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RESUMEN
MC. Cecilia Delgado Montemayor Fecha de graduacion: Septiembre 2017
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo de estudio: Desarrollo de un medicamento herbolario con actividad
hepatoprotectora a partir de Turnera diffusa.

Numero de paginas: 166 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con Orientacién en Quimica Biomédica.

Area de estudio: Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Medicina y
Unidad de Higado, Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez” UANL.

Propésito y Método del Estudio: El proposito del presente trabajo fue
desarrollar un medicamento herbolario con actividad hepatoprotectora a partir
de Turnera diffusa estandarizado y con criterios de control de calidad. Se
realizaron 10 colectas de T. diffusa, se establecié y estandarizé el proceso de
obtencién/purificacién del medicamento. Se cuantificé el hepatodamianol, los
flavoinoides totales, los solventes residuales asi como las actividades
antioxidantes y hepatoprotectora in vitro. Se identificaron los principales
componentes por HPLC/MS con el fin de obtener las condiciones minimas que
debe de cumplir el medicamento. Por medio de andlisis quimiométrico, se
selecciond la colecta que tuviera mayor similitud con el resto y se realizd la
actividad hepatoprotectora in vivo. Como parte del desarrollo del medicamento
también se determiné su estabilidad en condiciones aceleradas.

Contribuciones y Conclusiones: En los ultimos afos los medicamentos
herbolarios con actividad hepatoprotectora aprobados por COFEPRIS son en
base a plantas no nativas de México. Con este trabajo se aportan las bases
para el desarrollo de un medicamento herbolario con los suficientes controles
de calidad para poder ser empleado como hepatoprotector; en nuestro
conocimiento seria el primer medicamento herbolario realizado a partir de T.
diffusa. Se desarrollaron métodos cromatograficos y espectroscopicos para la
identificacion del hepatodamianol en muestras de T. diffusa y se pudo
comprobar que presenta actividad hepatoprotectora in vivo.

Director

Dr. C. Noemi Waksman de Torres




Capitulo
1

iINDICE

INTRODUCCION

1.1 El Higado

1.2 Etiologia de las enfermedades hepéaticas

1.3 Perspectiva actual de las enfermedades hepaticas
1.4 Medicina herbal

1.5 Productos herbolarios en México

1.6 Desarrollo de nuevos productos herbolarios

1.7 Control de calidad en los productos naturales

1.8 Productos naturales en el tratamiento de las
enfermedades hepaticas

1.9 Plantas mexicanas con actividad hepatoprotectora
1.10 Turnera diffusa
1.11 Antecedentes
1.12 Justificacion
1.13 Objetivo general
1.14 Objetivos especificos
MATERIAL Y METODOS
2.1 Material, Equipos y Reactivos
2.1.1 Material
2.1.2 Equipo
2.1.3 Reactivos
2.1.4 Material Biolégico
2.2 Cromatografia en capa fina (CCF)
2.2.1 Sistema de elucién

2.3 Condiciones de elucion para los cromatografos
liquidos de alta resolucién

14
19
22
24
25
25
26
26
26
28
30
32
32
32
32



2.3.1 Sistema para el cromatégrafo de liquidos de alta
resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD)

2.3.2 Sistema para la cuantificacién de
hepatodamianol en el cromatégrafo de liquidos de alta
resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD)

2.3.3 Sistema para el cromatégrafo de liquidos de
ultra alta resolucion con detectores UV y masas (UHPLC-
UV/MS)

2.3.4 Sistema para el cromatdgrafo de liquidos de alta
resolucion con detector de masas (HPLC-MS/TOF)

2.4 Colecta del material herbal

2.5 Obtencion de extractos primarios
2.6 Disefno de experimentos

2.7 Fraccionamiento

2.7.1 Eliminacién de clorofilas

2.7.2 Cromatografia de liquidos a vacio

2.7.3 Fraccionamiento en columna a baja presion
2.8 Cultivo celular

2.8.1 Mantenimiento de las lineas celulares

2.8.2 Conteo celular

2.8.3 Congelamiento de las lineas celulares
2.9 Determinacion de la citotoxicidad del extracto y
fracciones
2.10 Determinacion de la actividad hepatoprotectora del
extracto y fracciones

2.10.1 Modelo de hepatoproteccidn

2.10.2 Determinacion de la aspartato

32

34

35

37

39
39
40
41
41
42
43
43
43
44
45
45

47

47
48

Vi



aminotransferasa (AST)
2.11 Control de calidad

2.11.1 Determinacion de la actividad antioxidante por
la técnica de DPPH

2.11.2 Determinacion del contenido de flavonoides
totales

2.11.3 Determinacién de estabilidad acelrada

2.11.4 Determinacion de solventes residuales

2.11.5 Cuantificacion de hepatodamianol
2.12 Identificacién por RMN

2.12.1 Analisis quimiométrico

2.12.2 1D-TOCSY selectivo para la identificacién de
hepatodamianol

2.12.3 Alineacion optimizada mediante correlacién
COW
2.13 Ensayo in vivo

RESULTADOS
3.1 Colecta del material herbal
3.2 Fraccionamiento
3.2.1 Obtencidn del extracto y fracciones
3.2.2 Analisis por HPLC-DAD del extracto y fracciones

3.2.3 Actividad hepatoprotectora del extracto y
fracciones

3.2.4 Actividad citotoxica del extracto y fracciones
3.3 Disefio de experimentos

3.3.1 Identificacidn de variables que afectan en el
proceso de obtencién del medicamento herbolario
3.4 Control de calidad del medicamento herbolario

3.4.1 |dentidad, analisis por HPLC-DAD

48
48

50

51
51
52
52
53
53

54

55
57
57
58
58
59
62

63
64
64

68
68

Vii



3.4.2 Pureza, determinacion de solventes residuales

3.4.3 Contenido, determinacion de flavonoides totales, actividad
antioxidante e identificacion de principales componentes

3.4.3.1 Cuantificacion de flavonoides totales

3.4.3.2 Determinacion de la actividad antioxidante

3.4.3.3 Caracterizacion preliminar de los principales componentes de la
fraccion Mezcla de flavonoides

3.4.4 Actividad hepatoprotectora in vitro

3.4.5 Determinacioén de estabilidad acelerada

3.5 Identificacion por RMN

3.5.1 Andlisis quimiométrco, identificacion de componentes principales
PCA

3.5.2 1D-TOCSY selectivo para la identificacion de hepatodamianol
3.5.3 Alineacién optimizada mediante correlacion COW

3.6 Ensayo in vivo

4 DISCUSION

5 CONCLUSIONES

6 PERSPECTIVAS

7 ANEXO

BILIOGRAFIA

71

72

72

74

75

93

95

98

98

98

101

104

107

138

140

141

147

viii



Tabla

VI

%l
VI

Xl

Xll
Xl
XV

XV

XVI

XVII

XVIII

XIX
XX

XXI
XXII

LISTA DE TABLAS

Plantas mexicanas utilizadas para el tratamiento de las
afecciones hepaticas

Publicaciones cientificas de T. diffusa en los ultimos anos

Sistema de elucion para el HPLC-DAD, gradiente lineal

Sistema de elucién para la cuantificacion de
hepatodamianol en el HPLC-DAD, gradiente lineal
Sistema de elucién para el UHPLC-UV/MS, gradiente
lineal

Sistema de elucién para el HPLC-MS/TOF, gradiente
lineal

Identificacion de las variables que afectan el proceso de
obtencion del medicamento herbolario

Lugar y fecha de las colectas de Turnera diffusa

Porcentaje de recuperacion del extracto y fracciones

Actividad hepatoprotectora del extracto y fracciones
obtenidas en el dano con CCl, sobre la linea celular
HepG2

Citotoxicidad del extracto y fracciones sobre la linea
celular HepG2

Disefo factorial completo para la obtencidon del extracto
Optimizacion del volumen de solvente basado en N12

Optimizacion del nimero de extracciones basado en N12

Cuantificacion de hepatodamianol en los medicamentos
herbolarios

Cuantificacién de los flavonoides totales de las muestras
de medicamento herbolario

Actividad antioxidante de las muestras del medicamento
herbolario

Resultados del analisis por UHPLC-UV/Vis-MS/MS de la
fraccion Mezcla de flavonoides

Datos espectrales de masas del compuesto g
Datos espectrales de masas del compuesto a
Datos espectrales de masas del compuesto ¢

Datos espectrales de masas del compuesto d

Pagina

15

20
33

35

37

38

40

58
59

62

64

66
68
68

70

73

74

77

78
81
84
86



XXIII
XXIV
XXV

XXVI

XXVII

Datos espectrales de masas del compuesto i
Datos espectrales de masas del compuesto h

Datos espectrales de masas del compuesto b

Cuantificaciéon de hepatodamianol en MH4 expuesto a
condiciones de estabilidad acelerada

Caracteristicas promedio del medicamento herbolario con
actividad hepatoprotectora de T. diffusa

88
90
92

95

133



Figura

N o o A WD

10

11

12

13

14

15

16

17

18

LISTA DE FIGURAS

Silybum marianum

Compuestos principales de la silimarina

Turnera diffusa

Estructura del hepatodamianol

Camara de Neubauer

Reaccién de reduccion del MTT a formazan

Reaccion de cuantificacion de la AST

Secuencia de pulsos del experimento 1D-TOCSY.
Durante el bloque MLEV-17 ocurre la propagacién de la
magnetizacion a traves del sistema de espin
Cromatograma del extracto metandlico, A 254nm
Cromatograma de la fraccion extracto s/clorofilas,

A 254nm

Cromatograma de la fraccion Fr. VLC, A 254nm
Cromatograma de la fraccion Mezcla Flavonoides, A
254nm

Actividad hepatoprotectora del extracto y fracciones
obtenidas

Graéficos de los coeficientes de las variables analizadas
en el disefio factorial

Cromatograma de la mezcla de solventes y muestras
para la determinacion de solventes residuales
Cromatograma de la fraccion Mezcla de flavonoides,
UHPLC-UV-Vis-MS/MS, A 280 y 350nm

Estructura propuesta para el compuesto a. 8-C-ramnosil-
7-O-ramnosido de luteolina

Estructura propuesta para el compuesto c. 8-C-ramnosil-

Pagina

11
13
19
23
44
46
48

54

60

60

61

61

63

67

71

76

81

83

Xi



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
32

33

7-O-glucosido de luteolina

Estructura propuesta para el compuesto d. 8-C-ramnosil-
7-O-hexapiranos-.2,3-ulosido de luteolina

Estructura propuesta para el compuesto i. 8-C-ramnosil-
7-O-hexapiranos-2,3-ulosido de apigenina

Actividad hepatoprotectora in vitro de los medicamentos
herbolarios

Actividad hepatoprotectora de MH4 bajo condiciones de
estabilidad acelerada

Comparacion de los cromatogramas de MH4 a 0,3y 6
meses en condiciones aceleradas de estabilidad (A
254nm)

PCA de los medicamentos herbolarios (PC1 vs. PC2)
1D-TOCSY selectivo para los sistemas de spines de los
metilos 6"y 6°” del hepatodamianol

Comparacion del 1D-TOCSY selectivo del
hepatodamianol y MH4

Alineacion mediante COW de los espectros de hidrégeno
de los medicamentos herbolarios

Ponderaje logaritmico del producto acumulativo maximo
de los coeficientes de correlacion de los medicamentos
herbolarios.

Actividad hepatoprotectora, niveles de AST detectados
en suero

Actividad hepatoprotectora, niveles de ALT detectados en
suero

Cromatograma del experimento S2, A 254nm
Cromatograma del experimento S3, A 254nm

Cromatograma de la fraccion Mezcla de flavonoides a
254 y 350nm

85

87

94

96

97

98

100

101

102

103

104

105

111
112

115

Xii



34

35

36

37

38

39

40

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Estructura base de los flavonoides

Sistema de nomenclatura para flavonoides glicosilados
por Domon y Costello

Nomenclatura utilizada para los fragmentos de los
flavonoides C-glicdsidos

Mecanismo propuesto de ciclacion para la pérdida de una
molécula neutra de MeOH a partir del ion
pseudomolecular [M+H]* 609

Sobreposicién de los espectros 'HRMN de los
medicamentos herbolarios

Grafico de cargas para PC1, contribucién de MH9 al
primer componente principal

Grafico de cargas para PC2, contribucién de MH9 al
segundo componente principal

Cromatograma de la muestra MH1, X 254nm
Cromatograma de la muestra MH2, X 254nm
Cromatograma de la muestra MH3, A 254nm
Cromatograma de la muestra MH4, X 254nm
Cromatograma de la muestra MH5, A 254nm
Cromatograma de la muestra MH6, A 254nm
Cromatograma de la muestra MH7, A 254nm
Cromatograma de la muestra MH8, A 254nm
Cromatograma de la muestra MH9, A 254nm

Cromatograma de la muestra MH10, A 254nm

116

118

119

125

128

129

129

140
141
141
142
142
143
143
144
144
145

xiii



%

[M+H]*

°C

ML

pm

uM
1D-TOCSY
'HRMN
AcOEt
AICI;

ALT

AST

ATCC

BHT

C-18

CCso

CCF

CCl,

CEso
CH.CI,

cm

cm®

co
CO;
COFEPRIS
cow

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Porcentaje

lon pseudomoledular + proton

Grado Celsius

Microlitro

Micrometro

Micromolar

Espectroscopia de correlacién total en una dimension
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
Acetato de etilo

Tricloruro de aluminio

Alanino aminotransferasa

Aspartato aminotransferasa

American Type Culture Colection

Butil hidroxitolueno

Octadecilsilano

Concentracion citotoxica 50

Cromatografia en capa fina

Tetracloruro de carbono

Concentracion efectiva 50

Cloruro de metileno

Centimetro

Centimetro cubico

Monéxido de carbono

Diéxido de carbono

Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios

Alineacion optimizada mediante correlacion

Xiv



DMEM
DMSO
DMSO-d6
DPPH
EM
EROs
EtOH
FDA
FHEUM
g

h

H.O

HPLC/UV

HPLC-DAD

HR
Hz

i.p.

IFCC

kg
m/z
MDA
MeOH
mg
MHz

min

Medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco

Dimetil sulfoxido

Dimetil sulféxido deuterado

2.2-difenil-1-picril-hidrazilo

Espectrometria de masas

Especies reactivas de oxigeno

Etanol

Administracién de Farmacos y Alimentos

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
Gramo

Horas

Agua

Cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de
ultravioleta

Cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de
arreglo de diodos

Humedad relativa

Hertz

Intraperitoneal

Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de
Laboratorio

Kilogramo

Relacién masa/carga

Malondialdehido

Metanol

Miligramo

MegaHertz

Minuto

XV



mL

mm
mM

ms
MTT
NaCl
NAD+
NADPH
nm
NOM
OMS
PBS
PC
PCA
Ppm

R2

RMN
rpm
SFB
TBARS

UANL

UHPLC-
UV/Vis-
MS/MS

UI’L
UV-Vis
V/v

VLC

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Milisegundo

Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico
Cloruro de Sodio

Nicotinamida adenina dinucleotido

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

Nandémetro

Norma Oficial Mexicana

Organizacién Mundial de la Salud

Buffer de fosfatos en solucion salina

Componente Principal

Analisis de componentes principales

Partes por millon

Coeficiente de correlacion

Resonancia Magnética Nuclear

Revoluciones por minuto

Suero Fetal Bovino

Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico

Unidades

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Cromatografo de liquidos de ultra alta eficiencia con detector
ultravioleta/visible acoplado a espectrémetro de masas/masas
Unidades Internacionales por litro

Ultravioleta-Visible

Relacién volumen/volumen

Columna de liquidos a vacio

XVi



Alfa
Beta
Longitud de onda

XVii



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Higado

El higado es el o6rgano interno mas grande del cuerpo, pesa
aproximadamente 1.3 kg, esta situado en el hipocondrio derecho dentro de la
cavidad abdominal. La funcidon principal de este 6rgano es sintetizar una gran
variedad de proteinas y actuar como centro de desintoxicacion para los
multiples subproductos metabdlicos toxicos enddgenos y toxinas ingeridas
accidentalmente. Cuenta con un importante suministro de oxigeno a través de
la arteria hepatica, ademas la vena porta proporciona nutrientes, compuestos

endogenos y otras sustancias que son absorbidas desde el intestino[1].

Esta constituido principalmente por cuatro tipos de células: los hepatocitos
que son la maquina biosintética, las células endoteliales que sirven como

barrera entre la sangre y los hepatocitos, las células de Kupffer las cuales

1



funcionan como macréfagos y las células estelares que almacenan grasa y
vitamina A. El higado lleva a cabo multiples funciones, como la formacién y
excrecion de bilis, sintesis de proteinas, detoxificacion de xenobibticos vy
compuestos endbégenos, asi como regulacién de la glucosa sanguinea. A
menudo el dafio hepatico se relaciona con la desregulacién de alguna de las

funciones del érgano [2], [3].

1.2 Etiologia de las enfermedades hepaticas

Las enfermedades hepaticas son causadas principalmente por
medicamentos o farmacos, ingesta de alcohol, infecciones virales
(principalmente por los virus de hepatitis B y C), infecciones parasitas,
acumulacién excesiva de grasa y desoérdenes de tipo autoinmune [4], [5]. Estos
agentes pueden inducir hepatitis que es un estado de inflamacién del higado. Si
este estado es persistente, se produce un proceso cronico reversible
denominado fibrosis, que es una acumulacién excesiva de proteinas de la
matriz extracelular (incluyendo colageno tipo | y Ill); este proceso tiene el
propdsito de limitar el dafo tisular producido por lesiones hepéticas crénicas
independientemente de la etiologia. La fibrosis ocurre en los sitios de mayor
lesion y usualmente requiere que el estimulo dafino persista durante muchos
meses 0 afnos [6]. Si bien este proceso clasicamente se habia considerado
irreversible, la evidencia clinica y experimental sugiere todo lo contrario [5], [7].

La cirrosis es el estado siguiente al que puede evolucionar el higado si no es
2



resuelta la fibrosis; sin embargo el estadio exacto en que la fibrosis/cirrosis se

hace irreversible es desconocido.

Todos estos procesos pueden culminar en carcinoma hepatocelular, en el
cual existe un crecimiento no controlado asi como pérdida de la funcién normal
de las células que constituyen el 6rgano. El cancer hepatico es la tercera causa
mas comun de muerte por cancer en el mundo; entre un 70-90% de los casos
de carcinoma hepatocelular estd relacionado con cirrosis y es raramente
detectado en etapas tempranas. Sélo el 6-11% de los pacientes con este
diagnostico sobreviven mas de 5 afnos posteriores al diagnéstico [8]. En algunos

casos la Unica alternativa de tratamiento es el trasplante hepatico [6], [7].

1.3 Perspectiva actual de las enfermedades hepaticas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) determiné que alrededor de 2.4
millones de muertes anuales estan relacionadas con alguna enfermedad
hepatica y que cerca de 800 mil de estas defunciones son atribuidas a cirrosis
[9]. Por otro lado, estudios epidemioldgicos del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia indican que en 2013 en México se registraron poco mas de 600 mil
defunciones, las principales causas fueron la diabetes mellitus (14.25%),
seguida por enfermedades isquémicas de corazéon (12.63%), enfermedades
cerebrovasculares (5.29%) y enfermedades hepaticas (4.79%). A pesar de los

avances en la medicina moderna no se han desarrollado farmacos eficaces que



puedan estimular la funcidn hepatica, que regeneren células hepaticas o que

ofrezcan proteccion frente a un determinado daro [10], [11].

Estudios recientes han correlacionado la obesidad y el aumento en el indice
de masa corporal con esteatosis, esteatohepatitis no alcohdlica y con
hepatocarcinoma [8], [12]. La obesidad central, la diabetes mellitus, la
resistencia a insulina son factores que predisponen a desarrollar un dano

hepatico.

En el mundo hay mas de 1400 millones de personas con sobrepeso y
México ocupa el primer lugar en sobrepeso tanto adulto como infantil [13].
Debido a estos datos, se cree que en México la cirrosis y el cancer hepatico
seran un importante problema de salud y se prevé que las enfermedades

hepaticas seran importantes causas de morbi-mortalidad en un futuro cercano

[1], [14].

Los esfuerzos hasta ahora empleados para controlar las principales
etiologias que afectan al higado han sido enfocados hacia la concientizacién del
uso de bebidas alcohdlicas para prevenir la cirrosis alcohdlica, la aplicacién de
vacunas para prevenir las hepatitis virales para aquellos casos en que ya se
cuenta con vacuna, asi como la investigacidén y desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos. El aumento en la expectativa de vida con algunos los tratamientos
hasta ahora evaluados no ha arrojado resultados satisfactorios; sin embargo por
ejemplo para el virus de la hepatitis C hay ya en el mercado nuevos antivirales

altamente efectivos con una taza de curacién del 95-100% pero tienen un muy
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alto costo [15]; por lo que el descubrimiento de nuevos farmacos efectivos en el
tratamiento de las enfermedades hepaticas contribuird considerablemente en la
resolucion de este problema en nuestro pais en especial y a nivel mundial en

general.

1.4 Medicina herbal

Una alternativa a los tratamientos convencionales son los productos
naturales; la medicina herbal sin duda alguna han sido de gran importancia para
el cuidado de la salud, desde tiempos ancestrales y hasta la actualidad [16].
Evidencia de esto es que mas del 70% de los farmacos que ha aprobado la
Administraciéon de Farmacos y Alimentos (FDA) en los ultimos 30 anos tienen

una relacién directa o indirecta con algun producto natural [17].

1.5 Productos herbolarios en México

En México la Ley General de Salud reconoce tres tipos de productos

herbolarios [18]:

1. Medicamento Herbolario: Los productos elaborados con material vegetal
o algun derivado de este, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o
subterranea de una planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas,

aceites grasos y esenciales, presentados en forma farmacéutica, cuya



eficacia terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la
literatura nacional o internacional. Los medicamentos herbolarios,
ademas de contener material vegetal, podran adicionar en su formulacién
excipientes y aditivos. No se consideran medicamentos herbolarios
aquéllos que estén asociados a principios activos aislados vy

guimicamente definidos.

2. Remedios Herbolarios: Preparado de plantas medicinales, o sus partes,
individuales o combinadas y sus derivados, presentado en forma
farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento popular o
tradicional, el alivio para algunos sintomas participantes o aislados de

una enfermedad.

3. Suplementos alimenticios: Productos a base de hierbas, extractos
vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados de
frutas, adicionados o no, de vitaminas o minerales, que se puedan
presentar en forma farmacéutica y cuya finalidad de uso sea incrementar
la ingesta dietética total, complementarla o suplir alguno de sus

componentes.

Asi, la principal diferencia del medicamento herbolario con los remedios
herbolarios y suplementos alimenticios radica en que poseen evidencia

cientifica de su utilidad para el alivio, curacién, prevencion o recuperacion de



padecimientos; mientras que los remedios herbolarios solamente se apoyan en
el conocimiento popular o tradicional y se emplean como auxiliares
sintomaticos. Ambos, se diferencian de los suplementos alimenticios en que

estos ultimos sélo completan o incrementan vitaminas y minerales.

1.6 Desarrollo de nuevos productos herbolarios

Para recomendar el uso de productos herbolarios es necesario desarrollar
una fitoterapia cientifica o racional; es decir tomar de la fitoterapia tradicional el
uso empirico de las plantas, como guia para realizar sobre esas especies
profundos estudios que lleven a determinar cual es el, o cuales son los
principios activos de la misma. El objetivo es hacer un uso adecuado de los
preparados a base de plantas con finalidad terapéutica. Para ello, es preciso
disponer de medicinas herbales o extractos que cumplan criterios de calidad,

seguridad y eficacia que exige cualquier medicamento [19].

Cuando se conoce la o las moléculas responsables de la actividad
farmacoldgica en un producto herbolario es necesario estandarizar su contenido
para poder predecir una determinada actividad. La estandarizacion se pude
definir como el establecimiento de la calidad farmacéutica reproducible por
medio de la comparacién de un producto de referencia establecida y definiendo
la cantidad minima de uno o varios componentes o grupos de componentes que
deberian estar presentes. Dado que la naturaleza no provee los productos con

composicién consistente y estandarizada, la estandarizacién de un producto
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herbal es un proceso complicado, que comienza desde el proceso de cultivo,

pasando por el de extraccidn, almacenaje, transportacion, etc.

La estandarizacién involucra ajustar la preparacién vegetal a un contenido
definido de uno o varios constituyentes con actividad terapéutica conocida,
mezclando diversos lotes, agregando material inerte o adicionando el

constituyente activo [20], [21].

Dado el amplio uso que tienen los productos herbolarios en todo el mundo,
no es aconsejable confiar solamente en la tradicion y creencias milenarias. Al
no encontrase estandarizados este tipo de productos, se desconoce 0 no se
tiene claro la dosis que se esta administrando, la cantidad y parte de la planta
utilizada, la época y lugar de colecta; afectando todo esto la cantidad de

metabolitos terapéuticos que se administran.

1.7 Control de calidad en los productos naturales

Dependiendo del tipo de producto herbal y el propédsito para el cual es
vendido, se pueden aplicar distintas regulaciones, pero uno de los elementos
centrales es siempre la necesidad de definir apropiadamente la identidad del

material inicial, asi como ciertas consistencias respecto a sus especificaciones.

La gran mayoria de las plantas utilizadas en los paises europeos se
describen en farmacopeas en forma de monografias; sin embargo, no sucede lo

mismo con las plantas consumidas en Latinoamérica. En 2001 surgié en México
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la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) la cual
se define como un documento expedido por la Secretaria de Salud que
consigna los métodos generales para el analisis y especificaciones técnicas que
deberan cumplir las plantas y los derivados de ellas que se utilicen en la
elaboracién de medicamentos y remedios herbolarios, con el propésito de
contribuir al mejoramiento de la calidad de este tipo de productos y su uso
adecuado. En 2013 se publico la segunda edicion de la FHEUM donde se
agregaron 52 nuevas monografias de drogas vegetales (de las cuales 12 son
plantas mexicanas y cuyo desarrollo monografico es resultado de investigacion
realizada en nuestro pais), 12 nuevas monografias de aceites esenciales y 5

nuevos métodos generales de analisis.

El control de calidad es un proceso multiple que debe de cubrir todas las
etapas, desde el cultivo del material vegetal, hasta el control del producto
terminal, y la evaluaciéon de sus estabilidad y calidad a largo tiempo [19]. En
general, el control de calidad se basa en tres importantes definiciones

farmacopeicas:

- ldentidad: ¢ Es la planta la que debe ser?
- Pureza: ;Hay contaminantes que no deberian de estar?
- Contenido: ¢Esta el contenido de constituyentes activos dentro de los

criterios limites definidos?

Para responder a estas interrogantes, cada medicina herbal deberia ser

estandarizada, siguiendo, al menos, los lineamientos de la OMS [19].



La identidad se puede verificar por observaciones macro y microscopicas.
Fuentes confiables son los ejemplares de herbario. Sin embargo, en los ultimos
anos se ha considerado importante también agregar el perfil cromatografico y/o

espectroscopico del material.

La pureza esta intimamente ligada con la seguridad de los farmacos, y se
refiere a la ausencia de contaminantes como material extrafio o metales
pesados, contaminacién microbiana, aflatoxinas, radioactividad y residuos de
pesticidas que deben estar ausentes o por debajo de ciertos umbrales

previamente establecidos.

El contenido es el parametro que representa mayor dificultad para su
cumplimiento, debido, en principio a la falta de informacion acerca de la
composicion de los remedios herbales. La composicion quimica de los
productos naturales varia, dependiendo de diversos factores, como especie,
quimiotipo, parte de la planta usada, condiciones de almacenamiento, tiempo de
cosecha, zona geografica, lo cual puede dar lugar a variabilidad en cuanto a su

accion farmacoldégica.

Debido a lo anterior el desarrollo de métodos analiticos para evaluar la
calidad de estos productos es complicado. Algunos problemas para el
desarrollo de métodos analiticos, que presentan las medicinas herbales que no
tienen los compuestos de sintesis, son los siguientes: son mezclas complejas,
en muchos casos se desconocen los componentes activos, por lo general no

estan disponibles métodos analiticos o materiales de referencia, el material
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herbal es quimicamente variable y los distintos métodos de cosecha, secado,

almacenamiento, transportacién y procesado afectan su composicion.

1.8 Productos naturales en el tratamiento de las enfermedades hepaticas

Un ejemplo de un producto natural mundialmente utilizado para el
tratamiento de diferentes afecciones hepaticas es Silybum marianum (Cardo
mariano), planta que pertenece a la familia Asteraceae (Figura 1), es nativa del
area del Mediterraneo y crece en el sureste de Europa. A partir de las semillas
se extrae la silimarina que es un extracto estandarizado al que se le ha
demostrado diversas actividades farmacologicas como: hepatoprotectora, anti-

inflamatoria, anti-cancerigena y cardioprotectora [22].

Figura 1. Silybum marianum.

La silimarina estd conformado por aproximadamente un 70-80% de
“flavonoliganos de silimarina” (mezcla de silibinina A y B, isosilibinina A y B,

11



silidianina y silicristina) y flavonoides (taxifolina y quercetina), y el resto de un
20-30% consiste en compuestos indefinidos que son polifenoles polimerizados

u oxidados (Figura 2) [22].
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La silimarina tiene varias propiedades benéficas con atractivo potencial
terapéutico para las enfermedades hepaticas producidas por alcohol, asi como
efectos en la regeneracion hepatica y en la fibrogénesis hepatica, también actua

previniendo la peroxidacion lipidica e inflamacién [22].

1.9 Plantas mexicanas con actividad hepatoprotectora

En México se han inventariado cerca de 4500 plantas medicinales, se
conoce que cerca del 80% de la poblacion mexicana utiliza estas plantas para
el alivio de sus enfermedades. De la gran mayoria de las plantas medicinales
mexicanas no existen estudios cientificos que sustenten su accién, se estima

que solo el 10% de estas se han estudiado.

Existen diferentes reportes de plantas mexicanas que se utilizan
tradicionalmente para el tratamiento de afecciones hepaticas, ejemplo de estas

se muestran en la tabla | [14], [16], [23]-[25].
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Tabla I. Plantas mexicanas utilizadas para el tratamiento de las afecciones

hepaticas.
Planta Familia Nombre comudn Parte usada
Cacahuate Aceite de
Arachis hypogaea | Papiloneaceas
Mani cacahuate
Hamula Monterrey
Brickellia )
Compuestas Amula Hojas
cavanillesii
Prodigiosa
Cacalia Matarique Rizomas y
Compuestas
decomposita Maturin raiz
Grama
Capriola dactylon Graminaceas Toda la planta
Pata de gallo
Cecropia Chancarro
Moraceas Hojas
obtusifolia Guarumo
Chancero alegre
Centaurea Semillas y
Asteraceas Flor de canasta
americana hojas
Cardo
Achicoria
Chicorium intybus Asteraceas Hojas y raiz
Ahuirén
Cnicus
Papavaraceas Cardo Santo Toda la planta
benedictus
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Cochlospermum

Arbol del algodén de

Bixaceas Corteza
vitifolium seda
Prodigiosa
Coleosanthus
Asteraceas Gobernadora de Hojas
squarrosus
Puebla
Condalia Abrojo
Ramnaceas Hojas
obtusifolia Chaparro prieto
Conyza Simonillo
Compuestas Parte aérea
filaginoides Hierba amarga
Hojas y
Cynara scolymus Compuestas Alcachofa
corazon
Cola de caballo
Equisetum spp. Equisataceas Tallo
Bejuquillo
Eupatorium
Compuestas Hierba del angel Hojas
collinum
Raiz, ramas,
Foeniculum
Umbeliferas Hinojo hojas y
vulgare
semillas
Heterotheca Acéhuatl
Asteraceas ) Flores
inuloides Arnica
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Nogal

Hojas y
Juglans mollis Jyglandaceas Nogal encarcelado
corteza
Nogal blanco
Krameria
Krameriaceas Zarzaparilla Raiz
ramosissima
Cenizo
Leucophyllum
Scrophulariaceae Hierba ceniza Hojas
frutescens
Palo cenizo
Marrubium
Labiadas Marrubio Ramas
vulgare
Medicago sativa Pailonaceas Alfalfa El jugo
Mespilus
Rosaceas Nispero Hojas
germanica
Momordica
Cucurbitaceas Melon amargo Frutos
charantia
Opuntia imbricata Cactaceas Coyonoistle Frutos
Parthenium
Compuestas Mariola Hojas
incanum
Prosthechea Papa de agua dulce
Orquidaceas Flores
michuacana Agua Lily
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Raiz, corteza,

Psidium guajava Psidiumnaceas Guayabo hojas y frutos
inmaduros
Quassia amara Simarubaceas Cuasia Madera
Rhamnus
Ramnaceas Céascara Sagrada Corteza
purshiana
Saccharum
Poaceas Cana de azucar El jugo
officinarum
Salvia officinalis Labiadas Salvia Hojas y ramas
Zarzaparrilla
Smilax medica Lilaceas Raiz
Cerveza de raiz
Taraxacum Diente de ledn
Compuesta Hojas y raiz
officinale Amargdn
Thymus vulgaris Labiadas Tomillo Toda la planta
Damiana
Turnera diffusa Turneraceas Hierba del venado Parte aérea
Hierba de la loma
Hieba de San José
Verbena carolina Verbenaceas Verbena Flores y hojas
Poleo negro
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1.10 Turnera diffusa

Es la planta mas importante de las especies de la familia de las Turneraceas
por su aplicacién en la medicina tradicional [26]; conocida popularmente como
‘Damiana”, es un arbusto que mide de 70-90 cm de altura, tallo ramoso, hojas
alternadas, ovaladas y aromaticas, con flores pequefias de color amarillo

(Figura 3) [23].

Figura 3. Turnera diffusa.

La importancia actual de damiana en los paises industrializados, tanto como

una planta medicinal, como planta vendida en el mercado se refleja
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indirectamente por un numero cada vez mayor de publicaciones cientificas

recientes que se ocupan de la identificacion de la misma en productos en el

mercado asi como también del control de calidad (Tabla Il) [26]-[32].

Tabla Il. Publicaciones cientificas de T. diffusa en los ultimos anos.

Autor Ano Trabajo

Kumar [29] 2006 | Monografia de la caracterizacion farmacogndsica

Ramirez-Durén | 2006 | Método por TLC para el control de calidad de

27] productos que contienen damiana

Camargo [28] 2010 | Método por HPLC y TLC para el control de calidad
de extracto acuoso de las hojas de damiana

Godoi [30] 2004 | Método por gases/masas con trampa de iones para
el control de calidad rapido y fiable del aceite
esencial

Schaffer [31] 2013 | Método por gases bidimensional para detectar
damiana en mezclas de hierbas de interés forense

Lucio-Gutiérrez | 2012 | Método de huella dactilar por HPLC de longitud de

[32]

onda variable para predecir la actividad antioxidante
de extractos de damiana, también para control de
calidad de productos herbales farmacéuticos.
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Es usada a nivel popular para tratar el resfriado comun, dispepsia,
desbalance hormonal, depresién, des6rdenes nerviosos y como aperitivo. La
infusion de las hojas es utilizada como antianémica, conceptiva y para

contrarrestar la frigidez e impotencia [23], [33], [34].

En la literatura se refieren estudios donde se han evaluado la actividad
adaptogénica, antiansiedad, antiaromatasa, antibacteriana, antihiperglicémica,
antioxidante, antiobesidad, antiespasmddica, afrodisiaca, antiulcerativa,

gastroprotectiva y hepatoprotectora [14], [26], [29], [35]-[54].

De esta planta se han aislado e identificado compuestos de tipo flavonoides,
compuestos fendlicos, derivados de acidos fendlicos y del maltol, glucésidos
cianogénicos, sesquiterpenos, triterpenos, politerpenos, derivados de xantina,

entre otros [26].
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1.11 Antecedentes

Un estudio realizado en el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad
de Medicina y la Unidad de Higado del Hospital “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
ambos de la UANL, demostré la actividad hepatoprotectora de cuatro plantas de
la region noreste de México; las plantas evaluadas fueron T. diffusa, Krameria
ramosissima, Juglans mollis y Centaurea americana. En este trabajo se
demostrd que los extractos de Centaurea americana (flor y hoja-tallo), T. difussa
(parte aérea) y Juglans mollis (corteza y hoja) reducian significativamente
(P<0.001) los niveles de dafio en las células hepaticas en un modelo in vitro
utilizando células HUH7, por lo que se consideraron excelentes candidatos pasa

aislar posibles compuestos hepatoprotectores [14].

Posteriormente nuestro grupo de trabajo se dio a la tarea de obtener por
medio de aislamiento biodirigido un compuesto con actividad hepatoprotectora a
partir de T. diffusa; el compuesto aislado fue un flavonoide C-glicosilado (Figura
4) que ya habia sido reportado anteriormente [33]. Este compuesto denominado
hepatodamianol demostré tener una capacidad antioxidante similar a la
quercetina y no se le habia adjudicado ninguna otra accion farmacoldgica [55].
Los resultados mostraron que el hepatodamianol fue cuatro veces mas efectivo
que la silibinina (compuesto utilizado para el tratamiento de enfermedades
hepéticas) en el modelo in vitro de hepatoproteccion desarrollado utilizando

células HepG2 [56]. Se present6 la solicitud de patente para el uso de este
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compuesto como agente hepatoprotector ante el Instituto Mexicano de la

Propiedad Industrial.

Figura 4. Estructura del hepatodamianol.

Si bien los resultados obtenidos son promisorios, el porcentaje de
recuperacion del compuesto es menor al 8%; las multiples etapas del proceso
de obtenciodn, los costos elevados de material, reactivos y el extenso tiempo de
trabajo hacen que la propuesta del uso del flavonoide como un agente

hepatoprotector sea poco factible [57].
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1.12 Justificacion

Debido a la prevalencia que tienen las enfermedades hepaticas y a que las
tendencias indican que en afnos préximos aumentard su incidencia; es

necesaria la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento.

En México existe una gran biodiversidad y contamos con numerosas plantas
a las cuales se les han atribuido diferentes actividades farmacolégicas. Tal es el
caso de T. diffusa que ha demostrado tener actividad hepatoprotectora,
recientemente se ha aislado e identificado el componente principal de dicha
actividad; sin embargo la obtencién de este compuesto es un proceso muy largo

y laborioso.

Por lo anterior, se propone la obtencién de un medicamento herbolario a
partir de T. diffusa el cual esté estandarizado y cumpla con criterios de calidad

que permitan en un futuro realizar ensayos preclinicos con el mismo.
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1.13 Objetivo general

Obtener un medicamento herbolario con actividad hepatoprotectora a partir

de Turnera diffusa

1.14 Objetivos especificos

1. Seleccionar la mejor opcion (extracto/fraccion) para elaborar un

medicamento herbolario con actividad hepatoprotectora a partir de

Turnera diffusa.

2. Optimizar el proceso de obtencién del medicamento herbolario.

3. Establecer parametros para el control de calidad del medicamento

herbolario.

4. Evaluar in vivo el medicamento herbolario.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material, Equipos y Reactivos

2.1.1 Material

e Acrodiscos de poro de 0.2 um membrana de nylon marca Pall Life
Sciences

e Cajas de cultivo celular T-25, T-75 y T-175 marca Corning con filtro en la
tapa

e (Cajas para criotubos con capacidad de 25 marca VWR

e (Céamara de Neubauer

e Capilares de 10uL marca Drummon Wiretrol
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Cartucho de SPE C1g 1000 mg/8 mL marca Alltech

Columna HPLC fase inversa de octadecilsilano C-18 Hipersyl-Gold
4.6x150 mm, tamarno de particula de 5um marca Thermo
Columna UHPLC fase inversa de octadecilsilano C-18 Hipersyl-Gold
2.1x 50 mm, tamarno de particula de 1.9um marca Thermo
Criotubos de 2 mL de capacidad marca Nalgene

Cromatoplacas de silica gel 60F 254 20x20 marca Merck

Cubas cromatograficas de 121x108x80 mm

Embudo Hirsch Pyrex tamafo de poro M (10-15) de 160 mL
Espatulas para polvos

Frascos de vidrio ambar de boca ancha con tapa

Gradillas

Jeringas estériles desechables de 1 mL y 5 mL de capacidad
Licuadora de 7 velocidades, vaso de vidrio marca Licuaturbo man
Matraces bola de 50 mL, 100 mL y 500 mL con boca esmerilada 24/40
marca Pyrex

Matraces Erlenmeyer de 125 mL, 250 mL y 500 mL marca Pyrex
Matraces Kitazato de 250 mL

Papel filtro Whatman # 40

Pipetas automéaticas de 100-1000 pL, 20-200 pyL y 1-20 yL marca
Eppendorf y Accumax Pro

Pipetas Pasteur



Pipetas serolégicas de 5 mL, 10 mL y 25 mL estériles marca VWR
Pipetor automatico marca VWR

Placas de 6 pozos de fondo plano, estériles y con tapa marca Corning
Placas de 96 pozos de fondo plano, estériles y con tapa marca Corning
Placas de porcelana de 12 pozos

Probetas de 25 mL, 50 mL y 250 mL marca Pyrex

Puntillas de 100-1000 uL, 20-200 yL y de 1- 20 uL marca Eppendorf
Tubos coénicos de 15 mL y 50 mL estériles con tapa marca Corning
Tubos de ensayo 13 x 100 marca Pyrex y Kimax

Tubos de poliestireno de 5 mL estériles y con tapa marca VWR
Tubos eppendorf ambar de 1.5 mL de capacidad marca Eppendorf
Tubos eppendorf claros de 1.5 mL de capacidad marca Eppendorf
Vasos de precipitado de 10 mL, 50 mL, 250 mL, 600 mL y 1000mL

marca Pyrex

2.1.2 Equipo

Autoclave marca Market Forge Sterilmatic
Balanza analitica marca AND modelo GR-120
Bomba de vacio Gast de 1 caballo de fuerza
Campana de extraccion Lumistell CEE-120

Campana de flujo laminar marca Prendo modelos CSB 120
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Centrifuga ECMicro-MB

Centrifuga refrigerada marca Thermo modelo Centra CI3R

Colector de fracciones BioRad Modelo 2128

Enfriador y Recirculador Hdake k20

Espectrofotdmetro marca Beckman modelo DU 7500

Espectrometro de masas con analizador de tiempo de vuelo TOF QSTAR
XL, marca Applied biosystems, interfase de ionizacién por electrospray
(ESI)

Espectrometro de Masas con analizador de trampa de iones LCQFleet,
marca Thermo Scientific, interfase de ionizacion ESI

Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear marca Bruker de 400
MHz Avance Il

Horno de conveccion marca ShelLab a 40°C

Horno de calentamiento a 37°C Bluem

HPLC Waters 600 con automuestreador Waters 717 plus y detector de
arreglo de diodos Waters 2996

HPLC Agilent 1100, bomba cuaternaria y automuestreador

Incubadora marca Thermo modelo MIDI 40

Invertoscopio Southern Precisidén Instrument

Lampara ultravioleta

Lector de placas marca

Microscopio con objetivos 4X, 10X, 40X y 100X marca Eagle modelo CM

240
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Placa de calentamiento Cimarec 2
Refrigerador Daewoo

Rotavapor Heidolph Laborota 4000-efficient
Sheaker marca Heidolph modelo Unimax 1010
Sonicador Branson 2510

UHPLC Ultimate 3000, (Dionex, Thermo Scientific), bomba cuaternaria,

automuestreador y compartimento de columna termostados, detector de

longitud de onda variable.

Vortex VWR Scientific Products

2.1.3 Reactivos

2.2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) marca Sigma

Acetato de etilo (grado analitico) Marca Fermont

Acido acético Marca Fermont

Acido férmico Marca Fermont

Agua bidestilada

Agua destilada

Antibiético Penicilina — Estreptomicina (10 000 unidades/mL — 10 000
ug/mL) 10 X marca Gibco

Aspartato AminoTransferasa marca Instrumentation laboratory

Azul tripano 0.4% probado para cultivo celular marca Sigma

Bromuro metil tiazol tetrazolio (MTT) marca Sigma
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Buffer de fosfatos en solucién salina (PBS) marca Sigma
Cloruro de metileno (Grado analitico) Marca Fermont

Dimetil sulféxido probado para cultivo celular marca Sigma
Doxorrubicina hidroclorada marca Sigma

Etanol (Grado analitico) Marca Fermont

Hexano (Grado analitico) Marca Fermont

Hidroxido de sodio

L-Glutamina 200mM 100X marca Gibco

Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) Marca Gibbco
Metanol (grado analitico) Marca Fermont

Metanol (HPLC) Marca Tedia

Nitr6geno gas de alta pureza grado 5.0 marca AGA
Nitrogeno liquido

Quercetina marca TCl América

Silibinina Marca Sigma

Silica gel 60G para cromatografica en capa fina Marca Merck
Suero fetal bovino marca Gibco

Tetracloruro de carbono (Grado reactivo ) Marca Sigma

Tripsina 0.25% 1x marca Gibco
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2.1.4 Material Bioldgico

Se utilizaron las lineas HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) y Vero

(células de epitelio renal del mono verde) ambas ATCC.

2.2 Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizaron cromatoplacas base aluminio de silica gel 60F2s4 las que se
cortaron del ancho necesario por 7 cm de altura. Las placas se observaron bajo

luz ultravioleta a 254 nm.

2.2.1 Sistema de elucion

El sistema de elucion estaba formado por una mezcla de acetato de etilo

(AcoEt): acido férmico: acido aceético: agua en proporcion 25:1:1:3.

2.3 Condiciones de elucion para los cromatégrafos liquidos de alta

resolucion

2.3.1 Sistema para el cromatografo de liquidos de alta resolucion

con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

El equipo empleado fue un HPLC-DAD Waters 1525, equipado con bomba

binaria, automuestreador y detector de arreglo de diodos.
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La separaciéon cromatografica se realiz6 con una columna Hypersil-Gold de

4.6x150 mm de fase inversa octadecilsilado (C-18) y tamaro de particula de 4

um. Se inyectaron 10 uL de la muestra disuelta en metanol (MeOH). El sistema

de elucién se muestra en la tabla Ill. La fase mévil se formd por mezcla de acido

formico al 0.1% y MeOH, se desgasificé y filtr6 con una membrana de tamano

de poro de 0.45 um, el caudal de la fase fue de 0.4 mL/min. Antes de la primera

inyeccion, la columna se acondiciond por una hora con la fase mévil en las

condiciones iniciales, los Ultimos cinco minutos del sistema de elucién fueron

para volver a equilibrar la columna antes de la siguiente inyeccion.

Tabla lll. Sistema de elucién del HPLC-DAD, gradiente lineal.

A %B
Tiempo 0.1,/0 Amdo MeOH
férmico

0 70 30
20 40 60
25 30 70
30 30 70
40 70 30
45 70 30
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2.3.2 Sistema para la cuantificacion de hepatodamianol en el
cromatoégrafo de liquidos de alta resolucion con detector de arreglo

de diodos (HPLC-DAD).

El equipo empleado fue un HPLC-DAD Waters 1525, equipado con bomba

binaria, automuestreador y detector de arreglo de diodos.

La cuantificacion se realizé siguiendo las especificaciones del método
validado, La separacibn cromatografica se realizd con una columna
phenomenex Luna de 150x4.6 mm de fase inversa octadecilsilado (C-18),
tamano de particula de 5 um con una precolumna phenomenex (C18 4x3.0
mm). El sistema de elucion se muestra en la tabla VII. La fase mévil se formo
por la mezcla de A) MeOH y de B) acido formico al 0.1%, se filtré con una
membrana con tamarno de poro de 0.45 um y se desgasifico, el caudal de la
fase movil fue un gradiente (tabla IV) utilizando un periodo de equilibrio de 15

min previo a cada inyeccion.
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el HPLC-DAD, gradiente lineal.

Tabla IV. Sistema de elucidn para la cuantificacién de hepatodamianol en

%A %B
Tiempo Flujo Me°OH 0.1% Acido
(mL/min) formico
0 0.4 30 70
20 0.4 60 40
25 0.2 70 30
45 0.2 70 30

2.3.2 Sistema para el cromatografo de liquidos de ultra alta

resoluciéon con detectores UV y masas (UHPLC-UV/MS).

El equipo empleado fue un cromatografo liquido de ultra alta eficiencia,
UHPLC Ultimate 3000, (Dionex, Thermo Scientific) equipado con bomba
cuaternaria, automuestreador y compartimento de columna con termostato,
detector de longitud de onda variable y espectrometro de masas con analizador
de trampa de iones (LCQFleet, Thermo Scientific) con software Xcalibur
(version 2.1; Thermo Scientific) y equipado con una interfase de ionizacion por

electrospray (ESI) en modo positivo. Se empled nitrégeno como gas cortina y

gas auxiliar a 30 y 20 unidades (AU) respectivamente. El capilar se mantuvo a
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275°C y 14 V, y la fuente a 5 kV. Para los experimentos MS se realiz6 full scan
entre m/z 200 y 2000 y en los experimentos MS" se selecciond el ion de interés
y se volvié a fragmentar empleando una energia de colisién de 35% usando

Helio como gas de colision.

La separaciéon cromatografica se realizé con una columna Hypersil-Gold de
fase inversa (C-18) (50 mm X 2.1mm, 1.9 ym, Thermo Scientific). Se inyect6 0.7
uL de la muestra disuelta en MeOH. El sistema de elucién se muestra en la
tabla V. La fase mévil se formé por mezcla de acido férmico al 1% y MeOH, se
desgasifico y filtr6 con una membrana de tamano de poro de 0.22um, el caudal
de la fase fue de 0.2 mL/min. La detecciéon por UV se hizo a 280 y 350 nm.
Antes de la primera inyeccion, la columna se acondicioné por una hora con la
fase movil en las condiciones iniciales, los Ultimos 1.2 minutos del sistema de
elucion fueron para volver a equilibrar la columna antes de la siguiente

inyeccion.
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Tabla V. Sistema de elucién del UHPLC-UV/MS, gradiente lineal.

. %A .
Ty | 0% Aoido | yeay
0 70 30
4 40 60
5 30 70
6 30 70
7 70 30
8.2 70 30

2.3.3 Sistema para el cromatografo de liquidos de alta

resolucion con detector de masas (HPLC-MS/TOF)

El equipo empleado fue un cromatografo liquido de alta eficiencia, HPLC
Agilent 1100, equipado con bomba cuaternaria, automuestreador y
espectrémetro de masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF QSTAR XL,
Applied biosystems). Equipado con una interfase de ionizacién por electrospray

(ESI) en modo positivo.
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La separacion cromatografica se realizd con una columna Ascentis Express

de fase inversa (C-18, 100 mm X 2.1mm, 2.7 ym, Supelco), se inyectaron 2 pL

de la muestra disuelta en MeOH. El sistema de elucion se muestra en la tabla

VI. La fase mévil se formé por mezcla de acido férmico al 1% y MeOH, se

desgasifico y filtré con una membrana de tamafo de poro de 0.22um, el caudal

de la fase fue de 0.2 mL/min.

Tabla VI. Sistema de elucion del HPLC-MS/TOF, gradiente lineal.

. %A .
(01 Ae | o
0 70 30
10 55 45
20 0 100
25 0 100
26 70 30
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2.4 Colecta de material herbal

Las colectas de T. diffusa se llevaron a cabo en los meses de noviembre
2014, enero, julio, octubre, noviembre y diciembre 2015, febrero y abril 2016 en
el municipio de Montemorelos, y junio de 2015 en Linares; ambos municipios de

Nuevo Ledn. Se obtuvo Unicamente la parte aérea de la planta.

Los especimenes colectados se secaron a temperatura ambiente hasta que

mantuvieron peso constante y posteriormente se molieron.

2.5 Obtencion de extractos primarios

Para cumplir con el objetivo uno se realizé un extracto metandlico de la parte
aérea. Para la extraccion se pesaron 500 g de material seco y molido de la
planta y se extrajeron con 800 mL de MeOH agitando durante una hora a 200

rpm; el proceso se realizo por triplicado a temperatura ambiente.

Para cumplir el objetivo dos, el proceso de optimizacion se realizé con las
mismas condiciones anteriormente mencionadas solo que ajustadas a 3 g de

planta.

Una vez optimizadas las condiciones de extraccion, todas las extracciones

subsecuentes se realizaron con los resultados obtenidos del objetivo dos.
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Los extractos obtenidos se juntaron, filtraron, se evaporaron a presidon

reducida a 37°C y se almacenaron en refrigeraciéon (4°C) en frascos color

ambar con atmésfera de nitrégeno hasta su posterior uso.

2.6 Diseno de experimentos

Se determinaron cuales eran las variables que afectaban el proceso de

extraccion, es decir que variables modificaban el porcentaje de recuperacién y

cantidad de hepatodamianol. Las variables analizadas se muestran en la tabla

VII.

Tabla VIl. Identificacion de las variables que afectan el proceso de obtencion

del medicamento herbolario.

Pasos del
proceso de Variables Valor original Valor alto Valor bajo
obtencion
Volumen de solvente 40 mL 80mL 20mL
. Velocidad de agitacién 200 rpm 300 rpm 100 rpm
Obtencién del
extracto - .
Tiempo de agitacion 1h 3h 0.5h
Numero de extracciones 3 6 1
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Para identificar que variables afectaban la obtencion del extracto se realiz6
un disefio de experimentos factorial completo de dos niveles, cuatro factores y
dos respuestas en el software Modde versién 8.0 de la compania Umetrics. La
cantidad de planta a extraer no se varié, se partieron de las condiciones de

extraccion masiva ajustadas a 3 g de planta.

Una vez obtenidos los resultados del disefio factorial se generaron en el
software los graficos de coeficientes que muestran la regresion lineal multiple
(MLR, método utilizado para modelar la relacién lineal entre una variable
dependiente y una o mas variables independientes). El tamano del coeficiente
representa el cambio en la respuesta cuando un factor varia su valor de 0 a 1
en unidades codificadas. El coeficiente fue significativo cuando el intervalo de

confianza no cruza de cero.

2.7 Fraccionamiento

2.7.1 Eliminacion de clorofilas

La eliminacién de clorofilas se realiz6 por medio de extraccion en fase sdlida;
10 mL de solucién metandlica saturada del extracto metandlico se hizo pasar
por un cartucho de octadecilsilano C-18 y éste se eluyd con 70 mL de solucién
acuosa de metanol al 50%, posteriormente una solucion acuosa de metanol al
70% y finalmente metanol 100%. Todas las fracciones se evaporaron a presion

reducida a 37°C hasta sequedad.
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Se evaluaron las actividades hepatoprotectora y citotéxica de la fraccidn
obtenida con metanol al 50% y se realiz6 el analisis cromatografico de la
misma; esta fraccion evaluada se llamé Extracto s/clorofilas y se continué con

esta el fraccionamiento.

2.7.2 Cromatografia de liquidos a vacio (VLC)

La fraccion extracto s/clorofilas se hizo pasar por una columna de liquidos a
vacio; 40 g de silica se empacaron en un embudo Hirsh tamafo de poro M. La
muestra (3 g) se mezcl6é con 5 g de silica, ya adsorbida la muestra se coloco
sobre la columna previamente formada y esta se eluyd con solventes de menor
a mayor polaridad cloruro de metileno (CH2Cl,), AcOEt, AcOEt:MeOH (1:1) y
MeOH. Se eluyd la columna con 200 mL de cada una de los solventes. Todas

las fracciones generadas se evaporaron a presion reducida a 37°C.

Se evaluaron las actividades hepatoprotectora y citotdéxica de la fraccién
obtenida con AcOEt:MeOH y se realiz6 el andlisis cromatografico de la misma;
esta fraccion evaluada se identific6 como Fr. VLC y con ella se continué el

proceso de fraccionamiento.
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2.7.3 Fraccionamiento en columna a baja presion

La fraccion VLC se separ6 en una columna de baja presion marca Lichroprep
de fase inversa C-18 (40-63 um), las fracciones se eluyeron con metanol 40%,
50%, 60% y 100%. Se inyectaron 400 mg de la muestra, y se utilizaron 300 mL
de cada fase a una velocidad de flujo de 3 mL/min. Todas las fracciones

generadas se evaporaron a presion reducida a 37°C.

De las cuatro fracciones generadas la obtenida con MeOH 60% se analiz6
cromatograficamente, ademas se determinaron las actividades
hepatoprotectora y citotéxica. Esta fraccion se identific6 como Mezcla

Flavonoides.

2.8 Cultivo celular

2.8.1 Mantenimiento de las lineas celulares

Se descongeld una alicuota de cada linea celular, y se propagd en varios
frascos de cultivo; una vez que el cultivo llegd a una confluencia del 70-80% se
retird el medio utilizando una bomba de aspiracién. Posteriormente las células
se lavaron dos veces con PBS; ya lavadas las células se agreg6 1 mL de

tripsina y se incubd por 5 min a 37°C con 5% de CO».

Transcurrido ese tiempo, se adicionaron 6 mL de medio de cultivo DMEM

con suero fetal bovino (SFB) al 10% para neutralizar la tripsina; esta solucién se

43



colect6 en un tubo coénico Falcon de 15 mL y se centrifugé durante 5 min a 2000

romy 25 °C.

Una vez centrifugado se decantd el sobrenadante y el boton celular se

resuspendioé en 1 mL de medio de cultivo.

2.8.2 Conteo celular

Para contar la células se realizd una dilucion 1:10 de la suspension celular;
en un tubo eppendorf se agregaron 20 pL de la suspensién celular a una

mezcla de 170 uL de medio y 10 uL de azul tripano.

Se tomaron 10 pL de la dilucién con azul tripano y se colocaron en la camara
de Neubauer por capilaridad. En el conteo solo se tomaron en cuenta las
células que se encontraban en los cuadrantes 1, 2, 3y 4 de la camara (Figura

5) que no estuvieran tefidas con el colorante.

Figura 5. Camara de Neubauer
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El célculo del niumero de células por mililitro se realizé mediante la siguiente

formula:

células B (total de células

7 ) * (Factor de dilucidn) * (10%)

mL

2.8.3 Congelamiento de las lineas celulares

Una vez que se conocio la cantidad de células por mililitro que habia en la
suspensién celular, se tomé la cantidad necesaria para tener 1 millon de

células.

En un criovial se agregaron 75 uL de DMSO (con el fin de preservar la
membrana celular al almacenar en el nitrégeno liquido) y la cantidad necesaria
de SFB para que al agregar las células se obtuviera 1 mL de solucion. Al

adicionar se tomo la precaucion de homogenizar correctamente la solucion.

Inmediatamente se pasoé el vial a un bafo con hielo y una vez terminado el

procedimiento las células se almacenaron en nitrégeno liquido.

2.9 Determinacion de la citotoxicidad del extracto y fracciones

La evaluacion de la citotoxicidad se realizd por medio de la prueba de
reduccién de la sal bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,3-difeniltetrazolium

(MTT) segun lo descrito por Mossman en 1983 [58]. En este ensayo se midié
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espectrofotométricamente a una A de 517 nm la conversion del MTT a cristales
de formazan (un producto violeta); la reaccién de reduccion celular implica la
accién de los cofactores de nucleétidos de piridina NAD*/NADPH y la enzima
mitocondrial deshidrogenasa, que solo funcionan en la células vivas (Figura 6).
El producto de formazan es impermeable a la membrana celular, acumuldndose
dentro de la célula. Al adicionar un agente lisante las membranas celulares se
rompen liberando los cristales acumulados permitiendo la cuantificacion del
producto formado. La intensidad del producto es proporcional a la cantidad de

células vivas.

NADH Deshidrogenasa
N mitocondrial
¢ 7\‘ \ _NH
N
b _
I SN ="
s/
CHg

NAD+

CH3

Figura 6. Reaccion de reduccion del MTT a formazan

Para realizar el ensayo se agregaron 5000 células Vero por pocillo en plazas
de 96 pozos; transcurridas 24 h se retird el medio y se agregd 100 ulL del
extracto o fraccidén disuelto en medio de cultivo a concentraciones de 50-3.9

ug/mL.
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Se dej6 en incubacién a 37°C y 5% de CO, por 48 h y posteriormente se lavo
la placa en dos ocasiones con PBS. Después del lavado se agregaron 200 pL

de MTT 0.5 mg/mL y se incubd por 3 h.

Transcurrido este tiempo, se decanté el sobrenadante y se adiciond 200 pL
de DMSO; se agité por 8 min a 25 rpm y se leyé espectrofotométricamente a

570 nm en el lector de placas.

2.10 Determinacion de la actividad hepatoprotectora del extracto y

fracciones

2.10.1 Modelo de hepatoproteccion

La evaluacién de la actividad hepatoprotectora se realizé segun lo reportado
por Delgado-Montemayor tesis Maestria [57]: En placas de 6 pozos se
sembraron 1 millébn de células HepG2, a las 12 h se retird el medio y se lavaron
con PBS. Posterior a esto, se agregaron las soluciones de los extractos o
fracciones a evaluar disueltos en PBS a 100 pg/mL, se mantuvieron en
condiciones de incubacion durante una hora. Transcurrido este tiempo se
retiraron las soluciones para adicionar 1.5 mL de CCl4 0.4%; se dej6 actuar por
2 h en condiciones de incubacion, se retird el sobrenadante y fue llevado
inmediatamente para cuantificar la enzima aspartato aminotransferasa (AST).
Los sobrenadantes se mantuvieron en bafo de hielo hasta la determinacién

enzimatica.
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2.10.2 Determinacion de la aspartato aminotransferasa (AST)

Se cuantific6 la AST en el equipo llab Aries con el kit de marca
Instrumentation laboratory; la cuantificacion se realizd conforme la
recomendacion de la Federacién Internacional de Quimica Clinica y Medicina

de Laboratorio (IFCC) siguiendo la reaccion mostrada en la figura 7.

AST
L — aspartato + 2 — oxoglutarato ——————— Oxalacetato + L — glutamato

LDH
Oxalacetato + NADH + H* — L — malato + NAD*

Figura 7. Reaccién de cuantificacion de la AST.

La disminucién de la absorbancia debido a la oxidacion de NADH a NAD™ es
proporcional a la actividad de la AST en la muestra. La absorbancia se midi6 a

340 nm.

2.11 Control de calidad

2.11.1 Determinacion de la actividad antioxidante por la técnica de

DPPH

Se realizd segun lo descrito por Granados-Guzman; se determind la

concentracion efectiva 50 (CEsp) para reducir el radical 2.2-difenil-1-picril-
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hidrazilo (DPPH) por medio de espectrofotometria UV-Vis a una A de 517 nm

utilizando una técnica a microescala en placas de 96 pozos [59].

Se prepararon soluciones de los extractos y fracciones a una concentracion
de 1 mg/mL en etanol (EtOH). De esta solucion se tomé 0.1 mL y se adicioné
en un pozo con 0.1 mL de EtOH; a partir de esta solucion se realiz6 una serie
de diluciones seriadas (factor 1:2) por 11 pozos mas. A cada uno de los pozos
se le agreg6 0.1 mL de DPPH (280 uM) y se dejé reposar por 15 min en
obscuridad. Transcurrido el tiempo se ley6 la placa en el lector de placas

Multiskan FC (Thermo Scientific).

Se utilizé una solucion de quercetina 1 mg/mL como control positivo y EtOH

como control negativo.

Para determinar la CEs, fue necesario calcular la capacidad reductora de los
extractos. La capacidad reductora se determind por medio del porcentaje de

reduccion mediante la siguiente ecuacion:

% Reduccién= (Absorbancia del control negativo) - (Absorbancia de la muestra) 100
i Heen Absorbancia del control negativo X

Los porcentajes de reduccidon se graficaron versus la concentracion del

extracto en cada pozo; del grafico generado se calculd la ecuacién de la recta y
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se determiné la concentracidén del extracto necesaria para obtener un 50% de

reduccion.

2.11.2 Determinacion de la cantidad de flavonoides totales

Se determiné la cantidad de flavonoides totales por medio de

espectrofotometria UV-Vis a una A de 510 nm [60], [61].

Se prepararon soluciones de las muestras del medicamento herbolario a una
concentracion de 1 mg/mL en EtOH. De esta solucion se tomé 0.1 mL y se
adicion6 en un pozo con 0.1 mL de EtOH; a partir de esta solucion se realiz6
una serie de diluciones seriadas (factor 1:2) por 11 pozos mas. A cada uno de
los pozos se le agregd 0.1 mL de AICI; (10%). La solucién final se dej6 reposar
por 60 min. Transcurrido el tiempo se leyd la placa en el lector de placas

Multiskan FC (Thermo Scientific).

La quercetina y rutina fueron los estandares de referencia, se realiz6 una
curva con diferentes concentraciones del estandar y se trataron de la misma
forma que las muestra. Se utilizé EtOH blanco y el contenido de flavonoides
totales se expresdé como mg de flavonoides equivalentes a quercetina o rutina

por g de muestra (mg/g). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

50



2.11.3 Determinacion de estabilidad acelerada

Para determinar la estabilidad del producto se realizé mediante el ensayo de
estabilidad acelerada descrito en la NOM-073-SSA1-2015 que describe los

procedimientos para la estabilidad de farmacos y medicamentos.

El ensayo consiste en exponer la muestra a condiciones de 40+2 °C, con
75+5% de humedad relativa durante seis meses. Se tomaron muestras cada
mes hasta completar 6 meses; el parametro de seguimiento fue la actividad
hepatoprotectora y el perfil cromatografico, en los cuales se buscaron

diferencias significativas entre las muestras obtenidas en los distintos tiempos.

La atmésfera con humedad relativa controlada se generé con una
combinacién de agua y diferentes sales en un sistema que se encontraba

herméticamente cerrado [62].

Para generar la humedad en aproximadamente un 75% se utilizaron 100 mL
de agua desionizada por cada 230 g de NaCl en un recipiente de 2500 cm® a

una temperatura de 40°C [63]

2.11.4 Determinacion de solventes residuales

Se determind la presencia de solventes residuales por medio de
cromatografia de gases - espectrometria de masas. Se utilizé un cromatégrafo

de gases Agilent Technologies 6890N acoplado a un espectrémetro de masas
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5973 INERT. La separacion se realizé en una columna capilar DB-WAX de 30m
*0.25 mm * 0.25 um; y helio como gas acarreador a flujo de 1mL/min. La rampa
de temperatura comenzé a 40°C y se mantuvo asi por 5 min, posteriormente se
llevé a 230°C a una velocidad de 10°C por min y se mantuvo por 5 min mas. El

detector se mantuvo a 140°C.

Se busco la presencia de metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y cloruro
de metileno. Para realizar el analisis, 10 mg de medicamento herbolario
liofilizado por 24 y 48 hrs se pusieron en viales ambar de 2mL, se llevd a bano
de calentamiento a 80°C por 30 min y del head space se tomaron 2 ulL para la

inyeccion directa en el equipo.

2.11.5 Cuantificacion de hepatodamianol

Se realiz6 la cuantificacion de hepatodamianol en los medicamentos
herbolarios por medio de HPLC/UV siguiendo el método validado descrito en el

punto 2.3.2.

2.12 Identificacion por RMN

Se realiz el espectro de '"HRMN de los medicamentos herbolarios en un

espectrometro Bruker de 400 MHz Avance lll. Se disolvieron 50 mg del los
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medicamentos herbolarios liofilizados en DMSO-d6. EI espectro del

hepatodamianol se obtuvo con 5 mg del compuesto puro en DMSO-d6.

2.12.1 Analisis quimiométrico

Con los espectros de hidrogeno de los medicamentos herbolario se realizd
estadistica multivariable mediante el software AMIX. El analisis de componentes
principales (PCA) se realiz6 utilizando todas las sefales obtenidas entre
desplazamientos de 0 a 14 ppm, se realizd bucketing de las sefales y se
obtuvieron 350 buckets de 0.04ppm. Para el grafico se tomaron en cuenta la

primera y segunda componente principal con un 95% de nivel de confidencia.

2.12.2 1D-TOCSY selectivo para la identificacion de hepatodamianol

Tanto el hepatodamianol como los medicamentos herbolarios fueron
disueltos en DMSO-d6. Los experimentos de '"HRMN fueros obtenidos usando
la secuencia selmigp en el modo DQD con 65536 puntos y 16 incrementos
(Figura 8). El tiempo de mezclado fue evaluado en el intervalo de 20 a 200 ms y
el valor de O1 fue definido en funcion de la frecuencia de observacion de la
sefnal de interés. El procesamiento y andlisis de los espectros se realizé con el

programa TopSpin 3.2.
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Figura 8. Secuencia de pulsos del experimento 1D-TOCSY. Durante el
blogue MLEV-17 ocurre la propagacion de la magnetizacién a través del

sistema de espin [64].

2.12.3 Alineacién optimizada mediante correlacion COW

Los espectros de hidrogeno de los medicamentos herbolarios se alinearon
mediante COW, se utilizé el producto acumulativo maximo de los coeficientes
de correlacion para buscar cual de las muestras representa mejor a todas, es
decir cual es la muestra que mayor similitud tiene entre todas, a mayor sea su

ponderaje mayor similitud.
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2.13 Ensayo in vivo

Todos los procedimientos con animales fueron llevados a cabo de acuerdo
con las Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la
cual fue publicada en el Diario Oficial de la Nacion el 22 de Agosto de 2001. El
protocolo de estudio fue aprobado por el comité de ética de nuestra institucién

con el registro QA17-00004.

El ensayo se realizd6 de acuerdo a Cordero y col.[65] con ligeras
modificaciones. Se trabajé con ratas Wistar, hembras, de aproximadamente
200-300 g de peso corporal. Las ratas fueron mantenidas en condiciones
estandar de laboratorio, temperatura de 24+3 °C, ciclos de luz/oscuridad de 12
horas, alimentadas con croquetas comerciales estandar y con acceso a agua ad

libitum.

Las ratas de dividieron al azar en los 4 grupos de experimentacidén (n=4 cada
grupo) y recibieron diferentes tratamientos. Un grupo control de dafo negativo,
un grupo control de dafo positivo, grupo de hepatoproteccion utilizando
silibinina como tratamiento y un grupo experimental al que se le administré el

medicamento herbolario.

Se realizaron tomas de sangre basal a todos los animales en el dia 0, como
datos clinicos de referencia. Se administré solucion salina (1000 uL) via oral por

tres dias consecutivos cada 12 horas, a los controles de dafio tanto positivo
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como negativo. Al grupo de hepatoproteccién se les administr6 silibinina 70
mg/Kg (en maximo 1000 uL) por el mismo lapso de tiempo. El grupo
experimental recibié el medicamento herbolario a dosis de 70 mg/Kg de peso

bajo el mismo esquema de administracion que los controles.

Al finalizar la segunda dosis del tercer dia de experimentacion se hicieron
tomas de sangre previo a la inducciéon de dano. El grupo control de dano
negativo recibié via intraperitoneal 1 mL/Kg de peso de aceite mineral. El resto
de los grupos se les administré i.p. CCls 1 mL/Kg de peso al 50% en aceite

mineral.

Posterior a 24 horas de la administracion i.p. del CCly 0 aceite mineral se
realizd el sacrificio de los animales. Para esto se anestesiaron las ratas con
xilacina (8 mg/Kg) y ketamina (90 mg/Kg) i.p. Una vez en anestesia el animal se
realiz6 la cirugia para obtener primeramente sangre de vena cava Yy

posteriormente la reseccion del higado.

De la muestra de sangre se obtuvo el suero y se determinaron las enzimas
AST y ALT en el equipo llab Aries con el kit de marca Instrumentation

laboratory; la cuantificacidn se realizé conforme la recomendacion de la IFCC.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Colecta del material herbal

Se realizaron diversas colectas durante el desarrollo del trabajo, los lugares y
fechas se muestran en la tabla VIII. Se colecté unicamente la parte aérea de la

planta.
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Tabla VIII. Lugar y fecha de las colectas de Turnera diffusa.

Lugar de colecta Fecha de colecta Clave
Montemorelos, Nuevo Leon | Enero 2015 MHA1
Montemorelos Nuevo Leon | Noviembre 2015 MH2
Montemorelos, Nuevo Ledn | Noviembre 2014 MH3
Montemorelos, Nuevo Leén | Diciembre 2015 MH4
Montemorelos, Nuevo Ledn | Abril 2016 MH5
Montemorelos, Nuevo Le6n | Julio 2015 MH6
Montemorelos, Nuevo Le6n | Octubre 2015 MH7
Montemorelos, Nuevo Le6n | Febrero 2016 MH8
Linares, Nuevo Ledn 09 Junio 2015 MH9
Linares, Nuevo Ledn 26 Junio 2015 MH10

3.2 Fraccionamiento

3.2.1 Obtencion de extracto y fracciones

Se realizo el proceso de fraccionamiento descrito en el punto 2.7 utilizando la

colecta de Montemorelos, Noviembre 2014. Los porcentajes de recuperacion

obtenidos del extracto y las fracciones se muestran en la tabla IX.
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Tabla IX. Porcentaje de recuperacién del extracto y fracciones de T. diffusa.

Nombre % de Recuperacion

Extracto 12.08%
Extracto s/clorofilas 50.28%

Fr. VLC 32.9%
Mezcla Flavonoides 24%

3.2.2 Analisis por HPLC-DAD de extracto y fracciones

El extracto y fracciones obtenidas se analizaron por HPLC-DAD siguiendo las
condiciones instrumentales descritas en el punto 2.3.1. Todas los
cromatogramas se obtuvieron con 1 mg de cada una de las muestras disueltas

en 1mL de MeOH. Los cromatogramas se muestran en las figuras 9 a 12.
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3.2.3 Actividad hepatoprotectora del extracto y fracciones

La actividad hepatoprotectora se determiné siguiendo los pasos descritos en

el punto 2.10. Los resultados se muestran en la figura 13 y tabla X.

Tabla X. Actividad hepatoprotectora del extracto y fracciones obtenidas en el

dano con CCl,4 sobre la linea celular HepG2.

Nombre de la muestra AST (UI/L)
Extracto 95.33 +11.1
Extracto s/clorofilas 82.00 +6.08
Fr. VLC 41.33 £6.50
Mezcla Flavonoides 32.33+5.13
Silibinina 81.33+6.02
Control positivo de dano(+) 111.33 + 3.51
Control negativo (-) 0.66 £ 0.57

Control positivo de dafo (+): CCly 0.4%, Control negativo (-):

expresados como media + 1 desviacién estandar.

PBS, n=3. Resultados
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Figurai13. Actividad hepatoprotectora del extracto y fracciones obtenidas.

3.2.4 Actividad citotoxica del extracto y fracciones

La actividad citotdxica se determind siguiendo los pasos descritos en el punto

2.9. Los resultados se muestran en la tabla XI.
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Tabla XI. Citotoxicidad del extracto y fracciones sobre la linea celular Vero.

Nombre de la muestra CCso

Extracto 49.73 £ 5.03 pg/mL
Extracto s/clorofilas >500 pg/mL

Fr. VLC >500 pg/mL
Mezcla Flavonoides >500 pg/mL
Doxorrubicina 3.13 £0.23 pg/mL

3.3 Diseno de experimentos

3.3.1 Identificacion de variables que afectan el proceso de obtencion

del medicamento herbolario

Para la identificacidn de las variables que afectan la obtencion del extracto se
trabajo con un disefio factorial completo de 19 experimentos (16 disefios y 3

valores centrales). Los resultados se muestran en la tabla XII.

Una vez identificadas las variables que afectan significativamente el proceso
de extraccién, se selecciond el experimento N12 para seguir con el proceso de

optimizacién de las variables volumen de solvente y nimero de extracciones.

Se realizaron experimentos independientes para cada una de las variables;

para optimizar el volumen de solvente a utilizar se mantuvo la cantidad MeOH
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constante (150mL) y este se fracciond en el nUmero de extracciones a realizar
(Tabla XIIl). Por otro lado; para optimizar el nimero de extracciones se
utilizaron tres diferentes volumenes de MeOH (15, 20 y 25 mL) y se extrajo la

planta en 3 ,4 y 5 ocasiones (Tabla XIV).

Se selecciond el experimento S2 (3 extracciones con 50 mL de solvente

cada una) como condiciones de extraccion.
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Tabla XII. Diseno factorial completo para la obtencién del extracto.

Damiana Montemorelos Noviembre 2014 |3 g planta i
. Vol. Tiempo Vel. # Peso , % Area
Experimento Solvente agitacFi)én Extraccién | extracciones | inicial Peso final Recuperacion | hepatodamianol

N1 10 0.5 100 1 13.3815 | 13.4604 2.63 5.2
N2 25 0.5 100 1 13.6516 | 13.7800 4.28 5.33
N3 10 2 100 1 9.584.1 9.6861 3.40 9.26
N4 25 2 100 1 13.0478 | 13.2210 5.77 10.06
N5 10 0.5 300 1 9.4789 | 9.5600 2.70 7.38
N6 25 0.5 300 1 14.0633 | 14.2038 4.68 8.44
N7 10 2 300 1 11.5560 | 11.6461 3.00 4.61
N8 25 2 300 1 13.4136 | 13.5892 5.85 8.85
N9 10 0.5 100 6 11.6841 | 11.8961 7.07 7.84
N10 25 0.5 100 6 9.5066 | 9.8128 10.21 8.53
N11 10 2 100 6 14.2919 | 14.5382 8.21 7.93
N12 25 2 100 6 13.3410 | 13.7923 15.04 8.1
N13 10 0.5 300 6 14.0833 | 14.3331 8.33 6.82
N14 25 0.5 300 6 13.5301 | 13.8500 10.66 4.56
N15 10 2 300 6 11.6144 | 11.8228 6.95 6.15
N16 25 2 300 6 9.5967 | 9.9499 11.77 4.55
N17 15 1 200 3 14.1362 | 14.3571 7.36 6.43
N18 15 1 200 3 12.0216 | 12.2452 7.45 5.08
N19 15 1 200 3 9.5739 | 9.8078 7.80 7.22

Vol. solvente: mL, Tiempo agitacién: h, Vel. extraccion: rom, Peso inicial y final: g, Area D1: % de area en el cromatograma.
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Investigation: optimizacion (MLR)

Scaled & Centered Coefficients for % Recuperacidn Scaled & Centered Coefficients for D1

-1
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DF=g [2=0.832 RSD=1.Z5 Conf. lev.=0.55 DF=3 Qi=-1.677  RSD=1.45%  Conf. lev.=0.35

Figura 14. Graficos de los coeficientes de las variables analizadas en el disefio factorial. (a) Efecto de las variables en
funcion al % de Recuperacién, (b) Efecto de las variables en funcidén del % de area de hepatodamianol.
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Tabla XIll. Optimizacién del volumen de solvente basado en N12.

. o o, ,
Experimento so?\//oelﬁte a-gi?;nc?éon extr\c{ailéién extracf:iones Izﬁzsigl Peso final Recupé)racién hepat/gc?z;r?l?anol Area Altura
S1 150 2 300 1 107127.5 | 107338.4 7.03 25.13 - -
S2 50 2 300 3 104537.3 | 104849.3 10.40 19.24 1193261 | 53794
S3 35 2 300 4 104521.5 | 104831.7 10.34 35.7 1051359 | 52333
S4 30 2 300 5 112785.3 | 113089.8 10.15 15.83 - -
N12 25 2 300 6 - - 15.04 12.43 - -
Vol. solvente: mL, Tiempo agitacién: h, Vel. extraccion: rpm, Peso inicial y final: g, % Area hepatodamianol: % de area relativa en el cromatograma.
Tabla XIV. Optimizacién del nimero de extracciones basado en N12.
Experimento So\l</?=,!.nte Tiempo agitacién | Vel. Extraccion | # extracciones | Peso Inicial Peso final Recugt/;racién hep;{;g\:ranianol
E1 15 2 300 3 110463.1 110675.5 7.08 24.68
E2 15 2 300 4 98515.9 98737.6 7.39 22.89
E3 15 2 300 5 110450.6 110699.9 8.31 19.6
E4 20 2 300 3 112782.2 113007.2 7.50 23.09
E5 20 2 300 4 107143.3 107393.2 8.33 21.49
E6 20 2 300 5 107133.6 107392.5 8.63 22.44
E7 25 2 300 3 107185.7 107461.4 9.19 22.38
ES8 25 2 300 4 100115.7 100410 9.81 22.8
E9 25 2 300 5 164992.7 165291.2 9.95 20.8
N12 25 2 300 6 - - 15.04 12.43

Vol. solvente: mL, Tiempo agitacion: h, Vel. extraccion: rpm, Peso inicial y final: g, % Area hepatodamianol: % de area relativa en el cromatograma.
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3.4 Control de calidad del medicamento herbolario

Como parametros de control de calidad del producto elaborado se determinaron
diferentes caracteristicas, como parametro de identidad se hizo un analisis por
HPLC-DAD para las diferentes muestras, como parametro de pureza se determiné
la cantidad de solventes residuales en las muestras liofilizadas y por ultimo como
parametro de contenido se determin6 la cantidad de flavonoides totales, la
actividad antioxidante y la identificacion de los principales componentes. Ademas
como parte del control de calidad se determiné la estabilidad del producto y la

actividad hepatoprotectora de cada una de las muestras.

3.4.1 Identidad, analisis por HPLC-DAD

Se analizaron las diferentes muestras por HPLC-DAD siguiendo el método
validado como esta descrito en el punto 2.11.5. Se inyectaron 20 pL de la muestra
disuelta en metanol al 80% (v/v) todas las muestras se inyectaron por duplicado a
0.1 y 0.2 mg/mL. Los resultados de cuantificacion se presentan en la tabla XV y

los cromatogramas en el anexo (capitulo 7) figuras 39-48.
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Tabla XV. Cuantificacion de hepatodaminol en los medicamentos herbolarios

mg de hepatodamianol/ g de
Clave
MH

MH1 224.2
MH2 189.2
MH3 151.8
MH4 205.2
MH5 148.4
MH6 199.3
MH7 178.9
MH8 109.3
MH9 256.9
MH10 48.3
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3.4.2 Pureza, determinacion de solventes residuales

Se liofilizaron lotes de medicamento herbolario por 24 y 48 horas a condiciones
de -30°C y 2.5x10™ bares de presion. Las muestras se procesaron como se indica
en el punto 2.11.4 y no se detectd presencia de solventes en las muestras. El

cromatograma de la mezcla de solventes y muestras se observan en la figura 15.
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Figura 15. Cromatograma de la mezcla de solventes y muestras para la

determinacion de solventes residuales
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3.4.3 Contenido, determinacion de flavonoides totales, actividad antioxidante

e identificacion de principales componentes.
3.4.3.1 Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacién de los flavonoides totales se realizd utilizando las muestras
previamente liofilizadas siguiendo la metodologia descrita en el punto 2.11.2, los

resultados de las diferentes muestras se resumen en la tabla XVI.

Para la curva de calibraciébn de quercetina se realizaron 6 puntos entre
concentraciones de 31.25 a 0.12 ug/mL (n=5), la ecuacién de la recta fue
y=0.0301x + 0.0076 con un coeficiente de correlacién R?= 0.9922; para la curva de
calibracién de rutina se realizaron 6 puntos entre concentraciones de 125 a 0.49
ug/mL (n=5), la ecuacion de la recta fue y=0.0124x + 0.0308 con un coeficiente de

correlacion R?=0.9909.
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Tabla XVI.

Cuantificacion de los flavonoides totales de las muestras del

medicamento herbolario

mg de flavonoides

mg de flavonoides

Clave equivalentes a quercetina por | equivalentes a rutina por g de
g de muestra (mg/qg) muestra (mg/g)
MH1 80.11 £ 1.65 mg/g 186.97 +4.01 mg/g
MH2 68.62 + 0.88 mg/g 159.09 + 2.15 mg/g
MH3 52.54 + 0.66 mg/g 120.06 + 1.61 mg/g
MH4 66.18 + 0.45 mg/g 153.18 + 1.10 mg/g
MH5 57.81 £0.29 mg/g 32.86 £ 0.72 mg/g
MH6 88.42 £ 0.52 mg/g 207.16 £ 1.26 mg/g
MH7 64.68 + 0.63 mg/g 149.52 + 1.53 mg/g
MH8 47.76 + 0.15 mg/g 108.45 + 0.36 mg/g
MH9 162.58 + 0.36 mg/g 379.69 + 0.89 mg/g
MH10 49.35 + 0.70 mg/g 112.32 + 1.69 mg/g
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3.4.3.2 Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se realizd utilizando las muestras previamente

liofilizadas siguiendo la metodologia descrita en el punto 2.11.1, los resultados de

las diferentes muestras se resumen en la tabla XVII.

Tabla XVII. Actividad antioxidante de las muestras del medicamento
herbolario
Ecuacion de la recta y coeficiente de
Clave CC50
correlacion (R?)
y=1.0045x + 15.132
MH1 55.45 pg/mL
R2= 0.9824
y=0.8104x + 13.119
MH2 62.34 ug/mL
R2= 0.9862
y=0.5827x + 16.93
MH3 58.88 pg/mL
R2= 0.9698
y=0.9096x + 13.668
MH4 53.54 ug/mL
R2= 0.9948
y=0.5043x + 14.124
MH5 78.26 ug/mL

R2= 0.9806
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y=0.9587x + 13.39
MH6 52.25 pg/mL
R2= 0.9448
y=0.596x + 13.782
MH7 60.42 ug/mL
R2= 0.9779
y=0.505x + 9.7016
MHS8 66.68 ug/mL
R2= 0.9938
y=2.2381 x + 15.218
MH9 26.92 pug/mL
R2= 0.9907
y=0.9096x + 13.668
MH10 53.01 pg/mL
R2= 0.9948
y=10.464x + 8.1527
Quercetina 3.99 ug/mL
R2=0.9728
n=3

3.4.3.3 Caracterizacion preliminar de los principales componentes

de la fraccion Mezcla de flavonoides

Se analiz6 la fraccion Mezcla de flavonoides y se encontraron 10 compuestos
de tipo flavonoide (tabla XVIII, figura 16) de los cuales 5 se caracterizaron
estructuralmente basados en sus espectros de masas. El compuesto g de masa

[M+H]" 577 ya estaba reportado y se conocia su estructura [33]; los dos pares
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isoméricos 623 y 609 permanecen pendientes de caracterizar debido a la poca

informacion derivada de los espectros.

280 nm
350 nm

Figura 16. Cromatograma de la fraccion Mezcla de flavonoides, UHPLC-UV-Vis-

MS/MS, A 280 y 350nm.
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Tabla XVIIl. Resultados

Mezcla de flavonoides.

de analisis por UHPLC-UV/Vis-MS/MS de la fraccion

Tiempo de | lon Masa
Compuesto | retencion | pseudomolecular | exacta ldentidad
(min) [M+H]* [M+H]*

8-C-ramnosil-7-O-

a 717 579 579.1716 ramnosido de luteolina

b 7.45 609 609.1455
8-C-ramnosil-7-O-

c 7.65 595 595.1671 glucosido de luteolina
8-C-ramnosil-7-O-

d 7.85 575 575.1392 hexopiranos-2,3-
ulosido de luteolina

e 7.90 623 623.1603

f 7.92 609
8-C-B-[6-deoxi-2-O-(a-
L-ramnopiranosil)-xilo-

9 7.94 577 5771557 hexopiranos-3-ulosido]
de luteolina

h 8.75 623 623.1628
8-C-ramnosil-7-O-

I 9.09 561 561.1628 hexopiranos-2,3-
ulosido de apigenina

77




El compuesto g (hepatodamianol) identificado inequivocamente mediante
RMN en estudios previos, como 8-C-B-[6-deoxi-2-O-(a-L-ramnopiranosil)-xilo-
hexopiranos-3-ulosido] de luteolina (Figura 4) [33] fue analizado por LC-MS/MS y

se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla XIX.

Tabla XIX. Datos espectrales de masas del compuesto g.

Compuesto g [M+H]"'=577

Masa exacta: 577.1557, férmula molecular: Co7H25014 + H*

MS*®
m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
431* 100.0 146 -ramnosa
413 10.9 164 (146+18) -ramnosa-H-0
329 2.9 248 (146+102) -ramnosa-"*"*
387 1.8 190 (146+44) -ramnosa-"*X
369 1.7 208 (146+62) -ramnosa-"*X-H,O
311 1.2 266 (146+120) -ramnosa-"*X-Hz0
385 1.1 192 (146+46) -ramnosa-H,O-CO
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403 0.5 174 (146+28) -ramnosa-CO

299 0.5 278 (146+132) -ramnosa -'X

367 0.4 210 (146+64) -ramnosa-2H,0-CO

327 0.4 250 (146+104) A+41

395 0.4 182 (146+36) -3H,0

287 0.4 290 (146+144) -ramnosa-3ulosido

359 0.3 218 (146+72) -4 H,0

357 0.2 220 (146+74) -ramnosa-""X

339 0.1 238 (146+92) -ramnosa- “°X-18
MS* (431)

413 100 18 -H20

387 54.2 44 Oy

369 34.5 62 -57X-H,0

329 28.7 102 02X

385 20.2 46 -H,0-CO

299 16.1 132 01X
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327 15.5 104 A+41
359 13.2 72 -4 H,0
403 7.9 28 -CO
367 6.6 64 -2H,0-CO
339 4.3 92 - 99X-18
311 3.5 120 02X-H.0
395 3.0 36 -2 H,0
357 2.1 74 05

El compuesto a tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 579 y fue

analizado por LC-MS/MS y se obtuvieron los resultados que se muestran en la

tabla XX. La férmula molecular y estructura propuesta es 8-C-ramnosil-7-O-

ramnosido de luteolina (figura 17).
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Figura 17. Estructura propuesta para compuesto a. 8-C-ramnosil-7-O-ramnosido

de luteolina.

Tabla XX. Datos espectrales de masas del compuesto a.

Compuesto a [M+H]"'=579

Masa exacta: 579.1716, férmula molecular: Co7H30014 + H*

MS*
m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
433* 100 146 -ramnosa
415 21.6 164 (146+18) -ramnosa -Hx0
397 20.4 182 (146+36) -ramnosa -2*H>O
329 6.3 250 (146+104) -ramnosa-"“X*
287 3.0 292 (146+146) - 2*'ramnosa
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353 1.7 226 (146+80) -ramnosa-"*X+-2H,0
299 1.3 280 (146+134) -ramnosa-"'X*
311 1.0 268 (146+122) -ramnosa-"X*-2H,0
525 0.8 54 -3H,0
475 0.7 104 0ex+
379 0.6 200 (146+54) -ramnosa-3H,0
561 0.4 18 -H,0

MS* (433)
397 100.0 36 -2*H,0
415 50.3 18 -H20
353 19.0 80 94X +-2H,0
329 15.9 104 02+
389 6.3 44 O
371 6.2 62 4X*-H0
359 4.1 74 09X
387 3.5 46 -H,0-CO
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299 3.0 134 Oy

El compuesto ¢ tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 595 y fue
analizado por LC-MS/MS y se obtuvieron los resultados que se muestran en la
tabla XXI. La féormula molecular y estructura propuesta es 8-C-ramnosil-7-O-

ramnosido de luteolina (figura 18).

OH

HO

HO
HsC (o] o]
O0C
OH OH
Figura 18. Estructura propuesta para compuesto c. 8-C-ramnosil-7-O-glucosido de

luteolina.
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Tabla XXI. Datos espectrales de masas del compuesto c.

Compuesto ¢ [M+H]"=595

Masa exacta: 595.1671, formula molecular: Co7H300 15+ H*

MS?
m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
449 100 146 -ramnosa
431 92.2 164 (146+18) -ramnosa -HxO
329 33.0 266 (146+120) -ramnosa-"X*
413 22.8 182 (146+36) -ramnosa -2H,0
577 14.8 18 -H0
287 4.4 308 (146+162) -ramnosa-hexosa
395 3.2 200 (146+54) -3H,0
311 2.4 284 (146+120+18) 04X - H0
299 1.7 296 (146+150) O
475 1.2 120 OexH
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MS*® (449)

329 100.0 120 02X
431 46.7 18 -H.0
413 26.1 36 -2H,0
359 15.9 90 09+

El compuesto d tiene un ion pseudomolecular de [M+H]" 575 y fue
analizado por LC-MS/MS y se obtuvieron los resultados que se muestran en la
tabla XXIl. Después de analizar las fragmentaciones se la estructura propuesta es

una 8-C-ramnosil-7-O-hexopiranos-2,3-ulosido de luteolina (figura 19).

(o]
H3C o_ _oO
OH
Figura 19. Estructura propuesta para compuesto d. 8-C-ramnosil-7-O-

hexopiranos-2,3-ulosido de luteolina.

Tabla XXIl. Datos espectrales de masas del compuesto d.
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Compuesto d [M+H]*=575

Masa exacta: 575.1392, formula molecular: Co7H26014+ H*

MS*

m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
429 100.0 146 -ramnosa
411 2.4 164 (146+18) -ramnosa-HxO
287 1.1 288 (146+142) -ramnosa -2,3 ulésido
557 0.3 18 -H20
327 0.3 248 (146+102) 02
401 0.3 174 (146+28) -ramnosa-CO
521 0.1 54 -3H.0
433 0.1 142 -2,3-ulosido

MS?® (429)
411 100 18 -H-0O
327 50.14 102 e
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355 36.5 74 0%

299 28.33 130 01X

251 16.36 178 (142+36) -2,3 ulosido-2H,0
401 714 28 -CO

287 5.4 142 -2,3 ulésido
373 1.08 56 -3 H,0

El compuesto i tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 561 (tabla XXIII), la

fragmentacion es similar a la encontrada para el compuesto g. La estructura

propuesta es la 8-C-ramnosil-7-O-hexopiranos-3-ulosido de apigenina (figura 20).

Figura 20. Estructura propuesta para compuesto i. 8-C-ramnosil-7-O-hexopiranos-

Tabla XXIIl. Datos espectrales de masas del compuesto i.

2,3-ulosido de apigenina.
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Compuesto i [M+H]*=561

Masa exacta: 561.1628, formula molecular: Co7H28013 + H*

MS*
m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
415 100.0 146 -ramnosa
397 10.2 164 (146+18) -ramnosa-HxO
371 2.4 190 (146+44) -ramnosa-"“X
295 2.4 266 (146+120) -ramnosa-"*X-H,0
353 2.3 208 (146+62) -ramnosa-"*X-H,0
313 1.9 248 (146+102) -ramnosa-"*X
369 1.3 192 (146+46) -ramnosa-H,O-CO
283 0.5 278 (146+132) -ramnosa ->' X
271 0.4 290 (146+144) -ramnosa-3-uldsido
311 0.4 250 A+41

351 0.3 210 (146+64) -ramnosa-2H,0-CO
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379 0.3 182 (146+136) -ramnosa-2 H>0
507 0.3 54 -3 H,0
MS® (415)
397 100 18 -H,0
371 61.51 44 04X
353 46.9 62 -09X-H,0
313 32.46 102 02X
369 23.76 46 -H,0-CO
311 21.31 104 A+41
283 11.13 132 21X
343 9.72 72 -4 H,0
323 7.7 92 - 93X- H0
351 7.37 64 -2H,0-CO
387 6.34 28 -CO
379 3.13 36 -3 H.0
295 1.87 120 -%2X-H,0
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341

1.81

74

_0,3X+

El compuesto h tiene un ion pseudomolecular de [M+H]" 623 (tabla XXIV);

debido a la pobre informaciéon encontrada para este compuesto no es posible

proponer una estructura para el mismo.

Tabla XXIV. Datos espectrales de masas del compuesto h.

Compuesto h [M+H]"=623

Masa exacta: 623.1603, férmula molecular: CogHz00+16 + H*

MS*
m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
477 100 146 -ramnosa
387 24.75 236 (146+90) -ramnosa-""X
533 16.19 90 59X
413 1.82 210 (146+64) -ramnosa-2H,0-CO
327 1.07 296 (146+150) -ramnosa-""' X+

90




605 0.61 18 -H-O

MS* (477)
387 100 90 03X
327 2.72 150 O
371 1.48 106 02
459 1.44 18 -H,0

El compuesto b tiene un ion pseudomolecular de [M+H]" 609 (tabla XXV)
con los datos obtenidos no se puedo proponer una estructura que justificara todas

las fragmentaciones para este compuesto.

Tabla XXV. Datos espectrales de masas del compuesto b.
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Compuesto b [M+H]"'=609

Masa exacta: 609.1455, formula molecular: Co7H28016 + H*

MS*

m/z % A. Relativa Pérdida Asignacion
431 100 178 (146+32) -ramnosa- MeOH
577 77.63 32 -MeOH
463 56.32 146 -ramnosa
329 18.6 280 (146+134) -ramnosa ->' X
445 16.21 164 (146+18) -H,0
413 13.61 196 (146+50) -ramnosa--*X-2H,0
591 8.91 18 -H20
409 4.35 200 (146+54) -3H,0
559 1.97 50 -#9X-2H,0

MS*® (477)

431 100 32 -MeOH




413 45.01 50 -23%-2H,0

329 41.97 134 AN
445 7 18 -H.0O
341 4.37 122 92X H,0O

3.4.4 Actividad hepatoprotectora in vitro.

Se determiné la actividad hepatoprotectora de los medicamentos herbolarios

siguiendo lo descrito en el punto 2.10, los resultados se muestran en la figura 21.
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Figura 21. Actividad hepatoprotectora in vitro de los medicamentos herbolarios.
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3.4.5 Determinacion de estabilidad acelerada

Se cuantificé el hepatodamianol y se determiné la actividad hepatoprotectora in
vitro del MH4 expuesto a las condiciones descritas por la NOM-073-SSA1-2015
para farmacos nuevos. Los resultados de la cuantificacion y actividad
hepatoprotectora se muestran en la tabla XXVI y figura 22 respectivamente. Se
realiz6 una comparacion de los cromatogramas (a A 254nm) del analisis por HPLC
de MH4 a 0, 3 y 6 meses en condiciones de estabilidad acelerada, la comparacién

se muestra en la figura 23.

Tabla XXVI. Cuantificacion de hepatodamianol en MH4 expuesto a condiciones de

estabilidad acelerada.

Tiempo (meses) % de hepatodamianol en MH4

0 100

1 88.88 +0.80
2 77.06 +0.76
3 7412 +0.82
4 75.63 £0.83
5 21.25 +0.42
6 16.85 +£0.22
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120
100
80
60
40
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Actividad hepatoprotectora

|IiIIIE

Control

Control

positivo negativo

de dafo
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(-)

Silibinina Omeses 1mes 2meses 3 meses 4 meses 5meses 6 meses

Figura 22. Actividad hepatoprotectora de MH4 bajo condiciones de estabilidad acelerada.
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Figura 23. Comparacion de los cromatogramas de MH4 a 0, 3 y 6 meses en condiciones aceleradas de estabilidad

(A 254nm).
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3.5 Identificacion por RMN

3.5.1 Analisis quimiométrico, identificacion de componentes principales
PCA

Se obtuvieron 8 componentes principales que explicaban un 95.78% de la
varianza total, se obtuvo el grafico del componente 1y 2 (figura 24). Se utilizaron
347 buckets para el analisis. EIl MH9 no se agrup6 con los demas medicamentos

herbolarios.

. Medicamento Herbolario . Extracto

Figura 24. PCA de los medicamentos herbolarios (PC1 vs. PC2)
3.5.2 1D-TOCSY selectivo para la identificacion de hepatodamianol

Se utilizaron los sistemas de spines de los metilos 6 y 6”7 (dobletes) del

hepatodamianol para su identificacién en los medicamentos herbolarios.
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Para la senal del metilo 6" a 0.515 ppm se dio el pulso selectivo a 219 Hz
(zona media de la senal), el tiempo de mezclado Optimo para transferir la
magnetizacion y observar las sefales 57", 477,377, 2"y 17" fue de 200 ms. En
el metilo 6" a 1.40 ppm el pulso selectivo fue a 564 Hz y el tiempo de mezclado
optimo para transferir la magnetizacién y observar las sefiales 5" y 4°” fue de 50
ms. En la figura 25 se muestra el espectro 1D-TOCSY selectivo de los metilos 6™
y 6777 y en la figura 26 se muestra la comparacion del 1D-TOCSY selectivo de la

muestra MH4 y el hepatodamianol.
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Figura 25. 1D-TOCSY selectivo para los sistemas de spines de los metilos 6"y 6" del hepatodamianol.
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3.5.3 Alineacion optimizada mediante correlacion COW

Se alinearon los espectros de hidrogeno de los medicamentos herbolarios

mediante COW (figura 27) y se utilizd el producto acumulativo maximo de los

Figura 26. Comparacion del 1D-TOCSY selectivo del hepatodamianol y MH4

coeficientes de correlacion para identificar la muestra con mayor similitud (figura

28).
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Intensidad
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Figura 27. Alineacion mediante COW de los espectros de hidrégeno de los medicamentos herbolarios.
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Log maximum cumulative product of corr. coefs.

Figura 28. Ponderaje logaritmico del producto acumulativo maximo de los coeficientes de correlacion de los

10°

Object (#)

medicamentos herbolarios.
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3.6 Ensayo in vivo
Se determiné la actividad hepatoprotectora in vivo utilizando ratas de la cepa
Wistar como modelo experimental. Los resultados de los niveles enzimaticos de

AST y ALT se muestran en las figuras 29 y 30 respectivamente.
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10000
400 #
9000 =
350
8000
300
7000
250 -
S 6000 200
; 5000 5 *
< 4000
3000 108
2000 50 7
1000 o=
0 T s I
Positivo de dafio Negativo de dafio Controlde MH 70mg/Kg
hepatoproteccidn,
Silimaring YOmg/Kg

n=4, #: Estadisticamente similares, p>0.05, *: Diferencia significativa, p<0.05 con respecto al medicamento herbolario

Figura 29. Actividad hepatoprotectora, niveles de AST detectados en suero.
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Figura 30. Actividad hepatoprotectora, niveles de ALT detectados en suero.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Las enfermedades hepaticas tienen una alta prevalencia en México y en
general a nivel mundial [66], se pronostica que estas enfermedades tendran un
considerable aumento en un corto tiempo; por lo que representan un serio
problema de salud publica [67]. La necesidad de tener y desarrollar nuevos
esquemas de tratamiento es un factor importante para detener el avance y/o

prevenir el desarrollo de este tipo de afecciones.

Los productos naturales han demostrado ser una excelente fuente de moléculas
novedosas, algunas de las cuales han funcionado como farmacos o han sido
inspiracion o base para la sintesis de algunos otros. México es uno de los paises
con mayor biodiversidad en el mundo, por lo que resulta interesante la busqueda
de nuevas moléculas activas aisladas o en su defecto extractos estandarizados
con un eficiente control de calidad a partir de plantas que crecen en el pais para el

tratamiento de las principales afecciones hepaticas.
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Se selecciond trabajar con T. diffusa debido a que es un planta con amplio uso
etnofarmacologico y ha sido estudiada anteriormente por el grupo de trabajo. Se
ha demostrado que el extracto metandlico de la parte aérea de la planta presenta
actividad hepatoprotectora in vitro en un modelo celular [14]; ademas ya se
identific6 y aislé el compuesto, denominado hepatodamianol, el cual es el
principalmente responsable de esta actividad; también se demostré que el
hepatodamianol (el cual es un flavonoide C-glicosilado reportado previamente en
la literatura, al cual no se la habia adjudicado ninguna accion farmacolégica)
resulté ser poco mas de 4 veces mas activo que la silibinina en el modelo in vitro
de células HepG2 dafnadas con CCl, [56]. Sin embargo, el porcentaje de
recuperaciéon del hepatodamianol es menor al 8% a partir del extracto metandlico,
por lo que proponerlo como una opcién para el desarrollo de un farmaco es poco

factible.

Una alternativa para este tipo de casos es el desarrollo de extractos o
fracciones estandarizadas a partir de plantas con demostrada actividad biologica.
En México para el tratamiento de problemas de salud se reconocen tres tipos de
productos naturales; los suplementos alimenticios, los remedios herbolarios y los
medicamentos herbolaros, siendo estos ultimos los Unicos que exigen que se
confirme su eficacia y seguridad terapéutica para lograr su registro sanitario frente

a COFEPRIS.

En nuestro pais el desarrollo de medicamentos herbolarios es aun poco

frecuente; la COFEPRIS aprobd el registro sanitario de 18 medicamentos
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herbolarios en 2014, 30 registros en 2015 y 10 registros en lo que va del 2016
[68]. Los medicamentos desarrollados se componen principalmente de una solo
especie de plantas, pero existen algunos que son mezclas de dos o mas; las
plantas mayormente utilizadas son Valeriana officinalis (ansiolitico) [69]-[72],
Garcinia cambogia (control de apetito y pérdida de peso) [73]-[75], Passiflora
incarnata (ansiolitico) [76]-[79], Panax ginseng (adaptégeno) [80], [81], Cordia
verbenacea (antiinflamatorio) [82], [83], Coffea canephora (estimulante) [84],
Silybum marianum (hepatoprotector) [85]-[91], Hedra helix (espasmoddica,
expectorante) [75], [92]-[94], Ginkgo biloba (mejorar la memoria, ansiolitico) [95]-
[98], Hypericum perforatum (antidepresivo) [99]-{102], Echinacea purpurea
(enfermedades respiratorias) [75], [103]-{106], Vitis vinifera (antihiperlipidémico)
[107], [108]. Es importante recalcar que aunque se han desarrollado
medicamentos herbolarios hepatoprotectores en nuestro pais, todos estos estan

formulados a base de Silybum marianum, la cual no es una planta mexicana.

Para el desarrollo del medicamento herbolario a partir de la parte aérea de T.
diffusa se llevé a cabo el proceso de fraccionamiento descrito previamente para la
obtencién del hepatodamianol [57], esto se realizd con la finalidad de obtener
fracciones con diferente grado de pureza o concentracidn de hepatodamianol.
Cada una de las muestras obtenidas (Extracto, Extracto s/clorofilas, Fr. VLC y
Mezcla de Flavonoides) se analizaron por HPLC, y se determiné su actividad

hepatoprotectora y citotdxica; todos los datos se obtuvieron simultaneamente.
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Con la informacién obtenida y haciendo un andlisis de costos/proceso de
purificacion se selecciond la Fr. VLC para el desarrollo del medicamento herbolario

debido a:

- En el andlisis por HPLC se pude observar como la fraccién esta enriquecida en

hepatodamianol.

- En cuanto a la actividad hepatoprotectora no hay diferencia significativa entre la
Fr. VLC y Mezcla de flavonoides con una P< 0.05; al comparar la Fr. VLC con la
silibinina (control de hepatoproteccién) si se encontré diferencia significativa

(P>0.05), siendo mas activa la Fr. VLC.

- Si bien la fraccibn Mezcla de flavonoides es una fraccion mas limpia y
enriquecida en hepatodamianol, requiere de un paso extra en el proceso de
purificacion, lo cual aumenta costos y hace mas largo el proceso de obtencién del

medicamento herbolario.

- Tanto la fraccidon seleccionada como las otras fracciones no fueron citotoxicas
(valores de CCso> 500 pg/mL). Por el contrario el extracto metandlico (muestra
anteriormente llamada "Extracto") mostrd ser moderadamente toxico con una CCsg
de 49.73 + 5.03 pg/mL; esto concuerda con lo reportado por Avelino vy
colaboradores [109] los cuales determinaron la CCsp del extracto metandlico de T.
diffusa en valores de 30.67 a 63.24 ug/mL en diferentes lineas celulares,

incluyendo lineas cancerosas y normales.
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Una vez que se selecciond la fraccién para el desarrollo del medicamento
herbolario, se prosiguié con la identificacion de las variables que afectaban la
obtencién del extracto metandlico; se trabajé con un disefo factorial completo de

19 experimentos (16 disefos y 3 valores centrales).

En los gréaficos de coeficientes para las variables analizadas se pudo observar
que los factores volumen de solvente y numero de extracciones eran los que
afectaban significativamente (P<0.05) la respuesta "% de Recuperacion”, ninguna
de las interacciones entre variables tuvieron efecto significativo (P>0.05). Por el
contrario, para la respuesta "Area hepatodamianol” ninguna variable o interaccién

entre ellas tuvo significancia (P>0.05) (Figura 14).

Una vez identificadas las variables que afectaban significativamente el proceso
de extraccion, se selecciond el experimento N12 para seguir con el proceso de
optimizacidén ya que presentd los mejores valores de % de recuperacion y area de

hepatodamianol.

Utilizando las condiciones experimentales de N12 se optimizaron las variables
volumen de solvente y numero de extracciones. Para esto se hicieron
experimentos independientes en los cuales para optimizar la variable "volumen de
solvente" la cantidad MeOH se mantuvo constante (150mL como volumen total en
las extracciones) y el solvente se fracciond en el numero de extracciones a realizar
(Tabal XIl). Por otro lado; para optimizar el niumero de extracciones se utilizaron
tres diferentes volumenes de MeOH (15, 20 y 25 mL) y se extrajo la planta en 3 ,4

y 5 ocasiones (Tabla XIlII).
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Al analizar los resultados de estos experimentos, se observé que las
condiciones de los experimentos S2 y S3 generaban los rendimientos mas altos.
Aunque el experimento S3 mostraba casi el doble de % area de hepatodamianol
(area relativa) en comparacion con S2, mediante un analisis de los cromatogramas
se observé que la diferencia se debia a la forma en que se realizd la integracion
de los picos en el cromatograma (habia muy poca cantidad de picos integrados en
la muestra del experimento S3), (figuras 31 y 32) por lo que se decidié hacer la

comparacién en base a la altura y area de hepatodamianol.
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Figura 31. Cromatograma del experimento S2, A 254 nm.
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Figura 32. Cromatograma del experimento S3, A 254 nm.

Los resultados de altura y area de hepatodamianol en ambos experimentos son

muy similares, siendo ligeramente mayores en el experimento S2.

Debido a todo lo anterior, se seleccionaron las condiciones del experimento S2
(3 extracciones con 50 mL de solvente cada una), ademas estas condiciones
experimentales implican dos horas menos en el proceso de extraccidon en

comparacién con S3.

Una vez obtenido los extractos con las condiciones optimizadas, se procedioé a
establecer parametros que permitieran su control de calidad. Para ello, se
determinaron diferentes parametros quimicos, esto con el fin de establecer el perfil
que deberia de presentar una colecta (procesada por el método anteriormente

optimizado) para ser considerada como el medicamento herbolario. Si el lote
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cumple con todas estas caracteristicas se podria, por lo tanto, predecir presentara

actividad hepatoprotectora en un sistema biolégico.

Mediante un andlisis de contenido de las muestras se pudo observar que todas
tienen un perfil cromatografico similar; el contenido de hepatodamianol se
cuantificé con un método validado. En la tabla XV se puede observar que la
muestra MH9 seguida de MH1 mostraron el mayor contenido de hepatodamioanol,
mientras que las muestras con menor cantidad fueron MH10, MH8 y MH5 Las
concentraciones encontradas estan entre 48.3 y 256.9mg de hepatodamianol por

gramo de medicamento herbolario.

En cuanto al contenido de flavonoides totales la muestra que mayor cantidad
mostr6é fue MH9 seguida de MH6 y MH1. El ensayo de DPPH dio como resultado
que la actividad antioxidante fue mayor en la muestra MH9, la cual present6é una

CEso de casi la mitad respecto a las otras muestras.

Estos resultados se resumen en lo siguiente: la muestra con el mayor contenido
de hepatodamianol y mayor cantidad de flavonoides totales presentes (MH9) fue
también la muestra que presentd la mejor actividad antioxidante. Sin embargo, las
muestras MH8 y MH10 que mostraron el menor contenido de flavonoides totales

no fueron las de menor actividad antioxidante.

Es de conocimiento en nuestro grupo de trabajo que los meses de otofio-
invierno, especificamente el mes de Noviembre-Enero, es cuando la planta
expresa el mayor contenido de hepatodamianol en el afio. En los resultados

podemos observar que para estas muestras no sucedié lo esperado, esto se
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puede deber al cambio climatico que se ha presentado en la regién en los ultimos
anos, las lluvias en meses de verano y la llegada tardia del invierno pudieron

afectar la planta y por lo tanto la produccién de sus metabolitos secundarios.

Aunque se demostrdé que en los medicamentos herbolarios hay diferencia en el
contenido de hepatodamianol, flavonoides totales y actividad antioxidante, los
resultados de la actividad hepatoprotectora in vitro no demostraron diferencia
significativa ente ellos. Todos los medicamentos herbolarios resultaron ser
hepatoprotectores, y esta actividad resultdé ser mejor que la obtenida con la
silibinina. Estos resultados nos indican que si bien el hepatodamianol es uno de
los responsables de la actividad hepatoprotectora, en realidad la mezcla de todos
los compuestos presentes parece tener un papel importante para el efecto

protector.

Cuando se esta desarrollando un medicamento herbolario no es solo necesario
conocer la o las moléculas responsables de la actividad farmacologica, sino,
conocer los principales componentes presentes en la mezcla, esto con el fin de
tener un mayor conocimiento del contenido del medicamento y tener un mejor
control de calidad. Es por esto que se planted realizar la identificacidn de los

componentes principales.

El analisis se realizd6 por medio de UHPLC-UV/Vis-MS/MS; el analisis
cromatografico se centr6 en conocer la mezcla de flavonoides, por ser los
componentes mayoritarios de esta fraccion. Esta descrito que los flavonoles y

flavonas tienen espectros con A maximas de absorcidén a 255/370 y 268/340 nm
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respectivamente. Después de sobreponer los cromatogramas a 254 y 350 nm se
pudo observar que la mayoria de los picos cromatograficos absorbian a ambas
longitudes de onda, por lo tanto, debido a lo anterior y a que estudios fitoquimicos
desarrollados en T.diffusa han reportado la presencia de compuestos polifendlicos
y flavonoides, se podia suponer que se trataba de este tipo de metabolito
secundario [26], [35]. (Figura 33); esto se corrobord posteriormente al analizar la
fraccion por espectrometria de masas, ya que cada uno de los picos identificados

correspondia a un flavonoide glicosilado con base lueolina o apigenina.
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Figura 33. Cromatograma de la fraccion Mezcla de Flavonoides a 254 y

350nm

En la actualidad la RMN sigue siendo la herramienta por excelencia para la
elucidacion estructural en productos naturales; es una técnica no destructiva, pero

tiene la desventaja de requerir de varios miligramos de muestra y que se
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encuentre en un alto grado de pureza. Para el estudio de los flavonoides
glicosilados presentes en T. diffusa, se dificulta el aislamiento de cada uno de ellos
debido a que se presentan como una matriz compleja que no se puede resolver
con las condiciones cromatograficas desarrolladas. La idea de purificar la cantidad
necesaria de cada uno de estos compuestos para su elucidaciéon por RMN no es

tan factible.

En los Ultimos afos la espectrometria de masas acoplada en tandem a
cromatografia de liquidos se ha convertido en una alternativa para identificar
compuestos presentes en mezclas que son dificiles de separar, tiene la ventaja de
requerir de menor cantidad de muestra (comparada con RMN) y brinda valiosa

informacion para la caracterizacion estructural de los compuestos [110]. [110].

Los flavonoides poseen un nucleo de tres anillos de difenilpropano (C¢C3Ce)
figura 34, las modificaciones usuales en el ndcleo base son hidroxilaciones y/o
metilaciones en las posiciones C-3, C-5, C-7, C-3, C-4’y/o C-5". Ocasionalmente
acidos alifaticos o aromaticos, grupos sulfato, prenilo o isoprenilos estan unidos al

esqueleto del flavonoide [110].
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o Flavona 5 Flavanona

Figura 34. Estructura base de los flavonoides.

En plantas, los flavonoides se presentan generalmente como glicésidos. Los O-
glicésidos tiene un azucar como sustituyente unido mediante un grupo hidroxilo de
la aglicona; mientras que en el caso de los C-glicosidos, el azlcar esta unido a la
aglicona a través de un enlace carbono-carbono. Los monosacaridos mas
frecuentemente encontrados en este tipo de estructuras son la glucosa y ramnosa

y en menor frecuencia la arabinosa, xilosa y acido glucurénico [110].

Los iones fragmento producidos en el analisis de flavonoides glicosilados por
espectrometria de masas se designan generalmente por el sistema de

nomenclatura disefiado por Domon y Costello (figura 35) [111].
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Figura 35. Sistema de nomenclatura para flavonoides glicosilados por

Domon y Costello [111].

Tedricamente un azlcar puede estar unido a cualquiera de los grupos hidroxilo
de la aglicona, pero hay ciertas posiciones que son favorecidas tales como el
grupo 7-hidroxilo para flavonas, flavonoles, flavanonas e isoflavonas y la posicion

3-OH para flavonoles.

La nomenclatura utilizada para describir las fragmentaciones en los azucares C-

unidos se muestran en la figura 36.
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a: 6-C-glicosido, b: 8-C-glicosido, c: fragmentacion de ®°X* en el caso de isémero 6-C

Figura 36. Nomenclatura utilizada para los fragmentos de los flavonoides C-

glicosidos.

Para las C-glicosilaciones solo se han encontrado hasta la fecha en las
posiciones C-6 y C-8. Se ha descrito que espectros MS/MS de iones positivos
para los isdbmeros mono  C-glicésidos  apigenina  8/6-C-glicosido
(vitexina/isovitexina) y luteolina 8/6-C-glicosido (orientina/isoorientina) difieren
unicamente en las intensidades relativas de las pérdidas. Para el isémero 8-C-
glicosilado la perdida de agua ([M+H]"-18) se observa como el pico base, mientras
que el isémero 6-C-glicosilado el fragmento correspondiente a la pérdida 2°X*-
2H,0 muestra la mayor intensidad. Sin embargo para los pares vitexina/isovitexina

no se encontraron estas diferencias [110]. Waridel et.al. reportaron que en los
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espectros MS/MS de modo negativo la pérdida ([M-H]"-18) se observa solo en el

isdmero 6-C-glicosido [112].

Con esto se evidencia que los parametros instrumentales afectan el patrén de
fragmentacion por lo que no se puede aun determinar por MS/MS la posicion
inequivoca de las glicosilaciones; sin embargo si se cuenta con estandares de los
isdbmeros C-glicosilados y/o O-glicosilados se pueden comparar los patrones de
fragmentacion de los estandares con los compuestos de interés y asi poder

determinar cual seria la posicién de la unién azucar-flavonoide.

En la fraccibn en estudio el compuesto g (hepatodamianol) identificado
inequivocamente mediante RMN en estudios previos, como 8-C-3-[6-deoxi-2-O-(a-
L-ramnopiranosil)-xilo-hexopiranos-3-ulosido] de luteolina [33] fue analizada por
LC-MS/MS y se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla XIX. Puede
observarse el ion pseudomolecular [M+H]" 577 y la pérdida de 146 u,
correspondientes a la pérdida de la ramnosa O-enlazada que produce el ion m/z
431(ion base). En el espectro de MS? el ion m/z 431 pierde agua para dar el
segundo ion mas abundante, m/z 413. Posteriormente, se observan los iones m/z:
329, 387, 357 y 299, correspondientes a la pérdida de 102, 44, 74 y 132u
respectivamente, esto concuerda con las fragmentaciones esperadas para el
azucar enlazado a la aglicona mediante unién C-C. Este azucar C-enlazado posee
la particularidad de tener un grupo cetdnico en la posicién 3, por lo que las
pérdidas que involucran esta posicion, la %X y %2X poseen 2u menos que las que

se presentan en los azucares de tipo deoxyhexosas, 134 y 104 respectivamente.
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Las fragmentaciones del azicar C-enlazado solo se observan posteriores a la
pérdida de ramnosa, esto indica que la ramnosa esta enlazada a un hidroxilo de

este azucar y no a uno de la aglicona.

En cuanto al enlace interglicosidico se evidencia el i6n m/z 102 (-%2X*); esto
implica que el azucar O-enlazado no puede estar sobre las posiciones 6", 4"y 3",
debido a que esta pérdida involucra las posiciones mencionadas. Por lo tanto, las
fragmentaciones obtenidas estan de acuerdo con la estructura ya reportada por

Zhao et. al.[33] para el hepatodamianol.

El compuesto a tiene un ion pseudomolecular de [M+H]" 579 (tabla XX) y el ion
base en la MS? es la pérdida de 146 u a partir del ion pseudomolecular; pérdida
atribuible a una deoxihexosa, probablemente ramnosa, enlazada por una unién
tipo O-glicosidico. Posteriormente, se observan las pérdidas de agua y los
fragmentos provenientes de las pérdidas 104, 134, 80, 122, caracteristicas de una
deoxihexosa unida por un enlace C-glicosidico a la aglicona; esto se corrobor6 en

el experimento MS®. El ion m/z 287 indica la presencia de luteolina como aglicona.

La posicibn de los azucares O-enlazados puede ser sobre un hidroxilo
aromatico del flavonoide o sobre un hidroxilo del azucar C-enlazado a la aglicona.
En el primer caso, se observarian fragmentos abundantes correspondientes a la
pérdida del azucar O-enlazado (ej. -146u, deoxihexosas), mientras que en el
segundo caso, el ion mas abundante serian el generado por la pérdida de agua

[113], [114].
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Sin embargo esta informacién no esta de acuerdo con los resultados obtenidos
en las fragmentaciones del hepatodamianol donde la pérdida de 146 u es el ion
base; por lo que no podemos tomar esta informacién como base para poder hacer

la asignacién de la union de los azucares O-enlazados.

No obstante en el espectro de masas observamos que a partir del ion
pseudomolecular puede darse la pérdida de 104 u, lo que implicaria que no es
necesario que se pierda previamente la unidad de ramnosa; con esta informacion
se puede concluir que el O-azlcar no estaria enlazado a la ramnosa. El

compuesto a es una flavona di-O-C-glicosilada.

La posicion mas comun de unién O-glicosidica es en el hidroxilo 7, sin embargo
no es posible definir este sitio de unién mediante la EM. Con respecto a la posicion
de la C-glicosilacion (8C 6 6C) se asume arbitrariamente para los compuestos que
se identificaron la posicion 8; esto de acuerdo con el compuesto g, sin embargo es
importante aclarar que con la informacién encontrada no se puede asignar una
posicion inequivocamente. No existe hasta el momento un criterio aceptado en la
literatura para hacer esta distincion en compuestos diglicosilados utilizando
solamente EM, mas aun cuando no se tienen los dos isbmeros que permitan
establecer en las condiciones de andlisis las diferencias en los patrones de

fragmentacion.

Teniendo en cuenta lo anterior y de acuerdo con la férmula molecular la

estructura propuesta es la 8-C-ramnosil-7-O-ramnosido de luteolina (figura 17).
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El compuesto c, tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 595 (tabla XXI) y, al
igual que en los dos compuestos anteriores, el ion base en la MS? es la pérdida de
146 u, atribuible probablemente a la pérdida de ramnosa, enlazada por una unién
tipo O-glicosidico. En el MS® se observa como ion base el fragmento m/z 329, el
i6n m/z 475 (pérdida de 120 u, -%2X*) y el idn m/z 359 (pérdida de 146 + 90 u,-
03%*); en el MS? se observa el fragmento m/z 299 (pérdida de 146 + 150, ->'X")
todos concordantes con la ruptura de una hexosa C-enlazada. Teniendo en cuenta
que se observa la pérdida de 120 u directamente del ion pseudomolecular puede
proponerse que la ramnosa esta enlazada a un hidroxilo de la aglicona. La
estructura propuesta asumiendo los azlcares ramnosa y glucosa es la 8-C-

ramnosil-7-O-glucosido de luteolina (figura 18).

El compuesto d tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 575 (tabla XXII). En el
Ms? el ion base es pérdida de 146 u (ramnosa). La diferencia de masa hace
pensar en dos H menos que el compuesto g (hepatodamianol) y 4 unidades
menos que el compuesto a. Esta diferencia de masa no esta en el O-azlcar
puesto que la pérdida es de 146 u y tampoco parece estar en la aglicona puesto
que se observa el ion m/z 287, lo que lleva a pensar que la diferencia esta en el
azucar C-enlazado. Se propone que exista un carbonilo extra en relacién al

compuesto g.

Al analizar las fragmentaciones se observan los iones correspondientes a las
pérdidas de 130, 102, 74 u correspondientes a las pérdidas -*'X*, -%2X* y -03X*,

donde se evidencian las 2 unidades menos que en la rupturas presentes en el
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compuesto g; ademas la diferencia entre los dos primeros fragmentos (rupturas
0.1x*y 92X*) es de 28 u, lo que implica que la posicién 2 al igual que la posicién 3

es un carbonilo.

La estructura propuesta es una 8-C-ramnosil-7-O-hexopiranos-2,3-ulosido de

luteolina (figura 19).

El compuesto i tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 561 (tabla XXIIl), en el
Ms? el ion base es pérdida de 146 u (ramnosa O-enlazada). Se observan las
pérdidas de 132, 102, 74 y 44 u, posteriores a la perdida de la unidad de ramnosa;

esta fragmentacion es similar a la encontrada para el compuesto g.

Los datos obtenidos indican que la diferencia entre el compuesto i y g se
encuentra en la aglicona; en el compuesto i se observa el iébn m/z 271 el cual
corresponde a la apigenina. La estructura propuesta es la 8-C-ramnosil-7-O-

hexopiranos-3-ulosido de apigenina (Figura 20).

El compuesto h tiene un ion pseudomolecular de [M+H]* 623 (tabla XXIV); se
observa como ion base del Ms? la pérdida de 146 unidades, probablemente por la
pérdida de una unidad de O-ramnosa. Adicionalmente se observa la pérdida de 90
u (->2X) tanto del ion pseudomolecular como del ion resultante de la pérdida de

ramnosa; debido a esto se asume que existe una unidad de azucar C-enlazado.

El C-azlcar unido muestra una ruptura donde se pierden 150 u por lo que
podria ser una glucosa o arabinosa, sin embargo no se observa un fragmento

atribuible a una ruptura ®?X que ayudara a distinguir entre estos azucares. Debido

125



a la pobre informacién encontrada para este compuesto no es posible proponer

una estructura para el mismo.

El compuesto b tiene un ion pseudomolecular de [M+H]" 609 (tabla XXV), a
diferencia de todos los compuestos analizados se caracteriza por la pérdida de

178 u, 32 unidades de masa mas que la ramnosa, para dar el ion base m/z 431.

Adicionalmente se observa la pérdida de 32 u a partir el ion pseudomolecular lo
que hace pensar que estas 32 u no pertenecen necesariamente al azucar. La
justificaciéon de esta pérdida es una reaccién intramolecular en la que se produce
MeOH, beneficiada por la formacion de un pentaciclo segun se muestra en la

figura 37.

HO OH

OH
HyC OH

OH

Figura 37. Mecanismo propuesto de ciclacidén para la pérdida de una molécula

neutra de MeOH a partir de ion pseudomolecular [M+H]* 609.
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El ibn m/z 463 que implica la pérdida de 146 u también es abundante en el
espectro por lo que se deduce que este compuesto tiene una O-ramnosa en su
estructura. Dentro de las pérdidas que se observan estan algunas caracteristicas
de una deoxihexosa C-enlazada como 134, 50 y 122 u, sin embargo las pérdidas
correspondientes a las fragmentaciones %?X y %3X no se observan por lo que se

considera que se requieren mas estudios para caracterizar este compuesto.

Con la informacién disponible, la estructura propuesta es la que se observa en
la figura 35 con formula molecular CzsH32015. Sin embargo segun los datos
obtenidos de masa exacta la férmula molecular seria C27;H25016, por lo que la
formula molecular del compuesto propuesto (estructura propuesta basada en el
patrén de fragmentacion) no concuerda. Una posible explicacién seria que los
compuestos son isémeros con el mismo ion molecular pero diferente masa exacta;

esto se tendria que comprobar con futuros experimentos.

Hoffmannh-Bohm et. al. aislaron e identificaron 9 flavonas C-glicosiladas de las
hojas de Allophyllus edulis variedades Edulis y Gracilis y probaron su actividad
hepatoprotectora in vitro en cultivo de hepatocitos de ratas tratadas con CCly y
galactosamina. Encontraron que las flavonas 8 C-glicosiladas tenian efectos
hepatotéxicos y las 6-glicosiladas tenian un efecto protector, no obstante,
encontraron también que cuando la ramnosa estda presente en la estructura
modifica la actividad hepatotéxica y la convierte en hepatoprotectora.
Adicionalmente, una sustitucion en el hidroxilo 7 de la aglicona, ya sea por un

metoxilo o por un O-glicdsido incrementa el efecto hepatoprotector [115]. Esta
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correlacién estructura-actividad esta de acuerdo con otros trabajos publicados
donde, por ejemplo, la isoornetina (flavona 6-C-glicosilada), tiene efecto

hepatoprotector en una dosis de 15mg/Kg en ratas [116].

En base a lo anterior aunque el hepatodamianol (que es el mayoritario en la
mezcla) es un C-8-glicdsido, la presencia de la ramnosa ayuda a que su efecto
sea hepatoprotector. EI hecho de que moléculas tan similares tengan efectos
opuestos puede implicar que el mecanismo de esta actividad no solo seria via

radicales libres [117].

Para poder hacer un andlisis integral de todos los resultados obtenidos como
parametros de control de calidad, se decidié hacer una comparacién de los
espectros por medio de estadistica multivariable para determinar si todos los
medicamentos herbolarios obtenidos: M1-M10 pueden considerarse semejantes.
Para esto se utilizaron los espectros de 'THRMN ya que esta técnica nos permite
observar todos los hidrogenos de los compuestos presentes en la mezcla, el
andlisis de todos ellos es simultaneo; logrando asi una caracterizacion global. La
quimiometria hace factible el procesamiento de la gran cantidad de datos
obtenidos para reconocer patrones y eventualmente clasificar entre grupos. Uno
de los procedimientos mas utilizados en el analisis no supervisado es el PCA

[118].

El resultado del PCA de los espectros 'HRMN (figura 24) nos indica que la
muestra MH9 no se agrupa con el resto de los medicamentos herbolarios, y al

quedar fuera del intervalo de confianza esta diferencia es estadisticamente
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relevante. Los espectros de hidrogeno se muestran en la figura 38. En las zonas
de 4 ppm, 5.9 ppm y 7.5 ppm se observan sefales intensas en la muestra MH9
que no se observan en el resto de los medicamentos herbolarios. Por el contrario,
en 5.2 ppm la senal presente en MH9 es de baja intensidad, contrario a lo

observado para el resto de las muestras.
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Figura 38. Sobreposicion de los espectros '"HRMN de los medicamentos

herbolarios.

Al analizar los graficos de cargas tanto para PC1 (figura 39) como para PC2
(figura 40) se puede observar que las sefnales de hidrégeno que se presentan en
la zona aromatica son las responsables de que MH9 no se agrupe con el resto de
los medicamentos herbolarios, por lo que se supone que en esta muestra exista

otro flavonoide base distintito del resto.
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Figura 40. Grafico de cargas para PC2, contribucion de MH9 al segundo componente principal.
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Si bien ya se contaba con un método de identificacién y cuantificacion de
heptodamianol por HPLC/UV validado, se requeria de un método mas rapido y
confiable que indicara la presencia de heptodamianol tanto en colectas, en los
medicamentos herbolarios desarrollados y muestras comerciales. Una de las
desventajas de trabajar con detectores como el UV-Vis es que solo se observa la
presencia de grupos cromoforos; a una misma longitud de onda todos los
compuestos con estructuras croméforas semejantes daran respuestas similares, lo
que complica la identificacion de una molécula en especifico cuando ésta se
encuentra en una matriz compleja. Por lo que es necesario, en algunas ocasiones,

recurrir a otro tipo de técnicas para la deteccién de un analito en especifico.

La RMN es una de las técnicas analiticas mas utilizadas para realizar estudios
en productos naturales, debido al amplio numero de moléculas que pueden ser
analizadas de forma simultdnea. En el area de productos naturales, es de
particular interés utilizar métodos por RMN para asegurar el control de calidad. De
esta manera es posible realizar la caracterizacidn global del extracto y autentificar

que los componentes presentes corresponden con los metabolitos bioactivos.

Por otra parte, la RMN ha demostrado ser una herramienta analitica muy
versatil para la caracterizacion, elucidacién y cuantificacion de metabolitos de
interés bioldgico. En particular, la identificacion de biomarcadores puede realizarse
mediante experimentos selectivos que permiten aislar especificamente las senales

del compuesto de interés a través del acoplamiento escalar o dipolar, por lo que
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estos métodos se han convertido en una estrategia para el analisis de mezclas

complejas, como es el caso de los exiractos herbales [119].

El experimento 1D-TOCSY selectivo (Figura 8), permite establecer
conectividades 'H-'H via el acoplamiento escalar entre los nicleos que forman
parte del mismo sistema de espin. Este experimento se basa en irradiar
selectivamente una sefal de hidrogeno, dar un tiempo de relajacion y esperar a
que transmita esa magnetizacién al sistema de espines donde se encuentre
localizado el nudcleo de hidrogeno irradiado [64]. En la estructura del
hepatodamianol hay varios sistemas de espines, debido al resultado previo de la
presencia de otros flavonoides base luteolina en el medicamento herbolario se
seleccionaron los sistemas de espines de los azucares; las sefiales de hidrogeno

rrs

de los metilos 6" y 6°7" no se encontraban sobrepuestas con otras senales y la
linea base no se encontraba elevada por lo que se consideraron adecuadas para

el experimento.

Esta técnica de identificacion tiene la ventaja de ser rapida y se logré la
identificacion del biomarcador sin la necesidad de hacer algun proceso de
purificacion. Este experimento es considerado una especie de cromatografia
espectroscopica o cromatografia de espin ya que a partir de espectros de
hidrogeno de mezclas en donde se observan todas las sefiales de todos los
compuestos presentes, al dar este tipo de secuencia de pulso se logra eliminar
todas las sefales y solo permanece la senal del hidrégeno irradiado y su

correspondiente sistema de espines.
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Con el experimento 1D-TOCSY selectivo desarrollado se logrd identificar
inequivocamente la presencia del hepatodamianol en todas las muestras de los

medicamentos herbolarios desarrollados.

Una vez que se demostré que MH9 era diferente al resto de las muestras se
tomd la decisiébn de excluir los resultados de esta muestra para realizar el
promedio de las caracteristicas que debe de cumplir el medicamento herbolario y
a su vez lograr la caracterizacion del mismo. En la tabla XXVII se muestran las

caracteristicas a cumplir del producto final.
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Tabla XXVII. Caracteristicas promedio del medicamento herbolario con

actividad hepatoprotectora de T. diffusa.

Caracteristica Valor

Cuantificacién de
Hepatodamianol por | 161.47 £ 52.23 mg de hepatodamianol/ g de MH
HPLC

Identificacién de B _
Presentar las sefales para el 1D-TOCSY selectivo para los

Hepatodamaianol por | _ B
sistemas de espines de 6™ (219Hz)y 6™ (564Hz)

RMN
Solventes Con 24hrs de liofilizado, senales de solventes menores a la sefal
residuales de N>
63.94 +13.83 mg de flavonoides equivalentes a quercetina/ g de
Flavonoides MH
totales
147.73 £ 33.57 mg de flavonoides equivalentes a rutina/g de MH
Actividad

o CEs 60.09 + 8.33 pg/mL
antioxidante (DPPH)

Identificacion de | Mostrar los iones [M+H]" 579, 595, 575, 577, 561 y corresponder
flavonoides con los patrones de fragmentacién

Actividad
hepatoprotectora

En el modelo in vitro liberar 38.63 + 3.26 Ul/L de AST

Para realizar el modelo de hepatoproteccién in vivo fue necesario seleccionar
una muestra entre los medicamentos herbolarios obtenidos; para hacer esta

seleccion se trabajé con los espectros de hidrogeno de RMN. Para ellos, se realiz6
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una alineacion optimizada mediante correlacion COW de los espectros, COW es
un meétodo para alinear sefiales de datos de muestras que exhiben cambios en su
posicion a lo largo del eje x. EI método funciona mediante la division de cada uno
de los espectros a ser alineados en segmentos de tamano definido y permitiendo
el aumento o la disminucién de la longitud de estos segmentos para buscar la
correlacion optima. [120], [121]. Se utiliz6 el acumulativo maximo de los
coeficientes de correlacion para buscar que muestra tenia la maxima similitud
entre todas. MH4 resulto ser la muestra con mayor similitud como se muestra en la

figura 37, también se corroboré que MH9 es la que difiere mayoritariamente.

Una vez seleccionada MH4 se realiz6 el estudio de hepatoproteccion in vivoy la

determinacién de estabilidad del medicamento bajo condiciones aceleradas.

La NOM-073-SSA1-2015 que trata sobre la estabilidad de medicamentos y
farmacos; establece que para un medicamento nuevo se tiene que determinar la
estabilidad del mismo bajo condiciones aceleradas, esto involucran exponer la
muestra por seis meses a 40 +2°C y 75 +5% de HR. MH4 fue el medicamento
seleccionado para este estudio, se sometié a las condiciones indicadas en la
NOM-072-SSA1-2015 y se tom6 una alicuota cada 30 dias. Se observé que la
cantidad de hepatodamianol disminuyd con el tiempo (como se muestra en la tabla
XXVI), al mes 1 se degrado el 12%, la cuantificacion en los meses 2, 3 y 4 fue muy
similar degradandose aproximadamente el 25% del hepatodaminanol; para el
quinto mes se degradd el 79% y para el sexto mes un 84% del hepatodamianol.

Estos resultados de cuantificacién de hepatodamianol en las muestras tratadas en
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condiciones de estabilidad acelerada concuerdan con los resultados de actividad
hepatoprotectora in vitro obtenidos para estas mismas muestras (figura 22). La
NOM-073-SSA1-2015 considera como cambio significativo durante la estabilidad
acelerada a una variacién del 5% de la potencial inicial; por lo tanto, desde el mes
1 se debe de considerar a MH4 como no estable ya que la actividad
hepatoprotectora disminuye en un 8% en comparacién con el medicamento que no
fue expuesto a dichas condiciones; hay que tomar en cuenta que el medicamento
herbolario se expuso como un polvo liofilizado, habra que probar algun tipo de
formulacion farmacéutica para su proteccién y asi evitar la degradacion del

hepatodamianol.

Para el modelo in vivo de hepatoproteccién se siguié el modelo disenado por
Cordero Pérez et. al.[65], se midieron las enzimas AST y ALT que son indicadoras
de dafno hepético. Los niveles encontrados en suero para ambas enzimas fueron
significativamente menores (P<0.02) en comparacion con el control de dafo.
Analizando detalladamente la liberacibn de ALT se determiné que no hay
diferencia significativa (P>0.05) con relacién a la silimarina (control de
hepatoproteccion), por el contrario en la liberacion de AST existe diferencia
significativa (P<0.05) entre estos dos grupos mostrando mejor grado de
hepatoproteccion la silimarina; sin embargo, los niveles enzimaticos encontrados
entre el control negativo de dafo y el medicamento herbolario no mostraron
diferencia significativa (P>0.05). Por lo tanto puede considerarse el medicamento
herbolario desarrollado a partir de T. diffusa como un agente hepatoprotector con

una potencia similar a la silimarina en este modelo in vivo.
136



Brito et. al. determinaron la actividad hepatoprotectora del extracto metandlico
de T. ulmifolia en un modelo in vivo con ratas Wistar utilizando CCl, como agente
inductor de dafo; los resultados que obtuvieron fueron similares a los nuestros; los
niveles de AST y ALT detectados en suero para el grupo de hepatoproteccion
(Legalon®) y grupo de extracto metandlico de T. ulmifolia fueron estadisticamente
similares o menores (p>0.05) con respecto al control negativo de dafo, tanto con
7 0 21 dias de tratamiento previo a la induccién del dafio. Sin embargo las dosis
utilizadas son diferentes a lo realizado en este trabajo, en el ensayo realizado por
Brito et. al. el CCl4 fue administrado a dosis de 2.5 mL/Kg diluido al 50% en aceite
de maiz, es decir el agente hepatotéxico fue 2.5 veces mas que en nuestro
modelo. Estos mismos autores administraron Legalon® a dosis de 50 mg/Kg,
mientras que el extracto a 500 mg/Kg, en el presente trabajo se utilizé tanto la

silimarina como el medicamento herbolario a dosis de 70mg/Kg.

Si bien los resultados de hepatoproteccion fueron similares entre este grupo de
investigadores y los reportados en este trabajo, la gran diferencia entre las dosis

hace que no pueda realizarse una correcta comparacién de los resultados [122].
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se hizo un analisis del costo/proceso de purificacion, perfil cromatografico y
actividades hepatoprotectora y citotoxica seleccionando la Fr. VLC para el

desarrollo del MH.

Se determiné que las variables volumen de solvente y numero de
extracciones son las que afectan significativamente el proceso de
extraccion, se optimizaron cada una de las variables por experimentos

independientes.

Se realiz6 la cuantificacibn de hepatodamianol en los medicamentos

herbolarios utilizando un método cromatografico validado.

138



Se realizd la identificacion inequivoca de hepatodamianol en los
medicamentos herbolarios mediante un método de pulsos selectivos por

"HRMN.

Se estandariz6 el MH y se obtuvieron las caracteristicas promedio de

cantidad de flavonoides totales y actividad antioxidante.

Se identific6 hepatodamianol en las muestras por HPLC/MS y se
identificaron cuatro compuestos mas de los cuales se realiz6 Ia

identificacion tentativa.

Se determin6é la actividad hepatoprotectora in vivo del MH, no hay

diferencia significativa con el grupo de silimarina a la misma dosis.

Se comprobé que el medicamento herbolario no es estable bajo

condiciones aceleradas a partir del primer mes.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

-Desarrollar una forma farmacéutica para la administracién oral del MH.

Validar y desarrollar un método de cuantificacion  alternativo del

hepatodamianol por HPLC/MS y por RMN.

Determinar marcadores de estrés oxidativo (MDA, glutation, TBARS) en los
higados obtenidos en el modelo in vivo, en funcion de conocer mas del

mecanismo de accion.

Usar el método de pulsos selectivos para la identificaciéon del

hepatodamianol en muestras comerciales.

Desarrollar MH de otras plantas con actividad farmacolégica del norte del
pais.
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CAPITULO 7

ANEXO
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