regresion lineal simple: linealidad del sistema de 1.

Estadistico 1
pendiente (b;) 18499509.37
ordenada al origen (bp) -101931.8171
coeficiente de correlacion (r) 0.9989
coeficiente de determinacion (r?) 0.998
IC (Bo) 1.8x10"-1.9x 10

5.2.2.2 Limite de deteccion 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) es la concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables. En el desarrollo del protocolo de
validacion ambos pardmetros se determinaron a partir de una curva de calibracion
utilizando una serie de diluciones preparadas a partir de una solucién estandar con una
concentracion de 5.0 mg mL™ y cinco muestras blanco. Los valores de LD y LC calculados
fueron 0.09 y 0.27 mg mL™, respectivamente.

5.2.2.3 Linealidad y exactitud del método

La linealidad del método se evalu6 a partir de las curvas de calibracion construidas
utilizando tres diferentes concentraciones de la jugalina (1) adicionada a la matriz de
trabajo. El rango de concentraciones empleadas fue en el intervalo entre 0.25 y 0.75 mg

mL™; que representan el 50-150% de los analitos ensayados (Figura 5).

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para evaluar la exactitud del método. El
modelo estimado para la curva de regresion ajustada fue y = 0.9830 (concentracion) +

0.0060. Estos resultados indican que el método desarrollado es lineal y cumple con los
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criterios de aceptacion (be=0, b1= 0, r = 0.99, r* = 0.98 y CVyi = 2.0%) establecidos en la
norma internacional ICHQ2B (2005).

La exactitud del método se define como la concordancia entre el valor de concentracion del
analito en la matriz enriquecida obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Este
parametro de calidad se determind mediante el analisis de los porcentajes de recobro
indicados en las Tabla 2. Estos resultados se encuentran dentro de los limites establecidos
por las guias de la ICH para métodos cromatograficos (98.0-102.0%). Por lo tanto, el
método es exacto. Por otra parte, el ANADEVA del modelo permitié establecer que la
pendiente calculada es igual a uno y el coeficiente de determinacion indica que el 99.5% de

los datos, respectivamente, se encuentran explicados por el modelo de regresion lineal.

Tabla 2. Resultados experimentales de la curva de calibracion de la juglalina (1) para evaluar la linealidad y
exactitud del método.

réplica nivel Concentracion Area (UA) Concentracion recobro(%o)
adicionada (mg mL™) recuperada (mg mL™)

1 150 0.75 14036517.5 0.764 101.9

2 150 0.75 13555844.6 0.738 98.4

3 150 0.75 13345214.5 0.737 96.9
Promedio (% recobro) 99.1

1 100 0.5 9047390.5 0.495 98.9

2 100 0.5 9085001.5 0.497 99.3

3 100 0.5 9339828.5 0.510 102.1
Promedio (% recobro) 99.5

1 50 0.25 4472641.5 0.247 98.9

2 50 0.25 4500922.5 0.249 99.5

3 50 0.25 4568400.5 0.252 100.9

Promedio (% recobro) 100.7

5.2.2.4 Precision

La precision del método fue evaluada a través de la repetibilidad y la precision
intermedia. En la Tabla 3 se resumen los valores de los coeficientes de variacion
calculados para el andlisis de las muestras analizadas. En todos los casos, el coeficiente de
variacion obtenido fue menor al 2.0%. Por consiguiente, la variacion obtenida esta dentro
del limite establecido por la FEUM, el cual debe ser menor o igual al 2.0%. Asimismo, la
variacion obtenida en diferentes dias y con diferentes analistas (precision intermedia), es
menor que el limite especificado. Por lo tanto, el conjunto de resultados descritos nos

permiten concluir que el método desarrollado es preciso.
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Figura 5. Cromatogramas de la matriz enriquecida con 1 [a) 0.25, b) 0.5 y c) 0.75 mg mL™] obtenidos por
CLAE para la evaluacion de la exactitud. Fase movil: sistema isocratico binario constituido por CH;CN—H,0
(0.1% &cido férmico; FA); velocidad de flujo 1.2 mL min™; fase estacionaria: columna Symmetry C-8 [5 um,
3.91i.d. x 150 mm]; deteccion UV: 285 nm.
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Tabla 3. Resultados experimentales para evaluar la precision del método.

Réplicas juglalina (1)a matriz enriquecida con 1 (2.5/0.5 mg mL'l)a
1 8489419 9884156
2 8630169 9809135
3 8489494 9951785
4 8659871 9889269
5 8543616 9481668
6 8488520 9779397

Promedio 8550181.5 9799235
S 77006.60621 167289.9014

CV (%) 0.9 1.7

a . T - P .
Estos valores representan el promedio de los analisis efectuados por duplicado en dos dias diferente

5.2.2.6 Cuantificacién del contenido de juglalina (1) en diferentes muestras

Una vez validado el método analitico, se analizaron las concentraciones de juglalina
(1) presente en las infusiones preparadas a partir de dos diferentes lotes de material vegetal.
Las cantidades del componente marcador cuantificadas fueron: 220.8 mg/g y 159.2 mg/g
para los lotes 1y 2, respectivamente.
De tal manera, que con el presente trabajo, se establecieron las pruebas de composicién de
la infusion preparada a partir de las partes aéreas de H. seemannii. Esta informacion en
conjunto servird para la elaboracion de la monografia farmacopéica que garantice el uso
racional de la especie, cumpliendo asi con el objetivo primordial del presente proyecto de
tesis. Por otra parte, los flavonoides identificados fueron caracterizados como los
marcadores activos responsables de las propiedades antidiabéticas demostradas
previamente para este preparado en nuestro grupo de trabajo, ya que estos metabolitos
actlan en conjunto sobre varios blancos moleculares especificos en contra de serias

complicaciones de la diabetes o en la prevencion de las mismas.
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6. Conclusiones

a) Se desarrollo y valido un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia para cuantificar a la juglalina (1) en la especie H. seemannii. EI método validado
es lineal, preciso y exacto en el rango de concentraciones ensayadas.

b) El método desarrollado permitié cuantificar a la juglalina (1) en dos diferentes
lotes (1 y 2) de la droga cruda [220.8 y 159.2 mg por cada gramo de droga cruda,
respectivamente] provenientes del estado de Chihuahua, México. Estos resultados nos
permiten establecer que existen diferencias en el contenido del marcador en los lotes
analizados, y en ambas muestras se cuantificaron cantidades importantes de 1.

c) Finalmente, el presente trabajo constituye una aportacion original para el control
de calidad de H. seemannii y preparados mediante el desarrollo de las pruebas de identidad

y composicion de la infusion preparada a partir de las partes aéreas de la droga cruda.
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