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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo establecer las pruebas de identidad y composicion
de la droga cruda (corteza) de Simira mexicana (Bullock) Steyerm. (Rubiaceae) con la
finalidad de establecer algunos parametros de calidad de utilidad para la integracién de
sus monografias cientificas bajo los lineamientos recomendados por la Organizacién
Mundial de la Salud. La corteza de esta planta se utiliza en México como sustituto de la

quina y para el tratamiento de anemia, problemas de higado y caida de cabello.

Para el desarrollo de esta investigacién fue necesario el aislamiento de los metabolitos
mayoritarios presentes en la infusion y extracto organico de la droga cruda. Posteriormen-
te, se establecieron los perfiles cromatograficos de los extractos, y finalmente se validé un
método analitico por cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (CLUE) para la cuantifi-

cacion de al menos un compuesto marcador.

El estudio quimico del extracto acuoso preparado a partir de la corteza seca de S.
mexicana permitié el aislamiento y la caracterizacién de cuatro alcaloides: palicosido (1),
harmano (2), y las ofiorinas Ay B (3 y 4). Los metabolitos 1, 3 y 4 se reportan por primera
vez en la especie, en tanto que 2 ya se encuentra reportado previamente en esta planta.
La caracterizacion de estos alcaloides se realizd mediante técnicas espectrométricas
(ESI/EM) y espectroscépicas (IR y RMN).

Para el desarrollo de los perfiles cromatograficos por CLUE-ESI/EM se ensayaron varias
condiciones y las mejores fueron las siguientes: como fase estacionaria se empled un
columna BEH C-18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um) (Waters). La fase mévil consistié en una mez-
cla binaria compuesta por CH3CN-H20 (0.1% &acido férmico), con un flujo de 0.3 mL/min y

un volumen de inyeccién de 3 pL.

El método desarrollado se validd, de acuerdo a la Guia de Validaciéon de Métodos Analiti-
cos de la International Conference on Harmonisation (ICH; Q2 (R1) 2005), con el propési-
to de cuantificar al palicésido (1), alcaloide seleccionado como compuesto marcador debi-
do a su estabilidad y disponibilidad. Los parametros de desempefio que se evaluaron fue-
ron los siguientes: linealidad del sistema y del método, exactitud, precisién, y los limites
de deteccion y cuantificacion [LD (0.12 ug/mL) y LC (0.37 pg/mL)]. El método es lineal (r?

igual a 0.9998), preciso (CV menor al 2%) y exacto en el intervalo de concentraciones eva-
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luado (5-100 pg/mL) y constituye una prueba de composicion para la droga cruda de S.

mexicana.

La informacion cientifica generada durante la presente investigacion permitira, en conjunto
con otros estudios, garantizar la calidad y contribuir al uso racional de S. mexicana al evi-
tar posibles adulteraciones o sustituciones. De igual manera, la informacion obtenida en
esta investigacion sera de utilidad para la integracién de su monografia tipo OMS y Far-

macopéica.
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ABSTRACT

The present work aims to establish some of the quality control methods of the crude drug
(stem-bark) of Simira Mexicana (Bullock) Steyerm. (Rubiaceae), according to the guide-
lines recommended by the World Health Organization. Simira mexicana is a medicinal
species used in Mexico as a quine substitute for treating anemia, liver problems and hair

loss.

The first step in this work was the isolation of the major metabolites in the infusion and
organic extract prepared from the crude drug. Afterwards, the chromatographic profiles of
the aqueous and organic extracts were established; the resulting Ultra High Efficiency Lig-
uid chromatographic (UPLC) method was then validated in order to quantify the marker

compound.

Phytochemical analysis of the aqueous extract allowed the isolation and characterization
of four alkaloids, namely palicoside (1), harmano (2), and ophiorines A and B (3 and 4).
Metabolites 1, 3 and 4 are reported for the first time in the species, while 2 was previously
reported in the plant. The characterization of these alkaloids was performed by spectro-
metric (ESI/EM) and spectroscopic techniques (IR and RMN). Subsequently, an analytical
method by UPLC-ESI / EM for quantification of compound 1 was developed an validated
according to the International Conference on Harmonization Validation Guide for Analytical
Methods (ICH; Q2 (R1) 2005). The chromatographic conditions were: A BEH C-18 column
(2.1 x 100 mm, 1.7 um) (Waters) was used as the stationary phase. The mobile phase
consisted of a binary mixture composed of CH3CN-H2O (0.1% formic acid), with a flow rate
of 0.3 mL/min and an injection volume of 3 pyL. The performance parameters evaluated
were linearity of the system and method, accuracy, precision and the limits of detection
and quantification [LD (0.12 pg/mL) and LC (0.37 pg/mL)]. The method is linear (0.9998),
precise (CV less than 2%) and accurate in the range of concentrations evaluated (5-100
pug/mL) and constitutes a compositional test for the crude drug of S. mexicana. The com-

pound 1 was selected as the marker due to its stability and availability.

The method was successfully applied to quantify the amount of 1 in the infusion of the
crude drug and will be useful for the integration of its WHO and pharmacopeic mono-
graphs. These will be important for supporting the rational use of this medicinal Mexican

plant.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de la familia Rubiaceae.

Las rubiaceas constituyen la cuarta familia de plantas vasculares mas grande del planeta;
incluye 620 géneros y 13,000 especies (Bremer y Eriksson, 2009). La mayoria de las es-
pecies se distribuye en las regiones tropicales y subtropicales de nuestro pais. Desde el
punto de vista biolégico y morfolégico, las rubiaceas presentan diferentes tipos de forma
de vida, de tal manera que algunas son hierbas, otras epifitas o lianas, y la mayoria son

arbustos y arboles (Ledn y Williams, 2011).

En el aspecto taxonémico, esta familia ha sido sujeta a varias clasificaciones. Inicialmente
Schumann (1891) la dividié en dos subfamilias: Cinchonoideae y Rubioideae; posterior-
mente, Bremekamp (1966) reconocio ocho subfamilias de las cuales sélo tres (Cinchonoi-
deae, Rubioideae y Guettardeae) fueron aceptadas por Verdcourt (1958). En 1988,
Robbrecht presentd una nueva clasificacion ya que dividié la familia en cuatro subfamilias:
Cinchonoideae, Rubioideae, Ixoroideae y Antirheoideae. Posteriromente, estudios basa-
dos en el analisis de diferentes regiones del ADN permitieron a Bremer y colaboradores
(1995) integrar las especies en tres subfamilias: Cinchonoideae, Rubioideae e Ixoroideae
(Bremer et al. 1995). Recientemente, las reconstrucciones filogenéticas basadas analisis
moleculares llevaron a Robbrecht & Manen (2006) a considerar solo dos subfamilias: Cin-
chonoideae y Rubioideae. Finalmente, Bremer & Eriksson (2009) llegaron a la conclusion
de mantener también la subfamilia Ixoroideae. Las subfamilias Cinchonoideae e Ixoroi-
deae incluyen principalmente especies arbdreas y arbustos, mientras que la subfamilia

Rubioideae contiene esencialmente hierbas y arbustos (Martinez-Cabrera et al., 2015).

En México, la familia se encuentra entre las cinco mas importantes y esta representada
por 85 géneros y alrededor de 500 especies. De acuerdo a Borhidi y Diego-Pérez (2002)

no se cuenta con un inventario detallado sobre el potencial econémico de esta familia.

A nivel global muchas especies de la familia tienen gran valor econémico destacandose
entre ellas Coffea arabica y C. robusta, principales especies productoras de café; las es-
pecies de Cinchona spp fuentes de quinina y quinidina; Carapichea ipecacuanha (Brot.) L.

Andersson tiene diversos usos terapéuticos como antidiarreico, antipirético, emético y

4
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expectorante, y es una fuente importante de emetina (Soares, et al., 2012); los géneros
Morinda y Rubia, Utiles para la produccién de tintes; especies de Antocephalus, Burchelia,
Hymenodictyum y Mitragyna son utilizadas con fines maderables (Le6én y Williams. 2011;
Delprete, 2004), Morinda citrifolia (el noni) por sus propiedades antioxidantes, hipotenso-
ras y anticancerigenas, y Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC (uha de gato), se con-
sidera una panacea por sus multiples beneficios medicinales (Delprete, 2004); por men-

cionar las mas populares.

Rubia Psychotria
Coffea
Galium Palicourea
Cinchona
Urcaria Nauclea
Ophiorrhiza

Figura 1. Algunos géneros que pertenecen a la familia Rubiaceae
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Desde el punto de vista quimico esta familia vegetal presenta una gran variedad de meta-
bolitos secundarios con efectos farmacologicos significativos; entre los principales grupos
de compuestos destacan los iridoides, antroquinonas, terpenoides (triterpenos y diterpe-
nos), flavonoides y alcaloides de tipo indol-monoterpenoides y quinolinicos. Los alcaloides
se consideran como marcadores quimiotaxonémicos de esta familia y se acumulan en la
corteza, raices, hojas, flores, frutas y semillas (Moreira et al., 2014). La amplia gama de
metabolitos biosintetizados por las Rubiaceae demuestra el potencial de la familia como
fuente de nuevas moléculas activas o prototipos de farmacos. Actualmente, muchas de
estas plantas tienen uso en la medicina tradicional mostrando efectos de tipo antiinflama-
torio, analgésico, antibacteriano, mutagénico, antiviral, antioxidante, sobre las enfermeda-
des vasculares, asi como actividad sobre el sistema nervioso central (Martins y Nufiez,
2015).

1.2 Caracteristicas fitoquimicas del género Simira.

El género Simira pertenece a la subfamilia Ixoroideae, tribu Condamineeae (Moreira et al.,
2014); incluye 45 especies, distribuidas principalmente en la region Neotropical de México
a Bolivia, Paraguay y Brasil, con especies reportadas en Colombia, Venezuela, Costa
Rica, Panama, Belice, Ecuador, Peru, Guyana y Argentina (Moreira et al., 2014). Las es-
pecies de Simira pueden ser arbustos o arboles inermes terrestres (Lorence y Taylor,
2012). En México se hallan las siguientes especies: S. lancifolia (Lundell) E. Martinez &
Borhidi; S. mexicana (Bullock) Steyerm.; S. multiflora (Lundell) E. Martinez & Borhidi; S.
rhodoclada (Standl.) Steyerm.; S. salvadorensis (Standl.) Steyerm.; y S. vestita (Lundell)
E. Martinez & Borhidi (Borhidi, 2012).

Muchas de las especies son de interés econdmico por su uso como tintes, maderable y
hasta como ornamento. El duramen de la madera de sus arboles es marrén o grisaceo, en
tanto que la albura es amarillenta o grisdcea cuando esta recién cortada, y va enrojecien-

do cuando se expone al aire (Moreira et al., 2014).

Las especies de Simira producen metabolitos secundarios farmacolégicamente activos,

incluyendo alcaloides B-carbolinicos como la N-acetilserotonina, la estrictosamida, el aci-
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do liolicosidico, la 5-alfa-carboxiestrictosidina, la sickingina, el harmano, siendo este ulti-
mo considerado como el marcador quimiotaxonémico del género, entre otros (Alves et al.,

2001). Los metabolitos aislados a la fecha y sus propiedades conocidas se resumen en el

Cuadro 1 (Moreira et al., 2014).

Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014).

Compuesto Especie Efectos principales
S. mexicana -Interactua con el ADN por
— intercalacion (Sharma, 2012).
\ N S. glaziovii
/
S. salvado- -Inhibe la  MAO
N CHj; rensis (Rommelspacher et
H al., 1994).
S. grazielae
Harmano
-Espasmoilitico (Aquino et al.,
— H
N* - 1996).
\ CcoO" S. glaziovii
ﬂ N o -Atenua los efectos de morfina
ra) H H S. tinctoria in vitro (Capasso et al., 1997).
6 HO o. 6 N
| S. williamsii
< HO
o oH ©OH
=
Ofiorina B
-Hipoglucemiante (Liu et al.,
2016).
S. tinctoria -Espasmolitica (Aquino et al.,
S. williamsii | 1996).
-Atenua los efectos de morfina
in vitro (Capasso et al., 1997).
5a- Carboxistrictosidina
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Maxonina

Compuesto Especie Efectos principales
-Atenua los efectos de morfi-
. na in vitro (Capasso et al.,
C N COS S. glaziovii 1997).
N 5 S. tinctoria
H H S. williamsii
HO
O o X S. grazielae
HO
OH
OH
Ofiorina A
-Antiviral que interfiere con las
vias NF-kB y MAPK celulares
ﬂ — N inducidas por el estrés oxida-
) \ tivo (Chen et al., 2015).
o N CH3 S. tinctoria -Antimicrobiano, anti-
2' H5CO H Plasmodium (Patel et al.,
O S. williamsii 2012).
-l
< -Antifungico, antioxidante,
antitumoral, antimutagénico,
citotéxico y alucinégeno
(Patel et al., 2012).
Actividad no reportada
S. maxonii
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Estrictosamida

Compuesto Especie Efectos principales
-Espasmolitico (Aquino et
al., 1996).
S. tinctoria
S. williamsii
—/{; OGlu
Sickingina
-Espasmoilitico (Aquino et
(7)) al., 1996).
L S. tinctoria
Q ' -Atenua los efecto de
6 S. williamsii morfina in vivo (Capasso
-l et al., 1997).
<
&
=
Acido liolicosidico
-Antiinflamatorio (Zhu et
al., 2016a).
-Antiviral y antiproliferativo
S. mexicana (Zan et al., 2015).

-Analgésico (Li et al.,
2012).
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Compuesto Especie Efectos principales
Actividad no reportada
S. glaziovii
OAc
(7)) ACMOAC
11] AcO
Q e
—_— 1,22- Lactamlialésido
@)
|
S H
© N0 -Antioxidante (Siu et al.,
< \f 2001).
HO
AN S. grazielae -Neuroprotector
N (Jae-Myung et al., 2017).
H
N-acetil serotonina
0 HO Actividad no reportada
wl 0 X
e S. glaziovii
o) .
E S. eliezeriana
o
14
[11]
= Simirano B

10
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Compuesto

Especie

Efectos principales

TERPENOIDES

Lupenona

S. glaziovii

-Prevencién y tratamiento
de la demencia senil (Xiao
et al., 2016a).

-Anticancerigeno (Suwito
et al., 2015).

-Antioxidante (Culhaoglu
et al., 2015).

-Inhibidor de la acetilcoli-
nesterasa (Culhaoglu et
al., 2015).

-Inhibe el desarrollo de
Leptospira (Chander et
al., 2015).

HO,

OH

Simirano A

S. glaziovii

S. eliezeriana

Actividad no reportada

7

-

Lupeol

S. glaziovii

-Anticancerigeno (Suwito
et al., 2015).

-Antiviral y antimicrobia-
nao (Xiao et al., 2017).

-Antitumoral (Bhatta-
charyya et al., 2017).

11
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Escopoletina

Compuesto Especie Efectos principales
Actividad no reportada
S. glaziovii
(2]
wl
a
o Butirospermol
4
Ll
o
14 -Antioxidante (Culhaoglu et
- al., 2015).
S. tinctoria S. -Inhibidor de la acetilcolineste-
williamsii rasa (Culhaoglu et al., 2015).
-Antimicobacteriano (Nguyen
et al., 2016).
Acido oleandlico
S. glaziovii | _Antiinflamatorio (Grover y
2 OCHs | Jachak, 2015)
= HsCO o e} S. graziwlae
o S tinctoria -Antitumoral (Bai et al., 2016).
< = '
p— H3CO S. williamsii | ~Colerético (Nieschulzy Sch-
mersahl, 1968).
&
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

5,7-Dimetoxicumarina

Compuesto Especie Efectos principales
HO O 0) -Colerético (Nieschulz y
m S. glaziovii | Schmersahl, 1968).
HO = S. grazielae | -Antiinflamatorio (Witai-
cenis et al., 2014).
Isofraxidina
H3CO o0._0O Actividad no reportada
_ S. glaziovii
HO .
S. grazielae
OCHj3
n T .
< Dimetilfratexina
<
14
<
=
o OCHg3; -Antiviral (virus de la
&) HO 0. 0 ggggtitis C) (Weietal.,
S. grazielae )
= -Antiinflamatorio, analgé-
sico y antiviral (Li et al.,
2012).
7-Hidroxi-8-metoxicumarina
OCHj; -Antidepresivo (Yang vy
0] (o) Wang, 2016).
S. grazielae
%
H3;CO

-Antiproliferativo contra la
linea celular de melano-
ma humano (Wolny et
al., 2014).

13
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Secoxiloganina

Compuesto Especie Efectos principales
-Antiinflamatorio, antitumoral y
previene la osteoporosis
(Hwang et al., 2017).

S. tinctoria -Inhibe la proliferacion de célu-
las humanas de melanoma
S. williamsii | maligno (Dang et al., 2016).
Loganina
(Iﬁ H :// -Anticancerigeno y antiosteopo-
- rético (Wang et al., 2015b).
(@] OGlu S. tinctoria ( g )
@)
Q O XO© s. williamsii
14
= O
Swerésido
-Antiparasitario (Zebiri et al.,
2016).
S. tinctoria
-Antiasmatico (Xiao et al.,
S. williamsii | 2016)-

14
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Compuesto Especie Efectos principales
-Analgésico y anestésico local
(Okuyama et al., 1995).
S. grazielae

S. eliezeriana

0
> Pinoresinol
<
< OCHj4
9 OH Actividad no reportada
-l
O
~ OCH
%\H s S. glaziovii
HY
H5CO N
HO
OCHjs
Pinocebrina
-Antiviral (virus de la influenza
A) (Yang et al., 2016).
‘Lﬂ S. glaziovii
2 -Antidiabético (Kushwaha et al.,
- S. grazielae | 2015).
@)
ﬁ S. eliezeriana | -Antibacteriano (Chen et al.,
|u_> 2015).
11] Sitosterol -Antiinflamatorio (Wang et al.,

2015a).
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Compuesto Especie Efectos principales

S. glaziovii | -Antiinflamatorio (Wang et al.,

) 2015a).
S. grazielae
i _ | -Antitumoral (Lim et al. 2016).
S. eliezeri-
ana -Hipocolesterolemiante (Steen-

ber, 2009).

Estigmasterol

-Antitumoral (Cilla et al., 2015).

S. glaziovii | -Hipocolesterolemiante (Steen-

ber, 2009).
S. grazielae
(2]
o
-_ Campesterol
@)
14
Ll
-Inhibe la melanogénesis (Chu
@ etal., 2015).
S. glaziovii
B-Sitostenona
-Insecticida (Gonzales et al.,
2015).
S. glaziovii

Estigmastenona

16
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Cuadro 1. Perfil fitoquimico del género Simira (Moreira et al., 2014) (continuacion).

Compuesto

Especie

Efectos principales

OTROS COMPUESTOS

RO
n

a) R=CHs; n=13 Hexadecanoato de
metilo

b) R=H; n=13 Acido hexadecanoico
c) R=H; n=15 Acido octadecanoico

d) R=H; n=17 Acido eicosanoico

S. glaziovii

a) Actividad no reportada.

b) Derivados demuestran po-
tentes efectos analgésicos,
antiinflamatorios y antipiréticos
(Saqib et al., 2012).

c¢) Actividad no reportada.

d) Actividad no reportada.

Inositol

-Anticancerigeno (Dinicola et
al., 2016).

H3CO X ocH
3

H,CO

Metil trans-4-hidroxi-3-
metoxicinamato

Actividad no reportada
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1.3 Generalidades de Simira mexicana (Bullock) Steyerm.

Simira mexicana [Sickingia mexicana (Bullock)] es un arbol que mide de 2 a 6 m y tiene la
particularidad de presentar una densa pubescencia en ramas y hojas. Este hecho la dis-
tingue de la especie relacionada S. rhodoclada (Standley) Steyerm. Sus flores son rosa-
das y la corteza es café en su parte externa y rojiza en su parte interna, donde se obser-
van también manchas alargadas de color claro. Externamente presenta lenticelas, es del-
gada y con un sabor ligeramente amargo. Cuando el arbol se descorteza su madera se

oxida con facilidad y adquiere tono rojizo (Lorence, 1999) (Figura 2).

Simira sp

Figura 2. Corteza de S. mexicana (fotografia tomada de la coleccion etnobotanica, Jardin
Botanico. UNAM)
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1.4 Aspectos etnobotanicos.

En México, el nombre popular de “quina roja” se emplea para designar a una serie de es-
pecies de diferentes familias de plantas (Rubiaceae y Betulaceae) cuyas cortezas son
aparentemente similares a las de Cinchona spp, y que erroneamente se usan para tratar
el paludismo. Con el propdsito de justificar esta sustitucion de una planta por otra, Anaya
(1991) agrupd a todas estas especies en un complejo de plantas medicinales que deno-
mind “Complejo Quina”; este complejo incluye también a las llamadas quinas amarillas
que pertenecen al género Hintonia y Exostema. Ademas, se emplean como purgantes,
eupépticas, diuréticas, antipiréticas y para evitar la caida de cabello. Esta situacién genera
controversia respecto a la calidad y seguridad en el consumo de estas plantas medicina-
les. Son dos las especies de Simira que se emplean como sustitutos de la quina: Simira
mexicana y S. rhodoclada. El modo de uso, preparacion y dosificacion es variable ya que
depende principalmente de la informacién proporcionada por los vendedores. Sin
embargo, las formas de preparacion son similares a las establecidas para la quina
verdadera (Chinchona spp), es decir infusiones, macerados y cocimientos cuando se utili-

zan como febrifugo y antipaludico (Anaya, 1991).

Las cortezas de S. mexicana y S. rhodoclada son muy parecidas fisicamente, y para dis-
tinguirlas se requiere de la pericia de un botanico. Este hecho conlleva a la posibilidad de
que las cortezas se vendan indistintamente. Castillo y Monroy (2007) reportan que la es-
pecie que se vende en diferentes mercados del Estado de Morelos (Cuautla, Cuernavaca,
Axochiapan, Jojutla y Puente de Ixtla) es S. rhodoclada, bajo los nombres populares de
“cascara sagrada roja” o “quina roja”. Los vendedores en esos mercados recomiendan S.
rhodoclada contra la bilis y para el higado; su modo de preparacion consiste en hervir una
cantidad regular en un litro de agua y se bebe como agua de tiempo. En caso de usarse
para anemia, enfermedades de higado, cdélicos y vomito, se hierve un pufio de la planta
en un litro de agua y se bebe como agua de uso. Ahora bien, si se padece de diabetes, se
requiere hervir dos “cascaritas” en un litro de agua y se bebe una taza en ayunas. Cuando
se trata de problemas en la sangre, se remojan dos o tres “cascaritas” en un cuarto de
litro de agua, la cual se bebe como agua de tiempo. Finalmente, para el tratamiento de
enfermedades del cabello se emplea cascara sagrada roja, y se hierven dos “cascaritas”

en dos litros de agua y se realizan enjuagues. Especificamente si se desea evitar la caida
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de cabello y acabar con la orzuela, el modo de preparacion consiste en hervir cantidades
regulares en dos litros de agua y se aplica como enjuague del bafio (Castillo y Monroy,
2007).

Por otro lado, en un estudio realizado en dos centros regionales de acopio de plantas me-
dicinales (Axochiapan, Morelos y Jolalpan, Puebla) se detecto la presencia de S. mexica-
na como una de las especies silvestre mas comercializadas en el centro del pais para el
tratamiento de “problemas de la sangre” (Hersch, 1997).

En este contexto, se vuelve necesario caracterizar y describir las especies medicinales
que en México son comercializadas bajo el nombre comun de quina roja y asi conocer los

alcances y limitaciones del consumo de estas especies.

1.5 Generalidades sobre las monografias de plantas medicinales
de la OMS.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017), se define como medi-
cina tradicional al conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias,
creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usa-
dos para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagnéstico, la

mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales.

A través del tiempo la medicina tradicional ha adquirido mayor relevancia ya que desem-
pefia un papel importante en el tratamiento de diversas patologias, fundamentalmente en
los paises en desarrollo. Aproximadamente el 80 % de la poblacion en estos paises recu-
rre a este tipo de medicina para satisfacer sus necesidades primarias de salud, mientras
que en paises desarrollados la gente utiliza este tipo de medicina pues la considera natu-

ral y por lo tanto, errébneamente inocua (Prieto-Gonzalez et al., 2004).

Ante esta situacion, el interés por regular el uso de las plantas medicinales y los productos
herbolarios ha ido en aumento, puesto que la mayoria de estos productos son de venta
libre y por lo tanto fomenta la automedicacién, ademas de que su preparacion, en muchos
casos, solo se basa en el conocimiento empirico de la sociedad. Estas circunstancias au-

nadas con la falta de un seguimiento médico generan dudas acerca de la seguridad, efi-
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cacia y calidad de los productos herbolarios utilizados y, por lo tanto, sobre su idoneidad
terapéutica. Otro obstaculo que impide el uso racional de la medicina herbolaria es la au-
sencia de proveedores calificados y autorizados, situacién que provoca incertidumbre so-
bre la identidad del producto adquirido (OMS, 2000; 2004). En conjunto con este hecho se
encuentra la problematica derivada entre los paises al tener diferentes conceptos acerca
de lo que son las plantas medicinales y sus derivados, lo que genera que la autorizacion y
comercializacion de estos productos no sea de forma homogénea al igual que las especi-

ficaciones sobre calidad, inocuidad y eficacia (OMS, 1998a).

Como respuesta a esta demanda, la OMS a través de la Asamblea Mundial de la Salud
(WHA) emiti6 una serie de resoluciones (WHA31.33, 1978; WHA40.33, 1987 vy
WHA42.43, 1989) en las cuales convocaba a los paises miembros y asociados que desa-
rrollaran estrategias para asegurar la seguridad, eficacia y calidad de los productos medi-
cinales a base de plantas (OMS, 1998b).

En este contexto, y como resultado de las recomendaciones de la Conferencia Internacio-
nal de Autoridades Reguladoras de Drogas (ICDRA), la OMS también se planteé la nece-
sidad de revisar y analizar diversas farmacopeas (India, Britanica, China, Europea, entre
otras), con el objetivo de elaborar una lista de las plantas medicinales mas utilizadas y las
especificaciones que sus preparados debian de cumplir a fin de establecer los parametros
de calidad, inocuidad y eficacia. Posteriormente, la OMS publicé varias guias y cinco vo-
lumenes de monografias de plantas medicinales ampliamente utilizadas a nivel global
[World Health Organization (WHO, 1999, 2002, 2007a, 2009)], con el propdsito de fomen-
tar la regulacién de plantas de uso global y de crear modelos para que los paises miem-
bros elaboraran sus propias monografias. Las monografias tipo OMS estan conformadas
por dos partes: en la primera se hace un resumen farmacopeico cuyo objetivo es el ase-
guramiento de la calidad, la cual incluye pruebas de identidad botanica (descripcion ma-
croscopica y microscépica de la droga vegetal), y quimica (reacciones frente a reactivos
caracteristicos y perfiles cromatograficos); ensayos de pureza (presencia de otros vegeta-
les, metales pesados, pesticidas, humedad y microorganismos, asi como determinacion
de cenizas), y pruebas de composicién (cantidad de principios activos y/o marcadores); la
segunda parte esta integrada por una revisién integral de la literatura cientifica, incluyendo
los principales constituyentes quimicos de las plantas; estudios farmacolégicos, toxicol6-
gicos y clinicos, asi como informacién detallada sobre advertencias de uso, contraindica-

ciones, precauciones, reacciones adversas y dosificacion. De manera adicional, se inclu-
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yen indices acumulativos de todas las monografias publicadas con los nhombres cientificos

y comunes.

Como respuesta a las iniciativas de la OMS, algunos paises decidieron elaborar sus pro-
pias monografias y/o documentos oficiales a fin de recopilar la mayor informacién acerca
de la seguridad, eficacia, inocuidad y composicién quimica de las plantas medicinales
mas utilizadas por sus respectivas poblaciones y asi mantener un control de calidad en la
produccién, comercializaciéon y prescripcion de los productos fitoterapéuticos y drogas
crudas. Un ejemplo a destacar lo constituye la Comunidad Europa, que en 1989 fundo la
Cooperativa Cientifica Europea de Fitoterapia (ESCOP) con la finalidad de establecer las
bases y criterios para la evaluacion de productos herbolarios y asi contribuir a la acepta-
cion y consumo seguro de éstos. Las monografias publicadas por la ESCOP contienen la
siguiente informacién: componentes principales, aspectos terapéuticos (usos), efectos
secundarios y contraindicaciones. A finales de los 90’s, se publicaron 60 monografias
ESCOP y posteriormente todas fueron actualizadas y ampliadas para el primer volumen
de la segunda edicion publicada en 2003, ademas de que se incluyeron 20 monografias
mas (ESCOP, 2017).

En México, las autoridades de salud han hecho poco para garantizar el uso racional de las
mas de 3,000 especies con atributos medicinales. No fue sino hasta afnos recientes, y
quizas como una respuesta a las demandas de la OMS, que la Secretaria de Salud publi-
co6 en 2001 la primera edicién de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexi-
canos (FHEUM), documento que contiene 41 monografias de plantas y 23 monografias
de aceites esenciales de mayor consumo, y que abarca aspectos de seguridad, prepara-
cion y almacenamiento de las plantas. De igual forma contiene procedimientos generales
de analisis, con el fin de establecer las especificaciones que deben cumplir las plantas y
sus derivados fitoterapéuticos, y los métodos validados para llevar a cabo el analisis del
material vegetal. Posteriormente, en 2013, se publicé una segunda ediciéon que contiene
un mayor numeros de especies autdctonas, sin embargo, el trabajo es aun insuficiente si

se considera el nUmero de especies utilizadas.

Es asi como las monografias tipo OMS constituyen una importante herramienta para el
sector salud, pues ademas de regular el uso terapéutico de las plantas, también propor-
cionan elementos para garantizar su calidad, ya que los productos herbolarios que se co-
mercializan pueden ser sustituidos y/o adulterados con otras plantas de morfologia o

nombre popular similar. En este contexto, la OMS continua desarrollando estrategias, do-

22



ANTECEDENTES

cumentos y métodos que permitan la regulacion del uso de la medicina tradicional, te-
niendo como ejemplo la estrategia sobre medicina tradicional 2014-2023, que tiene como
objetivos aprovechar la contribucion de la medicina tradicional a la salud y promover la
utilizacion segura y eficaz de la misma a través de la reglamentacién y la investigacion,
asi como mediante la incorporacion de productos, profesionales y practicas en los siste-
mas de salud (OMS, 2013).

1.6 Control de calidad de plantas medicinales

Debido al incremento en el uso de plantas medicinales como principal eleccién para pro-
curar el alivio de diversas enfermedades, tanto en paises desarrollados como en aquellos
en vias de desarrollo existe un marcado interés por garantizar la calidad de las drogas
crudas y preparados herbolarios derivados de los mismos. La calidad de las plantas medi-
cinales es la base para garantizar su seguridad y eficacia (Cafigueral et al., 2005). De alli
la importancia de establecer los criterios de calidad de las mismas. Dentro de las primeras
soluciones propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para asegurar la
calidad de las drogas crudas y preparados herbolarios, fue la publicacion en 1988 del do-
cumento “Quality Control Methods for Medicinal Plant Materials” en el cual se establecen
las recomendaciones y procedimientos para el aseguramiento de la calidad, cabe men-

cionar que este documento fue actualizado en 2011(OMS, 2017b).

La evaluaciéon de la calidad engloba parametros de identidad, pureza y composicién de

drogas crudas y/o preparados herbolarios.

1.6.1 Pruebas de identidad.

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

tando sustituciones o adulteraciones que afecten la salud de los consumidores.
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e Pruebas de identidad botanica

Este tipo de pruebas consisten en la identificacion correcta de la droga cruda, mediante el
uso de la definicién botanica, su caracterizacidon microscépica y macroscopica e incluso a
través de la comparacion con materiales de referencia. Las pruebas de identidad son uti-
les para determinar que la planta es la especie requerida, asi como asegurar que se utili-

ce la droga cruda correcta (Bandaranayake, 2006).

e Pruebas de identidad quimica

La evaluacién de la identidad quimica esta enfocada principalmente a la deteccion de
compuestos marcadores y a la obtencion de perfiles cromatograficos caracteristicos apli-
cando métodos analiticos de vanguardia. Los compuestos marcadores se definen como
constituyentes quimicamente definidos, utiles para fines analiticos, independientemente
de que presenten actividad o no. Existen diferentes tipos de marcadores (componentes
terapéuticos, activos, sinérgicos, mayoritarios, toxicos, entre otros) 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 y se denominan marcadores activos. Actualmente, los tipos de marca-
dores que pueden ser identificados en las drogas crudas o preparados herbolarios se es-

pecifican en las monografias y farmacopeas (Li, et al., 2008).

Por otro lado, para la generacion de los perfiles cromatograficos, la investigacion se ha
apoyado de diversas técnicas cromatograficas, incluyendo la cromatografia en capa del-
gada (CCD), la Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) y la cromatografia de
gases (CG) (Liang, et al., 2009).

Considerada como una técnica cromatografica sencilla, la CCD puede proporcionar infor-
macién de manera rapida y confiable sobre la presencia o ausencia de los metabolitos
caracteristicos de las drogas crudas o bien de sus productos de degradacién presentes en
los extractos preparados a partir de las mismas. Sin embargo, esta técnica presenta algu-
nas desventajas como su baja sensibilidad y resolucién lo que impide la deteccion de

compuestos presentes en trazas.
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Otra de las técnicas es la CLAE, la cual se ha popularizado en los ultimos afos, debido a
las caracteristicas que ofrece, como la robustez, la facilidad para su operacion, la selecti-
vidad y principalmente el acoplamiento de esta técnica, con diversos detectores (UV/VIS,
indice de refraccién y espectrometria de masas) que dan informacién sobre la identidad
de los componentes presentes en las mezclas complejas de los extractos y otros prepara-

dos.

Actualmente se han desarrollado otras metodologias, dentro de las cuales, se encuentra
la Cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (CLUE), una nueva categoria que aprove-
cha los principios establecidos de la CLAE usando columnas con particulas de tamano
inferior a los 2 uym, debido a su novedosa instrumentacion, la CLUE soporta presiones
mas elevadas para producir separaciones rapidas con sensibilidad y resolucion mayores.
La CLUE permite también reducir notablemente los tiempos de analisis y en consecuencia
el consumo de disolvente y muestra, ademas de que, esta técnica también puede aco-
plarse con diferentes detectores. Cabe mencionar que los métodos de acoplamiento com-
binan las capacidades de separacion de la cromatografia con las de deteccién cuantitativa
y cualitativa de los métodos espectrales tales como infrarrojo, resonancia magnética nu-
clear y masas, entre otros. Asi, el acoplamiento de cromatografia liquida-espectroscopia
de masas, es una herramienta poderosa para el analisis de muestras complejas. Estos
acoplamientos permiten reunir las ventajas de una técnica de separacion con una herra-
mienta de identificacion. De esta forma, pueden registrarse espectros de masas a lo largo
de toda la separacién cromatografica y registrarse inequivocamente los picos y comprobar
incluso su pureza, es decir si la separacion ha sido completa o se ha producido en algun

momento la co-elucién de dos compuestos (Quintela et al., 2005).

¢ Pruebas de identidad genética

Recientemente este tipo de pruebas ha complementado las estrategias clasicas para la
evaluacion de la identidad de las drogas crudas. Las pruebas de identidad genética con-
sisten en el andlisis de los marcadores moleculares, los cuales, son unicos, estables y
especificos para cada especie, y no estan influenciados por la edad, las condiciones fisio-
l6gicas 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 (Kirana, et al.,
2010).
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1.6.2 Pruebas de pureza.

Las pruebas de pureza permiten garantizar que las drogas crudas estén libres de conta-
minantes como microorganismos, radioactividad, metales pesados, residuos de plaguici-
das, insectos, piedras, arena y todo aquello que no pertenezca a la materia prima. Gene-
ralmente, estas pruebas son de caracter general, es decir se realizan de acuerdo a proce-
dimientos bien establecidos en las farmacopeas y directrices de la OMS (WHO 2007b).
Las pruebas de pureza que se determinan con mayor frecuencia son: materia extrana,

cenizas totales, microorganismos, aflatoxinas, plaguicidas y radioactividad.

1.6.3 Pruebas de composicion

Las pruebas de composicién consisten en la cuantificacion de los principios activos, si
estos son conocidos, o de los marcadores en las drogas crudas y/o preparados herbola-
rios con la finalidad de garantizar la obtencion de extractos estandarizados y cuantifica-
dos. Se definen como principios activos a los compuestos responsables de las propieda-
des terapéuticas de las drogas. En las monografias se especifica su contenido. Una de-
terminacion cuantitativa de los principios activos durante los estudios de estabilidad de los
productos herbolarios provee informacion necesaria para conocer sus fechas de caduci-
dad (Sahoo, et al., 2010).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Debido al incremento en el interés de la poblacion por el uso de plantas medicinales, di-
versas organizaciones nacionales e internacionales han impulsado el desarrollo de meto-
dologias y técnicas analiticas que permitan determinar la identidad, pureza y calidad de
las mismas. Algunas de estas metodologias consisten en la descripcion botanica de las
plantas o partes de ella, los analisis micro y macroscoépicos, asi como los métodos de
analisis para establecer los compuestos activos y/o marcadores en los diferentes prepa-
rados y drogas crudas. Indudablemente, la aplicacion de estas tecnologias permitira ga-

rantizar la calidad de estos productos y evitar posibles adulteraciones y/o sustituciones.

Tomando en consideracion la propuesta realizada por la OMS, en 2001, la Secretaria de
Salud publicé la primera edicion de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Me-
xicanos y, posteriormente, en 2013 la segunda edicién. Sin embargo, la gran riqueza her-
bolaria de nuestro pais, el amplio uso y el comercio de las plantas medicinales con fines
curativos, las monografias de especies autéctonas de amplio uso médico tradicional resul-
tan aun muy limitadas ya que no se dispone de la informacion cientifica necesaria para
integrarlas adecuadamente (FHEUM, 2013). Es asi que en México aun persiste una ca-
rencia notable de estandares para el control de calidad de las plantas y sus preparados.
De igual manera, la informacion acerca de la eficacia, inocuidad, desarrollo sustentable,
composicion quimica y otros aspectos farmacéuticos de las mismas es limitada y en oca-

siones nula.

Dentro de las plantas mas comercializadas en México se encuentran algunas pertenecien-
tes al género Simira, incluyendo S. mexicana. Estas especies son ampliamente utilizadas
en nuestro pais como sustituto de la quina para el tratamiento de malaria y fiebre. De alli

la importancia de establecer no solo su eficacia y seguridad, sino las pruebas de calidad.

2.2 Objetivo general

o Establecer las pruebas de identidad quimica y composicién de la droga cruda de S.
mexicana, con la finalidad de generar parte de la informacion cientifica necesaria para

integrar su monografia Farmacopéica y tipo OMS. El establecimiento de estas prue-

27



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

bas, en conjunto con las pruebas de eficacia y seguridad garantizaran el uso racional

de este importante recurso natural.

2.3 Objetivos particulares

Para el cumplimiento del objetivo principal, se establecieron los siguientes objetivos parti-

culares.

¢ |dentificar los constituyentes mayoritarios de la infusion mediante un estudio fito-

quimico convencional.

e Obtener los perfiles cromatograficos de la infusion de la planta mediante la aplica-
cion de técnicas cromatograficas incluyendo la de capa delgada (CCD) y la de li-

quidos de ultra eficiencia (CLUE).

e Desarrollar y validar un método analitico por CLUE-ESI/MS que permita la cuantifi-
cacioén de los productos mayoritarios del extracto acuoso de la corteza de S. mexi-
cana. Los parametros de desempefio del método a evaluar son: precision y lineali-

dad del sistema, exactitud, recobro, limites de cuantificacion y deteccién.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal.

La corteza de la especie medicinal Simira mexicana (Bullock) Steyerm. (Rubiaceae), fue
recolectada en el estado de Guerrero, México, en Octubre de 2015. La corteza seca se
almaceno en condiciones de oscuridad, en un lugar seco, cerrado y a temperatura am-
biente. La identidad y la clasificacién de la especie fueron establecidas por el Dr. Robert
Bye y la M. en C. Edelmira Linares (Instituto de Biologia, UNAM). La muestra de herbario
(No. voucher: Bye y Linares 2811) fue depositada en el Herbario Nacional (MEXU), Institu-
to de Biologia, UNAM.

3.2 Procedimientos generales.

3.2.1 Analisis cromatograficos.

Los analisis cromatograficos cualitativos en capa fina (CCD) se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas
con gel de silice (60 F2s4 Merck, malla de 3.5-7.0 mm ASTM), de diferentes dimensiones y
empleando diversos sistemas de elucion. Como agentes cromégenos se emplearon una
solucion de sulfato de cérico amoniacal (Sigma Aldrich) en H.SO4 (J.T. Baker) y el reactivo
de Dragendorff (Maldoni, 1991). Por otra parte, se efectué una cromatografia tipo flash en
un cromatografo CombiFlash® Rf System (Teledyne Isco, Inc; NE, EE.UU.), equipado con
un detector UV/Visible de arreglo de fotodiodos (PDA) y otro evaporativo de dispersion de
luz (ELSD) y una bomba binaria. Los analisis por cromatografia de liquidos de alta efi-
ciencia (CLAE) a nivel analitico y/o preparativo, se realizaron utilizando un cromatografo
de liquidos marca Waters, equipado con detectores PDA y ELSD; éste ultimo se utilizé
bajo las siguientes condiciones: ganancia 100; presion de gas 40 psi; nebulizador en mo-

do de calentamiento; temperatura del tubo 50°C + 25°C y una columna XBridge Shield
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RP18. El control del equipo, el procesamiento y la manipulacion de los datos se realiz6

utilizando el programa Empower versién 3 (Waters).

Finalmente, el desarrollo de las pruebas de composicion de la droga cruda se efectud en
un cromatografo de liquidos de ultra eficiencia (CLUE) clase H marca Waters (Milford, MA,
EE.UU.), equipado con una bomba cuaternaria, un inyector automatico, un horno para
columna y un detector PDA acoplado a un detector de masas SQD2 (cuadrupolo simple)
con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI). El control del equipo, la adquisicion
de datos, el procesamiento y manipulacion de la informacion se efectuaron utilizando el
programa MassLynx® version 4.1 (Waters). Todos los analisis en el CLUE se llevaron a
cabo en una columna BEH C-18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um) (Waters). La Tabla 1 muestra el
gradiente de la fase mévil empleada, la cual consistio en una mezcla binaria compuesta
por CH3CN-H-O acida (0.1% acido férmico). La longitud de onda empleada para la detec-
cion fue de 270 nm, con un flujo de 0.3 mL/min y un volumen de inyeccién de 3 uL. La
respuesta utilizada para evaluar los parametros de validacién fue el area bajo la curva

(ABC). Todos los analisis se realizaron a una temperatura de 40°C.

Tabla 1. Gradiente de elucion utilizado en el analisis cromatografico por CLUE-ESI/EM para el

establecimiento de los perfiles cromatograficos de S. mexicana.

Tiempo (min) Acido férmico acuoso CHsCN (%)
(0.1%)
0 88 12
8 78 22
10.5 60 40
12 0 100

3.3 Caracterizacién de los productos naturales.

La determinacién de la estructura molecular de los productos naturales aislados se realizé

mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos (IR y RMN) y espectrométricos.

Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato Fisher-Johns (Thermo Scientific,

P12144Q) y se reportan sin corregir. Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en
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un espectrofotémetro modelo Bruker Tensor 27, utilizando las técnicas de pastilla de KBr

y pelicula.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 400 MHz ('H) y 100 HMz (*3C)
se registraron en los equipos Varian VNMRS y Bruker Avance [lI-400. Los desplazamien-
tos quimicos (®) se expresan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS) utilizado
como estandar interno y DO, metanol-ds y DMSO-ds como disolventes. El registro de los
espectros de RMN se efectuo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la
Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, y en el Instituto de Quimica, UNAM.

Los analisis por espectrometria de masas se realizaron por la técnica de electrospray
(ESI) en el modo positivo (ESI+) y negativo (ESI-) en un espectrometro de masas SQD2
(Waters, Milford, MA, EE.UU.). Las condiciones del equipo en el modo de ionizacién posi-
tivo fueron las siguientes: temperatura del capilar, 150°C; voltaje de la fuente, 4.5 kV; y
3.0 kV para el voltaje del capilar. Para el modo de ionizacién negativo las condiciones
utilizadas fueron: temperatura del capilar: 150 °C y 4.5 kV para la fuente voltaje dely 2.5V
para el voltaje del capilar. Fue utilizado como gas acarreador el nitrégeno (450 L/hr). El
control del instrumento y el analisis de datos se realizaron utilizando el programa

MassLynx® version 4.1 (Waters).

3.4 Preparacion de los extractos organico y acuoso.

La preparacién del extracto organico en mediana escala de la especie objeto de este es-
tudio se realiz6 a partir de 500 g de material vegetal seco y molido, mediante un proceso
de maceracién a temperatura ambiente, utilizando como disolvente de extraccién metanol
(2 L). Este proceso se repitié tres veces, posteriormente se filtré y concentré a sequedad
para reunir 105.3 g de extracto vegetal bajo la forma de un residuo naranja oscuro. Por
otra parte, el extracto acuoso se preparé mediante la técnica de infusién a partir de 50 g
de corteza molida y 1 L de agua destilada hirviendo; el extracto resultante se dejé reposar
durante 20 minutos. Al finalizar el tiempo de extraccion, el infuso se filtré6 y concentré a
sequedad en un rotaevaporador Buchi® RIlI adaptado a una bomba de vacio V-710 (BU-
CHI Labortechnik AG, Flawil, Suiza), obteniéndose 11.4 g de extracto como un residuo

rojo oscuro.
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3.5 Obtencién de los analitos a partir del extracto organico de la
corteza de S. mexicana.

3.5.1 Fraccionamiento preliminar

El extracto organico seco obtenido en el inciso anterior se sometié a un fraccionamiento
preliminar empleando cromatografia tipo flash, utilizando 4 g de muestra y 40 g de gel de
silice (RediSep Rf Gold Si-gel) como fase estacionaria. Como fase movil se empled un
gradiente de hexano, CHCIl; y MeOH, en orden creciente de polaridad, con un flujo de 40
mL/min y un tiempo de corrida de 63.6 min. Las fracciones obtenidas se reunieron con
base en la similitud cromatografica observada en los perfiles en el UV y ELSD. Este pro-
ceso generd un conjunto de diez fracciones primarias (F1—F10) compuestas cada una de
diferente numero de subfracciones de 25mL. La Tabla 2 y la Figura 3 resumen el proceso

cromatografico correspondiente al fraccionamiento preliminar del extracto de S. mexicana.

3.5.2 Fraccionamiento secundario de F9 del extracto organico.

Una vez que se reunieron las fracciones obtenidas del proceso anterior, la Fo (1.72 g) se
sometié a un fraccionamiento secundario via cromatografia en columna tipo flash, utili-
zando 60 g de gel de silice como fase estacionaria (RediSep Rf Gold Si-gel), y un gradien-
te entre CHCI; y MeOH como fase mévil en orden creciente de polaridad, con un flujo de
50 mL/min y un tiempo de corrida de 65 min. Este proceso condujo a la obtencién de un
conjunto de diez fracciones secundarias (Fa— F,) reunidas con base en la similitud croma-

tografica observada con los detectores en el UV y ELSD (Tabla 3) (Figura 3).
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Tabla 2. Fraccionamiento preliminar del extracto de S. mexicana.

Flujo: 40 mL

Fase Movil Volumen total
Hex 100%
l 565.5 mL

CHCI3 100%
CHCI3 100%
l 436 mL
CHCI3 100%
CHCI3 100%
l 1, 590 mL

MeOH 100%

MeOH 100%
l 577.2 mL

MeOH 100%

F1(1-8)

F2 (9-22)
F3 (23-32)
F4 (33-68)
F5 (69-74)
F6 (75-86)
F7 (87-89)

F8 (90-96)

F9 (97-100)

F10 (101-110)

Clave fraccion primaria (subfrac-
ciones reunidas)

Tabla 3. Fraccionamiento secundario de Fo del extracto organico de S. mexicana.

Fase Movil

CHCI3 100%

}

CHCI3 100%

CHCI3 100%

|

MeOH 100%

Flujo: 50 mL

Volumen total

F1(1-17)
92 mL F2 (18-23)
F3 (24-31)
F4 (43-50)
F5 (51-56)

2,300 mL

Clave fraccion secundaria (subfracciones reunidas)

F6 (57-66)
F7 (87-89)
F8 (67-76)
F9 (77-98)

F10 (99-106)
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3.5.3 Fraccionamiento terciario de Fi derivada del extracto organico.

El analisis cromatografico por CLAE de la fraccion secundaria F, (303.6 mg) se llevé a
cabo utilizando una columna XBridge Prep Shield RP18 (5 um, 19 x 250 mm) y como fase
movil una mezcla binaria de agua acida (A, 0.1% &acido formico) y CH3sCN (B), con el si-
guiente gradiente de elucion: 0 min: 95% A; 15 min: 75% A; 25 min: 75% A; 30 min: 100%
B. El volumen de inyeccion fue de 250 uL con un flujo de 17.1 mL/min, y una longitud de
onda de deteccion de 270 nm. Este proceso permitio el aislamiento y la purificacién de los

cuatro compuestos de interés (Figura 3)

Figura 3. Fraccionamiento, separacion y purificacién de los principales componentes del extracto

organico de S. mexicana.

Extracto organico de Simira mexicana

Cromatografia tipo Flash
Hex—-CHCl3 -MeOH

Fi—Fs Fe F7-Fs Fo F1o

Cromatograf tipo Flash

CHCl3 -MeOH

Fa- Fp Fe- Fy Fi F

CLAE preparativo
CH3CN —H20 (0.1% FA)

F Fu Fu Fiv Fvvm
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3.6 Ensayos de composicion.

3.6.1 Establecimiento de los perfiles cromatograficos.

El analisis cromatografico cualitativo por CLUE-ESI/EM de los extractos acuoso y organi-
co de S. mexicana, utilizando las condiciones de analisis indicadas en el inciso 3.2.1 de
esta seccion experimental, permitié identificar cuatro metabolitos como los principales
componentes presentes en los extractos analizados. La identificacion se realizé mediante
el andlisis comparativo de sus tiempos de retencidn, espectros de masas y la co-elucién
con los productos puros caracterizados en el presente estudio. Las disoluciones de los
extractos acuoso, organico y los estandares se prepararon a una concentracién de 250

pug/mL utilizando H20 como disolvente.

3.7 Validacion del método analitico para cuantificar al palicésido

(1).

Las condiciones del método analitico por CLUE-ESI/MS para cuantificar al compuesto 1,
producto mayoritario presente en los extractos analizados de S. mexicana, se describio en
el parrafo anterior. La validacion del método analitico se realizdé de acuerdo a los criterios
establecidos en la Guia de Validacion de Métodos Analiticos de la International Conferen-
ce on Harmonisation (ICH; Q2 (R1) 2005). Los parametros de calidad evaluados se des-

criben a continuacion:

3.7.1 Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema se evalud preparando cuatro curvas de calibracion del palicésido
(1) a las concentraciones de 5, 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL. Cada curva se prepardé me-
diante diluciones independientes a partir de una solucion stock (1 mg/mL). El analisis es-

tadistico de los datos se realizé mediante una regresion lineal entre las variables concen-
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tracion (x) y area bajo la curva (y). Los parametros estadisticos calculados fueron: orde-
nada al origen (bo), pendiente de la recta (b1), coeficiente de determinacion (r) y coeficien-
te de correlacion (r?). Los criterios de aceptacion establecidos para esta caracteristica de
calidad son: r> > 0.98; r 2 0.999 (ICH; Q2 (R1) 2005).

3.7.2 Linealidad del método y exactitud.

La linealidad del método se determind mediante la preparacion, por sextuplicado, de una
curva de calibracién del palicosido (1) a las concentraciones de 20, 40 y 80 pg/mL. A cada
concentracion se adicioné un volumen constante (0.5 mL) de la infusién de S. mexicana
(matriz de trabajo) a una concentracion de 250 ug/mL. Con los datos obtenidos se deter-
mind la linealidad del método mediante un analisis de regresién lineal entre la cantidad
adicionada (x) y la cantidad recuperada (y), y se calcularon los siguientes parametros es-
tadisticos: bo, b1, r y r?. Los criterios de aceptacion establecidos para esta caracteristica de
calidad son: r> > 0.98; r 2 0.999 (ICH; Q2 (R1) 2005).

Por otro lado, para determinar la exactitud del método se calculé el porcentaje de recobro

para cada muestra adicionada por medio de la siguiente ecuacion:

y cantidad recuperada 100
recobro = X
° cantidad adicionada

Finalmente, se calculd para cada nivel el promedio aritmético y el coeficiente de variacion
(CV). El método analitico es exacto si los porcentajes de recobro se encuentran en un
rango entre el 98-102% vy el coeficiente de variacion no es mayor del 2% (ICH; Q2 (R1)
2005).

3.7.3 Precision del sistema.

La precision del sistema se estimo6 a través del calculo de los parametros de la repetibili-
dad y la reproducibilidad (precision intermedia del sistema). La primera, se evalué median-

te la preparacion, por sextuplicado, de una muestra de palicésido (1) a la de concentra-
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cion de 80 pg/mL. La respuesta analitica obtenida permitié calcular la desviacién estandar
(DE) y el CV. El criterio de aceptacion para esta caracteristica de calidad establece que el
CV no debe ser mayor al 2% (ICH; Q2 (R1) 2005). El segundo parametro de desempefio
se determind mediante el analisis, por triplicado, de una disolucion a la concentracion de-
40 pg/mL de palicésido (1) adicionada a la matriz de trabajo. Con el area bajo la curva
obtenida como respuesta analitica, se calcul6 la media aritmética (X), la DE y el CV. Para

cumplir con este parametro se requiere que el CV sea menor al 2% (ICH; Q2 (R1) 2005).

3.7.4 Limite de cuantificacion y limite de deteccion.

La evaluacion de los limites de deteccion (LD) y de cuantificacién (LC) se realizé mediante
la construccidon de una curva de calibracion con una serie de disoluciones a partir de la
solucién de referencia. Las disoluciones empleadas contenian las concentraciones de
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 pg/mL del compuesto 1. Se evaluaron tres réplicas por con-
centracion y el area bajo la curva (ABC) del pico correspondiente al pico de la referencia
de cada réplica se graficd con respecto a la concentraciéon de la referencia en cada diso-
lucion. Para el calculo de la ordenada al origen (bo), la pendiente de la recta (b1), el coefi-
ciente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?), se realizé un analisis de
regresion lineal simple. Asi, los LD y LC fueron determinados de acuerdo a las siguientes

ecuaciones:

5 33%8, Lo 10%8,,
b, b,

3.7.5 Cuantificacion del compuesto 1 presente en el extracto acuoso de S.
mexicana.

Una vez que se validé el método analitico, se realiz6 la cuantificacion del palicésido (1) en
los extractos organicos (lote 1y 2) y acuoso, para ello, diez miligramos de cada muestra
problema disueltos en 10 mL de H2O se filtraron a través de membranas de nylon Acro-

disc® de 0.2 mm y de 13 mm de diametro. El palicésido (1) presente en cada muestra se
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cuantificod registrando su perfil cromatografico utilizando las condiciones analiticas indica-

das en el inciso 3.2.1 para el método en CLUE y midiendo el area bajo la curva del com-
puesto de interés.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La estrategia general utilizada para cumplir con el objetivo general de este trabajo se re-
sume a continuacion: en primer lugar, se prepararon los extractos organico y acuoso de S.
mexicana utilizando las técnicas de maceracién e infusion, respectivamente. Enseguida
se buscaron y optimizaron las condiciones de analisis por CLUE-ESI/EM para cada ex-
tracto; al término de este proceso se determind la naturaleza de los compuestos mayorita-
rios. Por ultimo, se desarrollé y valido un método analitico para cuantificar el compuesto

marcador.

4.1 Obtencidén y caracterizacion de los compuestos marcadores a
partir del extracto organico obtenido de la corteza de S. mexicana

A partir de un analisis preliminar de los perfiles cromatograficos del extracto organico y de
la infusiéon de S. mexicana se decidié realizar la separacion y purificacién de los compo-
nentes mayoritarios presentes en el extracto organico. Mediante la aplicacion de diversos
procedimientos cromatograficos de tipo flash y de alta resolucion; se logré el aislamiento y
purificacién de varios alcaloides del tipo inddlico incluyendo el palicésido (1), el harmano
(2), y las ofiorinas A 'y B (3 y 4). Las estructuras y rendimientos de estos productos se in-
dican en la Tabla 4. Cabe mencionar que de los cuatro productos aislados, el palicdsido
(1) es un producto natural nuevo en el género Simira, y las ofiorinas Ay B (3 y 4) no han
sido reportadas en la especie, estos alcaloides estan presentes en Ophiorriza spp y
Simira glasovii (Bastos, et al., 1999; Aimi, et al., 1985). Por otra parte el harmano (2) ya se
encontraba descrito en la especie (Castafieda et al., 1991). De manera general todos los
compuestos se caracterizaron por métodos espectroscopicos (H y *C-RMN e IR) y es-
pectrométricos (EM), mediante la comparacion de la informacién obtenida en el presente
estudio con la descrita previamente en la literatura. Ademas, cabe mencionar que todos

los alcaloides reaccionaron de forma positiva frente al reactivo de Dragendorff.
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Tabla 4. Metabolitos secundarios aislados del extracto organico de la corteza de S. mexicana.

Compuesto Rendimiento Fuente natural anterior
(mg) (referencia)

(904) 1. Hojas de Palicourea marcgravii
(Morita et al., 1989).

Palicésido (1)

— (225.6) 1. Corteza de S. mexicana (Mata
\ N etal., 1991)
2.- Numerosas fuentes naturales

N CH3
H

Harmano (2)

— COO° (6.4) 1. Hojas de Ophiorriza spp. (Aimi,
& NS H et al., 1985).
” 0 2. Corteza de Simira glasiovii
HO N (Bastos, et al., 1999).
o O
HO
HO OH
Ofiorina A (3)
— H (10.1)
NZ ; 1. Hojas de Ophiorriza spp. (Aimi,
> CO0 etal., 1985).
N o}
Ho | H 2. Cotteza de Simira glasiovi
X (Bastos, et al., 2002).
0]
HO o
HO OH

Ofiorina B (4)
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4.1.1 Obtencioén y elucidacion estructural de palicésido (1).

Durante la preparacion de la muestra del extracto organico para el fraccionamiento preli-
minar, precipité de manera espontanea un solido amarillo palido (900 mg), con un punto
de fusion de 210 - 214 °C. [Reportado 206-208°C (Morita et al., 1989)]; que se caracterizé

como palicosido (1).

La férmula molecular de palicésido (1) se establecié por ESI/ EM en modo positivo como
C27H34N20g; cuyo ion molecular obtenido se aprecia en una relacién de masa carga (m/z)
de 531 [M+H]*. Mediante el analisis de los espectros de IR [(FTIR-ATR) vmax. 3260, 2909,
1640, 1550 cm™] y RMN ('H y 3C) (Tabla 5) se establecié que el producto natural era el
glucésido de la desmetilestrictosidina o palicosido (Morita et al., 1989). Asi, el espectro de
RMN-"3C (Figura 5) presento 27 sefiales de la cuales seis corresponden a la glucosa, 11
a la porcién tetrahidro-B-carbolina, y las restantes a una unidad de acido 3-vinil-3,4-
dihidro-2H-pirano-5-carboxilico, que biogenéticamente deriva de la secologanina (Morita
et al., 1989).

En el espectro de RMN-'H (Figura 4) se observaron cuatro grupos de sefiales: el prime-
ro, corresponde a un sistema AA'BB' caracteristico del anillo carbociclico del indol (H-9 a
H-12, Tabla 5); estas sefiales, en conjunto con las sefiales multiples en dy 2.5-3.12 con-
forman los protones de la unidad B-carbolina. El tercero corresponde a los hidroégenos de
la porcién 3-vinil-3,4-dihidro-2H-pirano-5-carboxilico en &4 5.32 (H-18a), o4 5.25 (H-18b) y
On 5.56 (H-21); el cuarto conjunto de sefales corresponde a las del monosacarido. Los
cuadros de conectividad observados en el espectro COSY (ANEXO 1) y las constantes de
acoplamiento de los hidrégenos confirman que el azucar es la glucosa. Finalmente, se
aprecian de forma aislada dos sefiales simples, uno corresponde al grupo NH en &x

10.75y, el otro a un metilo sobre nitrégeno (61 2.43).
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Tabla 5. Datos espectroscopicos de RMN para el alcaloide palicésido (1) en DMSO-ds ('H a 400

HMz; '3C a 100 MHz).

Posicion dc o (mult, J en HMBC Posicion dc on (mult, J HMBC
de [Hz]) de en [Hz])
carbono (‘H-"C) carbono ('H-"C)
1-NH - 10.75 (s) 15 31.2 3.15 (m)
2 135.2 - 16 112.5 -
3 56.4 3.85(d, 11.0) 17 152.3 7.55 (s) 15, 16, 21,22
4- NCH; 40.1 2.50 18 118.4 5.32(d, 17.5) 19, 20
5.25(d, 10.7)
5 45.6 3.12,2.95 (m) 19 135.6 5.82 (ddd, 15, 20, 21
6.8, 10.7,
17.5)
6 16.3 2.85,2.54 (m) 20 44 4 2.56 (m)
7 105.7 - 21 96.3 5.56 (d, 8.8) 15,17,19, 1°
8 127.1 - 22 169.0 -
9 117.9 7.41(d,7.7) 13,11,7,8 1’ 99.2 4.63 (d, 7.8) 2,3
10 118.6 6.98 (t, 7.4) 8, 12 2’ 73.5 3.02 (m)
11 120.9 7.06 (ddd, 1.3, 9,13 3 77.7 3.17 (m)
7.0,8.1)
12 1113 7.30(d, 7.9) 8,10 4 70.4 3.08 (m)
13 136.2 - 5 77.1 3.24 (m)
14 36.0 1.97 (ta, 11.4); 3,16 6’ 61.5 3.69(d, 11.9) 5,47
1.7 (ta, 11.4)
3.44 (dd, 6.4,
11.8)
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Figura 4. Espectro de RMN-"H del compuesto 1 (DMSO-ds, 400 MHZz).

Figura 5. Espectro de RMN -'3C del compuesto 1 (DMSO-ds, 100 MHz).
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4.1.2 Aislamiento y elucidacion estructural de la ofiorina B (4).

A partir del analisis cromatografico por CLAE de la fraccion secundaria F, se aislaron y
purificaron tres compuestos identificados como ofiorina A (3) (4.4 mg; tr 11 min), ofiorina
B (4) (10.1 mg; tr 12 min) y 4 mg adicionales de palicosido (1) (tr 16.5 min).

El metabolito 4 se obtuvo como un sélido beige, altamente soluble en agua y épticamente
activo. Su férmula molecular se determind como CzsH2sN20g a partir del andlisis de los
espectros de RMN ('H y 3C), IR [(Pelicula RPM) vmax: 3250, 2919, 1629, 1594 cm™] y es-
pectrometria de masas generado por la técnica electrospray (ESI/EM), en su modalidad
positivo; el ion molecular [M+H]* se observé en una relacion m/z de 513 uma. El indicie de
deficiencia de hidrégenos de esta molécula es 13, es decir, presenta dos insaturaciones
mas que el palicdsido (1), y un carbono menos. Este alcaloide se caracterizé como la ofio-
rina B (4) con base en el analisis detallado de sus espectros de RMN. Los desplazamien-
tos quimicos observados en los espectros de 'H y '*C- RMN se muestran en las Tablas 6
y 7. Los espectros se registraron en dos disolventes para facilitar la comparaciéon con los
datos descritos en la literatura (Aimi et al., 1985), sin embargo la discusion se realizara

con el espectro registrado en metanol-ds.

En el espectro de RMN-"3C (Figura 7) del alcaloide 4 se observaron sefiales para 26 car-
bonos, de los cuales, uno corresponde a un carbonilo de acido carboxilico en 6c174.5 (C-
22). Las correlaciones observadas en el experimento HSQC (ANEXO 2) permitieron de-
terminar la presencia de 20 carbonos protonados: seis corresponden a la estructura B-
carbolinica, que no presenta sustituyente en el anillo carbociclico [6c/6n; 135.0/8.63 (C-
5/H-5), 117.4/8.60 (C-6/H-6), 124.4/8.42 (C-9/H-9), 123.3/7.49 (C-10/H-10), 133.3/7.83 (C-
11/H-11) y 113.9/7.79 (C-12/H12)]; seis a la glucosa [101.0/4.38 (C-1'/H-1"), 74.6/3.10 (C-
2'/H-2"), 77.7/3.25 (C-3'/H-3"), 71.5/3.09 (C-4’/H-4), 78.1/2.96 (C-5'/H-5") y 62.6/3.61, 3.4
(C-6'/H-6")]; y siete al grupo derivado del acido 3-vinil-pirano-5-carboxilico, que en este

caso, no presenta la doble ligadura entre C-16y C-17.

Con los elementos estructurales analizados hasta el momento, el producto 4 presenta 12
insaturaciones. Por lo tanto para satisfacer el indice de insaturacién calculado, el producto
4 debe tener un anillo adicional respecto al palicésido (1). La diferencia entre los despla-
zamientos quimicos observados para los carbonos C-16 y C-17, sugieren que el anillo se
establece entre N-4 y C-17. El analisis de las correlaciones en el espectro HMBC (ANEXO

2) de H-17 con C-5y C-3; y de H-5 con C-17 corrobora esta propuesta.
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Tabla 6. Datos de RMN-'3C (100 MHz) y RMN-'H (400 MHZz) en metanol-ds del compuesto 4.

Posicién 8 3C 3 'H (J en Hz) HMBC (H - 13C)
2 136.4 -
3 140.5 -
5 135.0 8.63 (d, 6.6) 3,6,7,17
6 117.4 8.60 (d, 6.6) 5,8
7 133.9 -
8 121.4 -
9 1244 8.42 (8.1) 11,13
10 1233 7.49 (t,7.4) 8, 12
11 133.3 7.83 (d, 8.2) 9,13
12 113.9 7.79 (t, 6.9) 8,10
13 145.9 -
14 28.2 3.95(s) 3,15, 16
15 31.6 3.29 (m) 16
16 46.1 3.16 (m) 20,22
17 91.1 6.78 (s) 3,5,15,16, 21
18 134.5 5.95 (ddd, 17.0, 15, 20, 21
109, 5.5)
19 118.8 542 (d, 17.7) 18
533 (d, 5.33)
20 44.4 2.99 (m) 16, 18
21 96.4 4.74 (d,9.9) 1’,17,18
22 174.5 -
1' 101.0 4.38 (d, 7.8) 5,21
2 74.6 3.10 (m) 3
3 77.7 3.25(s) 2,4
4 71.5 3.09 (m) 3
5 78.1 2.96 (m) 3’
6 62.6 3.61 (m), 3.37 (m) 5
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Figura 6. Espectro de RMN-'H del compuesto 4 (metanol-ds, 400 MHz).

Figura 7. Espectro de RMN-'3C del compuesto 4 (metanol-ds, 100 MHZz).
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Tabla 7. Datos de RMN-"3C (100 MHz) y RMN-'H (400 MHz) en D20 del compuesto 4.

Posicién 6 13C 6 'H (J en Hz)

2 134.8 -

3 138.9 -

5 134.1 8.50 (d, 6.5)

6 1173 8.47 (d, 4.7)

7 133.0 -

8 120.3 -

9 123.9 827 (d, 7.8)

10 122.8 7.45 (ta)

11 133.2 7.79 (d, 7.6)

12 113.6 7.72 (d, 8.0)

13 144.8 -

14 26.2 3.91(d, 19.8)

15 31.3 3.26 (m)

16 453 321 (m)

17 89.6 6.71 (s)

18 1339 5.92 (ddd, 17.3,

11.1,6.4)

19 120.2 5.39(d, 8.4)
5.42 (d, 10.0)

20 44.1 2.89 (m)

21 96.2 4.71 (d,9.9)

22 175.7 -

it 99.9 4.49 (d, 7.9)

2 73.3 3.22 (m)

3 76.2 3.43 (m)

4 70.3 3.24 (m)

5' 77.0 3.14 (ddd, 9.5, 6.6,

2.1)
6' 61.3 3.39 (m), 3.60 (m)
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Figura 8. Espectro de RMN-'3C del compuesto 4 (D20, 100 MHz).

Figura 9. Espectro de RMN-'H del compuesto 4 (D20, 400 MHz).
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4.1.3 Obtencioén y elucidacion estructural de la ofiorina A (3).

La ofiorina A (3), de igual manera que el compuesto 4 se aislé6 como un soélido beige de
férmula molecular C2sH2sN2Og, altamente soluble en agua y 6pticamente activo. Su férmu-
la molecular se determiné a partir del analisis de los espectros de RMN ('H y *C), IR
[(KBr) vmax: 3201, 2910, 1630, 1585 cm"] y espectrometria de masas generado por la téc-
nica ESI modalidad positiva [(M+H)* =513]. Estos datos indican que el producto 3 es un
isdmero 4. Sin embargo, en los cromatogramas generados por la técnica de CLUE y

CLAE se observa claramente que sus tiempos de retencion son diferentes.

La ofiorina A (3) también se caracterizoé con base en el analisis detallado de sus espectros
de RMN (Tablas 8 y 9) (ANEXO 3). Los espectros se registraron en dos disolventes para
facilitar la comparacién con los datos descritos en la literatura (Aimi et al., 1985). Igual-

mente, la discusion se realizara con base en los espectros registrados en metanol-ds,

El espectro de RMN-"3C (Figura 11) del alcaloide 4 fue muy similar al del 3. La principal
diferencia se observa en los desplazamientos quimicos de las senales atribuidas a C-20;
en el compuesto 3 la senal se observa 6c 49.4 y en 4 en &c 44.4. Esta diferencia de 5.04
ppm se atribuye a un efecto y-gauche debido a la relacion 1,3- diaxial entre el sustituyente
alfa (-COOH) de C-16 y el hidrégeno en C-20; esta proximidad provoca una repulsién en-
tre sus densidades electronicas y un efecto de proteccion de C-20 en 4 (Aimi et al., 1985)
(Figura 10).

Figura 10. Efecto y-gauche observado en la ofiorina A (3)
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Figura 11. Espectro de RMN-'3C del compuesto 3 (metanol-ds, 100 MHz).

Figura 12. Espectro de RMN-'H del compuesto 3 (metanol-d4, 400 MHZz).
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Tabla 8. Datos de RMN-3C (100 MHz) y RMN -'H (400 MHz) en metanol-d4 del compuesto 3.

Posicién 8 3C 6 'H (J en Hz) HMBC (*H - 13C)
2 135.9 -
3 139.5 -
5 134.6 8.57 (d, 6.5) 3,6,7,17
6 117.1 8.53 (d, 6.5) 5,8
7 1333 -
8 121.0 -
9 124.0 8.38 (dt, 8.1, 1.0) 11,13
10 122.9 7.44 (ddd, 8.0, 6.9, 0.9) 8,12
11 132.8 7.79 (ddd, 8.2,6.9,12) 9,13
12 113.5 7.74 (dt,8.4, 0.9) 8, 10
13 1455 .
14 24.9 3.75 (s) 3,15,16
15 315 3.23 (m) 16
16 474 3.44 (dt, 2.9, 1.1) 20,22
17 90.5 6.61 (s) 3,5,15, 16,21
18 134.4 5.98 (ddd, 17.7, 10.9, 5.6) 15,20, 21
19 118.6 5.41 (dt, 17.7,1.5) 18

5.35(dt, 10.9, 1.5)

20 49.4 2.89 (m) 16, 18
21 95.6 4.83 (dd, 9.7, 1.9) 1,17, 18
22 174.4 -
I 99.9 4.44 (d, 7.9) 5°,21
2 74.2 3.13 (m) 3
3 77.5 3.27(s) 2,4
4 712 3.10 (m) 3
5 77.8 3.01 (m) 3
6 62.2 3.60 (m), 3.35 (m) 5
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Tabla 9. Datos de RMN-'3C (100 MHz) y RMN-'H (400 MHz) en D20 del compuesto 3.

Posicion 8 3C 'H (J en Hz)
2 134.8
3 138.0
5 133.8 8.47(d, 6.5)
6 1173 822 (d, 7.1)
7 R
8 120.2
9 123.5 7.94(d,9.3)
10 122.7 729 (t,7.1)
11 132.7 7.65 (m)
12 113.4 7.44 (t, 8.8)
13 144.4
14 24.1 3.66 (d 8.8)
15 313 3.21 (m)
16 47.8 3.63 (d, 3.0)
17 89.6 6.67 (s)
18 132.8 5.95 (m)
19 119.8 5.45(d, 1.3), 5.41 (dt, 7.0,
1.3)
20 46.7 2.98 (m)
21 96.4 473(d,9.7, 1.6)
22 175.2
I 99.8 453 (d,7.9)
> 733 3.26 (m)
3 76.9 3.38 (m)
4 70.3 3.23 (m)
5' 76.3 3.13 (ddd, 9.6, 6.6, 2.2)
6 61.2 3.42(d,9.2)

3.56(dd, 12.4,2.2)
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Figura 13. Espectro de RMN-'3C del compuesto 3 (D20, 100 MHz).

Figura 14. Espectro de RMN-'H del compuesto 3 (D20, 400 MHz).
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4.1.4 Aislamiento y elucidacion estructural del harmano (2).

El ultimo alcaloide aislado se identificé como el harmano (2), el cual cristaliz6 de manera
espontanea (225.6 mg) como un solido cristalino color café claro, a partir de la fraccién
primaria Fe. El harmano (2) fue caracterizado por comparacion con una muestra auténti-
ca. En las figuras (15 y 16) y ANEXO 4 se muestran los espectros de RMN-'C y 'H. Ca-
be mencionar que este alcaloide, ya habia sido identificado en la especie por Castafieda

et al. (1991). Las constantes espectroscopicas se describen a continuacion.

Harmano (2): (1-metil-B-carbolina), ESI*/ EM m/z 183 [M + H]"; C12H1oN2; p.f. 234°C [Re-
portado 235-236°C (Kusurkar y Goswami, 2004)]; UV Amax: 211, 244,299, 360; RMN-'H
(400 MHz, DMSO-ds) &+ (ppm): 12.12 (1H, s, NH), 8.76 (2H, m, H-5, H-9), 8.49 (1H, d, J =
5.3, H-6), 8.16 (1H, d, J = 8.2, H-12), 8.09 (1H, ddd, J = 8.2, 7.0, H-11), 7.79 (1H, ddd, J =
8.0, 7.0, H-10), 3.33 (3H, s, CH3). RMN-'3C (100 MHz, DMSO-ds) &¢c (ppm): 142.1 (C-3),
140.3 (C-2), 137.4 (C-5), 134.5 (C-13), 127.8 (C-11), 126.9 (C-8), 121.7 (C-9), 121.1 (C-
7), 119.2 (C- 10), 112. 7 (C-6), 111.9 (C-12), 20.4 CH3 (C-14).

Figura 15. Espectro de RMN-'3C del compuesto 2 (DMSO-ds, 100 MHZz).
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Figura 16. Espectro de RMN-'H del compuesto 2 (DMSO-ds, 400 MHz).

4.2 Establecimiento de los perfiles cromatograficos.

Una vez obtenidos los analitos se procedio a la obtencion de los perfiles cromatograficos
de utilidad para establecer los ensayos de identidad quimica y composicion de la droga
cruda. Para el establecimiento de estos perfiles se pueden utilizar varias técnicas analiti-
cas, 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 amplia variedad de so-
portes cromatograficos, mismos que permiten la resolucion de mezclas complejas, como
lo son los extractos de las drogas crudas (Gong et al., 2003). Ademas, con esta técnica el

tiempo de andlisis y costo se reducen significativamente.
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4.2.1 Perfil cromatografico por CLUE-ESI/EM de la droga cruda de S. mexica-
na.

Como primer paso para el desarrollo del método analitico, se establecieron las condicio-
nes cromatograficas para evaluar la composicion quimica de los extractos y separar los
compuestos mayoritarios presentes. Para ello se realizaron una serie de ensayos, para
determinar las longitudes de onda 6ptimas de deteccion de los analitos, diversos flujos,
fases estacionarias y sistemas de elucion. Las condiciones cromatograficas seleccionadas
fueron las siguientes: fase estacionaria, columna C18; temperatura de la columna, 40°C;
fase movil, sistema binario de disolventes: agua acida (acido formico 0.1%) y acetonitrilo;
el mejor gradiente de elucién se muestra en la Tabla 1. Por otra parte, el flujo fue de 0.3
mL/min; la longitud de onda de deteccion, 270 nm y el detector empleado fue de tipo UV y
de manera adicional se realiz6 la deteccidn de los analitos por EM de ionizacion por elec-

trospray (ESI) en un espectrémetro de masas de tipo SQD2.

En los perfiles cromatograficos de los extractos acuoso y organico se observaron cuatro
picos mayoritarios; correspondientes al palicésido (1), el harmano (2) y las ofiorinas Ay B
(3 y 4), los cuales se identificaron mediante la comparacién de sus tiempos de retencion,
absorbancias y datos espectrométricos (EM) con los de las muestras aisladas en el pre-
sente trabajo. Las Figuras 17 y 18, muestran los cromatogramas obtenidos. Cabe men-
cionar que el extracto acuoso se utiliz6 como matriz de trabajo durante el proceso de vali-

dacién debido a que representa la forma de consumo de la droga cruda.

4.3 Validacion del método analitico.

Una vez establecidos los perfiles cromatograficos se procedié a la validacion del método
analitico para la cuantificacion del palicésido (1) presente en tres muestras de S. mexica-
na. El palicésido (1) se seleccion6 como compuesto marcador debido a su estabilidad y
disponibilidad. Ademas, el producto es altamente soluble en la matriz de trabajo seleccio-

nada.
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Figura 17. Perfil cromatografico por CLUE (A= 270 nm) correspondiente del extracto acuoso de S.
mexicana. Tiempos de retencion [palicésido (1), (tr =6.28 min); harmano (2), (tr =3.78 min); ofiorina
A (3), (tr = 1.69 min); ofiorina B (4), (tr = 2.24 min)].

Figura 18. Perfil cromatografico por CLUE (A= 270 nm) correspondiente del extracto metandlico de
S. mexicana. Tiempos de retencién [palicésido (1), (tr =6.02 min); harmano (2), (tr =3.65 min);
ofiorina A (3), (tr = 1.63 min); ofiorina B (4), (tr = 2.16 min)].
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La validacion del método analitico tiene como objetivo demostrar que el método de anali-
sis es conveniente para el propdsito indicado. De esta manera, el proceso de validaciéon
consiste en generar una serie de datos que demuestren cientificamente que dicho método
cumple con las caracteristicas de desempeno avaladas por las Guias de Validacion publi-
cadas por la FDA (ICH Q2 (R1), 2005) y por la Guia de Validacién de Métodos Analiticos
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A. C. (2002). Los parametros
de desempefio analizados fueron: la linealidad del sistema, la exactitud, la linealidad y
precision del método, y los limites de deteccién y cuantificacion (LD y LC) (ICH; Q2 (R1),
2005).

4.3.1 Linealidad del sistema.

Se define linealidad del sistema como la capacidad de un método para obtener respues-
tas analiticas que son directamente proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra, en un intervalo de concentraciones pertinentes con la aplicacién analitica del
método. (ICH Q2 (R1), 2005). De igual manera la FEUM (2014) establece que la lineali-
dad del sistema es la verificacién de que la respuesta analitica y la concentracién del ana-

lito se ajustan a un modelo matematico en un intervalo de concentraciones.

Para el sistema evaluado, la linealidad se determiné mediante la construccion de una cur-
va de calibracion con seis concentraciones diferentes del palicésido (1) (5, 10, 25, 50, 75y
100 ug/mL), el cual se aisl6 e identificod en el presente trabajo, garantizando asi su pureza.
Cabe mencionar que todas las disoluciones se realizaron con agua. La Tabla 10 y la Fi-
gura 19 muestran los resultados obtenidos para la respuesta analitica. El ajuste de los
datos se realizd6 mediante un analisis de regresion lineal simple y permitieron 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.
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Tabla 10. Resultados experimentales de la curva de calibracion del palicésido (1) para establecer

la linealidad del sistema.

Clug/mL] Area bajo la curva
1 2 3 4 % DE CV (%)
5 5568 5605 5592 5621 5597 22.40 0.4
10 11083 11157 11064 11133 11109  43.13 0.4
25 27942 27809 27758 27851 27840  77.91 0.3
50 55566 55894 55481 55897 55710  217.56 0.4
75 82048 81897 82082 82371 82100  198.05 0.2
100 111121 111770 110883 111617 111348  415.61 0.4

Tabla 11. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del sistema del compuesto 1.

Ordenada al origen (bo) 40.581 + 1094.41
Pendiente de la recta (b4) 1107.4 £ 19.5
Coeficiente de correlacién (r) 0.9989
Coeficiente de determinacién (r?) 0.9998
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Figura 19. Curva de calibracion para la evaluacién de la linealidad del sistema analitico.

4.3.2 Linealidad y exactitud del método.

a) Linealidad del método

La linealidad del método se evalué mediante una curva de calibracion construida a partir
de las cantidades de palicdsido (1), tanto adicionadas como recuperadas de la matriz de
trabajo. Las cantidades del compuesto 1 que en un inicio se adicionaron a la matriz fueron
equivalentes a las concentraciones de 80, 40 y 20 pg/mL. Cabe mencionar que la res-
puesta de la cantidad recuperada del palicésido (1) se realizé considerando el valor de la
matriz sin adicion. En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos del area bajo la
curva y la cantidad recuperada; el ajuste de datos se realizé mediante una regresion lineal
simple. La Figura 20 corresponde a la grafica de linealidad del método y los parametros

estadisticos calculados se presentan en la Tabla 13.

De acuerdo a las guias consultadas (ICH; Q2 (R1), 2005), un método es lineal cuando las
respuesta analiticas son directamente proporcionales a la cantidad de analito estandar

adicionado. Como puede observarse los resultados indican que el método desarrollado es

60



RESULTADOS Y DISCUSION

lineal puesto que el valor del coeficiente de determinacion (r?) presenta un valor mayor a

0.98 y el de correlacion es mayor a 0.99, asi mismobg=0 y bi# 1.

Tabla 12. Resultados experimentales para evaluar la linealidad del método.

Concentracion de Cantidad Area bajo la Cantidad
palicésido (1) (ug/mL ) adicionada (ug/mL ) curva recuperada (ug/mL)
80 80 88530.3 79.9
80 80 88704.3 80.1
80 80 88435.3 79.8
40 40 43636.2 39.4
40 40 43786.2 39.5
40 40 43873.2 39.6
20 20 22455.8 20.2
20 20 22514.8 20.3
20 20 22477.0 20.3

Tabla 13. Parametros estadisticos del modelo lineal del método empleado para la cuantificacion
del palicésido (1) en el extracto acuoso de S. mexicana.

Ordenada al origen (bo) 0.331 £ 0.577

Pendiente de la recta (b4) 0.9968 + 0.01
Coeficiente de correlacion (r) 0.9999
Coeficiente de determinacién (r?) 0.9999
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Figura 20. Linealidad del método para la cuantificacion del palicosido (1) en el extracto acuoso de
S. mexicana.

b) Exactitud del método

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
(FEUM, 2014). La exactitud se determin6 mediante el analisis de los porcentajes de re-
cobro y en la Tabla 14 se resumen los resultados obtenidos al evaluar la exactitud del

método para cuantificar palicésido (1) en la matriz de trabajo.

Con base en los resultados obtenidos, el método analitico se encuentra dentro de los limi-
tes establecidos por las guias de la ICH para métodos cromatogréaficos (98-102%); de
igual manera se observa que el CV obtenido para cada concentracion es menor a 2%, lo
cual permite establecer que el método analitico desarrollado es exacto para cuantificar
palicosido (1) en el extracto acuoso de S. mexicana en el intervalo de concentraciones

ensayadas.
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Tabla 14. Resultados obtenidos de la exactitud del método en el extracto acuso de S. mexicana.

Concentracién
de palicosido
(1) (ng/mL)

80

80

80

40

40

40

20

20

20

4.3.3 Precision.

Cantidad
adicionada

(ng/mL)

80

80

80

40

40

40

20

20

20

Area
bajo la
curva

87025.7

88557.7

88487.7

43612.3

44925.3

44354.3

22336.0

22507.0

22531.3

Cantidad
recuperada
(ng/mL)

78.5

79.9

79.9

39.3

40.5

40.0

20.1

20.3

20.3

% de X (canti- DE
recobro dad recupe-
rada)

98.19 79.4 0.81
99.92

99.84

98.36 39.9 0.60
101.33

100.04

100.67 20.2 0.12
101.44

101.55

cv
(%)

1.02

1.51

0.57

La precision de un sistema o un método analitico hace referencia al grado de concordan-

cia entre resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetida-

mente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o de una referen-

cia. Para este analisis se considera la dispersion de los datos individuales respecto a la

media, y se expresa mediante la DE y el CV.

Este parametro de calidad se determind en términos de repetitividad y la precision inter-

media. La primera consiste en medir la precision bajo las mismas condiciones de analisis,

evaluada por un solo analista y durante un intervalo de tiempo corto. La precision inter-

media expresa las variaciones de la respuesta analitica debido a las diferencias de analis-

tas, equipos o dias de analisis (ICH Q2 (R1), 2005).
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La repetibilidad y la precision intermedia se establecieron mediante el analisis de seis ré-
plicas a una concentracion definida. El analisis se efectud en dos dias diferentes por dos

analistas distintos. Los resultados obtenidos se expresan en términos del CV.

a) Repetibilidad

La repetibilidad se analizd a través de la respuesta analitica obtenida de seis réplicas de
una disolucion de palicdsido (1) a una concentracion de 80 pg/mL. Los resultados junto
con los parametros estadisticos considerados se resumen en la Tabla 15. De acuerdo con
el criterio de aceptacion establecido para este parametro de calidad el valor del CV debe
ser menor a 2%. De acuerdo al resultado obtenido se pudo concluir que el sistema es

preciso para cuantificar palicésido (1) en el extracto acuso de S. mexicana.

Tabla 15. Datos obtenidos de la repetibilidad del método.

Replica Cantidad adicionada Cantidad recuperada Area bajo la curva
de palicésido (1) (mg/mL)
(ng/mL

1 80 78.4 86886.5
2 80 78.6 87101.3
3 80 79.1 87632.3
4 80 79.0 87503.3
5 80 78.7 87156.3
6 80 78.6 87050.3
X 87221.7

DE 285.8

0.33

CV (%)
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b) Precision intermedia (reproducibilidad).

La evaluacion de este parametro se llevé a cabo mediante el analisis por triplicado de una
muestra de palicésido (1) a una concentracién de 40 pg/mL; este analisis se realizé en

dos dias y por dos analistas diferentes.

Los resultados estadisticos obtenidos a partir de los datos de las areas bajo la curva (Ta-
bla 16) fueron la media aritmética, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion que
con base a las especificaciones establecidas para métodos cromatograficos el CV% debe
ser menor a 2% (ICH; Q2 (R1) 2005), por lo tanto se puede determinar que el método es

reproducible.

Tabla 16. Resultados de la precisidon de intermedia.

Cantidad
DiA addémglr;zg_a Area bajo la Cantidad
ANALISTA sigo (1) curva recuperada % Recobro X DE
/mL
A 1 40 43449.3 39.2 98.00 43749.6 301.7
40 43594.3 39.3 98.32
40 43642.3 394 98.43
2 40 43760.3 39.5 98.70
40 43728.3 39.5 98.63
40 44323.0 40.0 99.97
1 40 44480.0 40.1 100.32 44423.7 286.3
B
40 44326.0 40.0 99.98
40 44746.3 40.4 100.93
2 40 44272.3 39.9 99.85
40.4 44720.3 40.3 100.87
40 43997.0 39.7 99.23
Media total
44086.6
Desviacién estandar total
450.06
CV (%) total
1.02
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4.3.4 Limite de deteccidn y limite de cuantificacién.

El limite de deteccion (LD) de un método se define como la concentracion minima de ana-
lito en una muestra, que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo
las condiciones de operacion establecidas. Por otro lado, el limite de cuantificacion (LC)
expresa la concentracion minima del analito, que puede ser determinada con precision y
exactitud aceptables (ICH; Q2 (R1), 2005). Ambos limites (LD y LC) se determinaron a
partir de curvas de calibracion con tres niveles de concentraciones comprendidas en un
rango de 0.25 y 10.0 ug/mL del compuesto 1 (Tabla 17). Asi, realizando el analisis esta-
distico de los datos (Tabla 18) y utilizando las expresiones matematicas indicadas en el
inciso 3.5.2.4 de la seccion experimental, los valores de LD y LC calculados se muestran
en la Tabla 19.

Figura 21. Curva de calibracion para la determinacion del limite de cuantificacion y
deteccion del palicosido (1), en el extracto acuoso.
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Tabla 17. Resultados experimentales para establecer los limites de deteccion y cuantifi-
cacién del compuesto 1.

Solucién Concentracion del pa- Area bajo la curva
licésido (1) (ug/mL)

1 0.25 270
2 0.25 300
3 0.25 242
4 0.5 564
5 0.5 588
6 0.5 583
7 1 1108
8 1 1053
9 1 1090
10 2.5 2665
11 2.5 2716
12 2.5 2745
13 5 5431
14 5 5506
15 5 5472
16 10 10834
17 10 11053

18 10 11007




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 18. Resumen de la regresion lineal simple de la curva para establecer el LD y LC
del palicosido (1)

Ordenada al origen (bo) 1095.9 +7.54
Pendiente de la recta (b4) -3.2836 + 35.3
Coeficiente de correlaciéon (r) 0.99989
Coeficiente de determinacion (r?) 0.9998
Syix 40.83

Tabla 19. Limites de deteccién y limites de cuantificacion del compuesto 1.

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

1 0.12 0.37

4.3.5 Cuantificacion del palicésido (1) en diferentes extractos de S. mexica-
na.

Al finalizar la validacion del método analitico, se cuantificé el contenido de palicésido (1)
en tres muestras diferentes de S. mexicana [(extracto acuoso y organico (lote 1y 2)], las
cuales se prepararon a una concentracion 250 uyg/mL. Para realizar este analisis se utilizd
la ecuacion de la recta descrita para la linealidad del sistema y = 1107.4x + 40.581. Los

resultados obtenidos se indican en la Tabla 20.

De acuerdo a las cantidades de palicésido (1) observadas en la tabla anterior, se puede
inferir que los extractos acuoso y organico presentan una concentracion similar de palico-
sido (1), aspecto que puede ser atribuido a la polaridad de los disolventes empleados para

la obtencion de los extractos. De igual forma no se observa diferencia en la cantidad de
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palicésido (1) en los extractos organicos lote 1y 2 correspondientes a muestras recolec-

tadas en distintas épocas.

Tabla 20. Cuantificacién del palicésido (1) por CLUE- ESI/ EM en los extractos organicos

(Lote 1y 2) y acuoso de S. mexicana.

Muestra Area bajo la Cantidad % de
curva de L o
palicésido  Palicosido
(1) (ng)
Lote 1 27680 25.0 10
23954 21.6 8.6
Extracto 25836 23.3 9.3
organico Lote 2 29065 26.2 10.5
27182 24.5 9.8
27259 24.6 9.8
29750 26.8 10.7
Extracto acuoso 29579 26.7 10.7
27372 24.7 9.9
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5. CONCLUSIONES

El estudio quimico realizado sobre la infusién de la corteza de S. mexicana permitio la
caracterizacion de cuatro alcaloides; el palicésido (1), el harmano (2) y las ofiorinas Ay B
(3 y 4). Los productos 1, 3 y 4 son productos naturales descritos por primera vez en la
especie. Cabe destacar que harmano y las ofiorinas se habian aislado de otras espécies

de Simira. Sin embargo el palicésido (1) se aislé por vez primera en este género.

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos del extracto acuoso y organico de S. mexicana
por CLUE-ESI/EM en los cuales se identifico la presencia de los cuatro alcaloides mayori-
tarios (1, 2, 3 y 4). Estos perfiles constituyen una prueba de identidad para la droga cruda

de S. mexicana.

Se validé un método analitico para cuantificar el contenido de palicésido (1) en el extracto
acuoso de S. mexicana, el método fue selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de

concentraciones evaluadas.

Los resultados generados constituyen pruebas de identidad quimica y composicion para
el control de calidad de la droga cruda de S. mexicana y seran de utilidad para la integra-
cion de su monografia tipo OMS y FHEUM. La generacion de estos documentos permitira
establecer el control de calidad riguroso de esta especie, y diferenciarla de otras que tam-

bién se comercializan bajo el nombre de quina roja.
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