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Durante mucho tiempo, las plan-
tas medicinales fueron el princi-
pal, e incluso el tnico, recurso de
que disponian los médicos para
tratamiento y control de enferme-
dades.! La OMS ha confirmado
que 80% de la poblacion mun-
dial, especialmente de las areas rurales de los pai-
ses en desarrollo, usan las medicinas herbales para
sus necesidades de salud. Para evaluar la eficacia
de los productos naturales, es necesario llevar a
cabo ensayos clinicos, los cuales deben realizarse
con la misma rigurosidad que los que se usan para
los medicamentos tradicionales.

El reporte adecuado del contenido e identi-
dad del producto natural que se evalua es critico,
por lo que la identificacion del material con el
que se trabaja debe ser parte de estos ensayos.’
Uno de los problemas para este tipo de ensayo
clinico es la falta de informacion definida y com-
pleta acerca de la composicion de los extractos.
Una revisién de los articulos acerca de ensayos
clinicos llevados a cabo con productos herbales

INVESTIGACION

. UANL

[J El presente articulo estd basado en la investigacién "Desa-
rrollo y validacién de métodos analiticos para estandarizacién
de fitoférmacos con Turnera diffusa (damiana)', galardona-
da con el Premio de Investigacién UANL 2010 en la catego-
ria de Ciencias Naturales, otorgado en sesién solemne del
Consejo Universitario, en septiembre de 2010.
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demostré que en solo doce (15%) de 81 ensayos
se menciona alguna prueba de cuantificacion de
contenido, y solamente tres (4%) ofrecen datos
para comparar la cantidad encontrada frente a la
esperada y, al menos para un constituyente, la va-
riacion estaba entre 80 y 113%; esto refleja que
fue inadecuada la documentacion para caracteri-
zar el suplemento herbal.’

La mayoria de los productos herbolarios que
se venden en México se contemplan como suple-
mentos alimenticios y no como medicamentos o
remedios herbolarios, por lo tanto no se les exige
un control de calidad. Debido a esta problemati-
ca, y considerando que en México la herbolaria es
una practica médica desde tiempos prehispanicos,
nuestro grupo de trabajo analizd, por medio de
cromatografia en capa delgada (CCD), los produc-
tos herbolarios que se consumen mas en nuestra
region. Observamos que de 106 productos comer-
ciales analizados, solamente 12% cumplio con los
criterios cualitativos y semicuantitativos, aseguran-
do en ellos la calidad cromatografica.*® Por lo
anterior, consideramos necesaria la investigacion
profunda y sistematizada de plantas medicinales
que crecen en territorio nacional, para obtener

* Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Medicina,
UANL, P.O. Box 2316, Sucursal Tecnologico, 64841, Monte-

rrey, Nuevo Ledn, México.
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informacion necesaria que permita establecer los
parametros de andlisis con métodos validados, los
cuales posteriormente sean aplicados para deter-
minar la calidad en productos que contengan es-
tas plantas.

La damiana (Turnera diffusa) es una planta me-
dicinal ampliamente utilizada en México con pro-
piedades afrodisiacas, antihiperglucemiantes,
antidepresivas y termogénicas, entre otras.®’ Nues-
tro grupo ha demostrado su actividad antioxidante
y hepatoprotectora.® No hay métodos analiticos
que permitan su control de calidad, por ello el
objetivo del presente trabajo fue desarrollar y vali-
dar métodos analiticos para el control de calidad
de los productos de dicha planta.

Materiales y métodos

Para los analisis por HPLC se us6 un equipo Waters
2690 Alliance, con detector de arreglo de diodos
(DAD) 2996, equipado con automuestreador,
desgasificador y controlador de temperatura de
columna. Para los analisis por RMN se us6 un
Bruker Avance DPX400 de 400 MHz. Los anilisis
en UV.vis se llevaron a cabo en un espectrofoto-
metro Beckman DU-7500, con arreglo de diodos.
Las CCD se realizaron en placas de 0.2 mm espe-
sor de silica gel 60 F _, Merck (Darmstadt, Ale-
mania).

Para el anilisis por HPLC se emple6 una co-
lumna fase reversa C ; AccQ Tag 150 x 3.9 mm,
4um (Waters Corporation Milford, MA). Los sol-
ventes, grado HPLC, se adquirieron en Fisher
Scientific (Fair Lawn, NJ, USA). El agua
desionizada se adquirié en Laboratorios Monte-
rrey, S.A. de C.V. Los solventes grado reactivo se
adquirieron en Fermont (Monterrey, N.L.). 2,2-
Difenil-1-picril-hidracilo (DPPH) se adquirié en
Sigma-Aldrich. T. diffusa (parte aérea) se colecto
en Zuazua, N.L., México, en diciembre de 2005,
para usarse en el aislamiento e identificacion del
biomarcador.

Un espécimen se deposito en el herbario de la

Facultad de Biologia de la UANL (voucher No.

254
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23569). Diversas muestras de T. diffusa se colecta-
ron en diferentes regiones de nuestro pais, entre
2005 y 2009, para usarse en la obtencion de hue-
llas dactilares cromatograficas, las determinacio-
nes de actividad antioxidante y en los estudios de
aplicabilidad de los métodos analiticos desarro-
llados. Los productos comerciales se adquirieron
en diversos establecimientos comerciales en la
republica mexicana, asi como en Barcelona, Espa-
fa.

Métodos

Aislamiento e identificacién de un biomarcador

Se tomaron 500 g de la parte aérea de Turnera
diffusa, se secaron, molieron y se sometieron a
extraccion con MeOH (3 x 600 mL) por agita-
cién a temperatura ambiente, durante una hora.
Se realizo un fraccionamiento biodirigido del ex-
tracto que llevo al aislamiento del compuesto 1,
cuya pureza e identificacion se evidencié por CCD,

HPLC-DAD y 'HRMN.?

Determinacién de la actividad antioxidante por
medio del DPPH por CCD

Para la determinacion cualitativa de la actividad
antioxidante se uso el método del DPPH en
CCD,?y para la determinacién cuantitativa se rea-
lizo de acuerdo a lo reportado por Leu'® con algu-
nas modificaciones. Los extractos o compuestos
se disolvieron en etanol, a una concentracion de
1 mg/mL, de esta solucién se prepararon solucio-
nes en un intervalo de concentraciones entre 200
a0.234 ug/mL; cada muestra de ensayo tenia 500
uL de la solucion del extracto (o compuesto) a
probar y 500 w L de una solucion de DPPH (125
UM en etanol). La mezcla se agito y se dejo repo-
sar por 30 minutos en la oscuridad. Se midi6 la
absorbancia a 517 nm. Se utilizd quercetina como
control positivo, se grafico la correlacion entre cada
concentracion y su porcentaje de reduccion. La
concentracion, que redujo 50% del radical libre
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DPPH, se calculo por interpolacion. La actividad
se expreso como EC, .

Analisis por HPLC-DAD

La fase movil consistio en acido trifluorodcético
0.1% (solvente A) y metanol (solvente B). La velo-
cidad de flujo fue de 0.4 mL/min. Se uso gradiente
de elucion, y el volumen de inyeccion fue de 10
UL. Los espectros de absorcién se adquirieron en
un intervalo de 200-400 nm. Los cromatogramas
se convirtieron a ASCII, y se exportaron, posteriot-
mente, a Unscramble 9.8, para su procesamiento.

Cuantificacién del biomarcador

Para resolver la sefial del compuesto 1 se calculo
la primera derivada de los cromatogramas a 350
nm con el algoritmo de Savitzky- Golay, con un
suavizado de tres puntos y un polinomio de se-
gundo grado. La cuantificacion se realizo por el
método de estandar externo; para ello se prepara-
ron cinco estandares en un intervalo de 1 a 100

mg/L.

Preparacion de las muestras para el desarrollo ana-
litico

Las plantas recolectadas se secaron a temperatura
ambiente. Las partes aéreas se molieron y se pasa-
ron a través de un cedazo de malla 40. Se agito 1
g de este polvo vigorosamente en vortex, durante
tres minutos, con una mezcla etanol: agua 9:1 (3
X 5 mL) a temperatura de laboratorio. Los extrac-
tos combinados se evaporaron a sequedad bajo
vacio, 15 mg de cada extracto se disolvieron en 1

mL de DMSO, previo al analisis.
Estandarizacion del perfil cromatografico

Para definir los componentes principales de T.
diffusa, se obtuvieron los cromatogramas de las

muestras colectadas. Cada muestra se someti al
proceso de extracciéon y analisis previamente des-
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crito. Los cromatogramas obtenidos se analizaron
para identificar las sefales de mayor intensidad
comunes en todas las muestras. La identificacion
se llevo a cabo en funcién al tiempo de retencion,
y con el espectro de absorcion de cada senal.

Analisis quimiométrico

Se trabajo con los datos estandarizados de las areas
relativas de doce sefales cromatograficas comunes
en 19 muestras de colecta de T. diffusa. Las areas
relativas de los picos comunes se estandarizaron
antes del analisis quimiométrico. Los datos de las
dreas relativas estandarizadas se exportaron al Pro-
grama Unscramble 9.8, para ser procesados me-
diante analisis de componente principal (PCA),
con el fin de construir el modelo quimiométrico
y establecer el perfil cromatografico de la planta.

Analisis de datos para correlacionar perfil cro-
matografico y actividad antioxidante

La matriz inicial de calibracion para el PLS1 con-
sistio de 40 muestras, con 2780 variables "X",
correspondientes a las respuestas obtenidas en los
diferentes tiempos de retencion. La variable "Y"
consistié en el valor de actividad antioxidante de
cada extracto, expresada como CE, . Previo al
analisis quimiométrico, se realizo la alineacion de
los cromatogramas con base en siete sefales pre-
sentes en todas las muestras analizadas con inten-
sidades relativamente altas.

Con el proposito de optimizar el modelo, di-
ferentes métodos de pretratamiento de los cro-
matogramas fueron evaluados: correccion de la
linea base, suavizado, seleccion de las regiones cro-
matogréficas a utilizar y derivada de los cromato-
gramas. Como criterios de evaluacion se conside-
raron los mejores valores del coeficiente de cali-
bracion y de validacion (RMSC y RMSV). Para
modelar la relacién entre la capacidad antioxidante
y los perfiles cromatograficos de los extractos de
T. diffusa, se empleo el andlisis de PLS1. Para ele-
gir la mejor matriz de datos, se emplearon los mis-

399 [l



DESARROLLO Y VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA ESTANDARIZACION DE FITOFARMACOS CON TURNERA DIFFUSA (DAMIANA)

mos criterios que para la optimizacién del mode-
lo. La validacion del modelo PLS se realizd me-
diante la validacion cruzada.

Resultados y discusion

En el presente trabajo se realizé un desarrollo ana-
litico integral de T. diffusa (damiana), que inicio
con el aislamiento, purificacion, identificacion y
evaluacion de la actividad antioxidante de un
biomarcador de la planta, continuando con el
desarrollo y validacion de un método analitico
por HPLC-DAD, que puede servir tanto para su
control de calidad como para el establecimiento
de su identidad en productos comerciales que la
contengan. Por ultimo, se estableci® una corres-
pondencia entre la actividad antioxidante de la
planta y su perfil cromatografico.

La particion liquidoliquido de los extractos

OH 0
Fig. 1. Estructura de 1 aislado de T. diffusa.

metanolicos activos obtenidos de la parte aérea T.
diffusa mostré que los extractos obtenidos con
acetato de etilo y butanol tenian la mayor activi-
dad antioxidante. Aunque en el extracto estaban
presentes varios flavonoides, nuestra meta era ais-
lar e identificar el o los compuestos con mayor
actividad antioxidante, segun el método del DPPH
en CCD. El compuesto aislado 1 fue identifica-
do por RMN en una y dos dimensiones como 8-
C-B-[6-deoxi-2-O-(a-1-ramnopiranosil)-xilo-
hexopiranos-3-ulosido] de luteolina (figura 1).

[0] 400

Aunque este compuesto habia sido previamente
aislado de extractos de damiana, no se habia re-
portado para el mismo ninguna actividad biolégi-
ca."' La CE_ de este compuesto (9.62) fue similar
a la de quercetina (7.77), y mucho mejor que la
del butilhidroxitolueno (39.34).

Después del andlisis de 40 ejemplares de
damiana recolectados en México, encontramos
que este compuesto estaba presente en todos és-
tos. Ademas, hasta ahora no ha sido reportado su
aislamiento de otra especie vegetal. Por lo tanto,
este Cglicdsido puede ser considerado como un
biomarcador de la planta, ya que es constituyente
particular de esta especie, y da cuenta de la activi-
dad antioxidante de la misma. Considerando lo
anterior, se decidio desarrollar un método por
HPLC-DAD, para cuantificar este compuesto en
diversos ejemplares nativos de damiana y mues-
tras comerciales, esto como una primera propues-
ta para control de calidad de los productos de
esta planta. El compuesto de interés (t, 19.5)
coeluye con otro de t, muy cercano (figura 2).

Se probaron distintas modificaciones al siste-

18.9
19.5

: '¢ll]

Fig. 2. Cromatograma del extracto de T. diffusa.

ma cromatogréfico, pero en ningun caso se logro
la resolucién de los dos picos. Por ello se decidio
usar el algoritmo de Savitzky-Golay para obtener
la derivada primera (‘D) de los cromatogramas, la
cual se uso para el analisis posterior. La integra-
cion de la seial derivada se llevo a cabo al medir
la distancia entre el cero y el minimo, ya que es la
mas alejada de la sefial cuya interferencia se quiere
eliminar. El método se valido de acuerdo con los
parametros recomendados por la AOAC (12).

La curva de calibracion fue lineal en el rango

1-100 mg/L. El coeficiente de correlacion (1?) fue
0.999. La ecuacion de la curva de regresion fue
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'D, ;nm = 5 X 10°x-5 X 10°. La desviacion
estandar relativa (% DER) de los factores de res-
puesta fue menor a 12%. En cuanto a las desvia-
ciones estandar relativas (% DER) de los resulta-
dos del estudio de precision a tres niveles de con-
centracion de la curva de calibracion, fueron infe-
riores a 3% (0.77, 0.86 y 2.61%) para los resulta-
dos intradia y 9% (2.35, 2. 47 y 8.52%) para la
precision interdia.

Estos resultados demostraron que el método
fue preciso. Las recuperaciones se probaron por
medio de la adicion de estdndar a tres niveles de
concentracion a muestras de T. diffusa, con tres
réplicas para cada nivel de adicion. Las recupera-
ciones para los niveles bajo, medio y alto fueron
110, 99.4 y 97.1%, respectivamente, y sus preci-
siones expresadas como % DER fueron de 2.53,
1.85, y 0.94. Se demostro la estabilidad del mar-
cador en las condiciones de almacenamiento por
90 dias.

Para establecer la huella dactilar de T. diffusa,
se probaron tres columnas cromatogréficas, dos
solventes organicos (metanol y acetonitrilo), la adi-
cion de TFA a la fase movil y cambios en el pro-
grama de gradiente de elucion, como se reporto
previamente.”’ Los criterios empleados para la
optimizacion de las condiciones de separacion
fueron la reproducibilidad, el tiempo de anilisis
y el numero de picos. El método desarrollado fue
validado con los siguientes parametros: a) preci-
sion, la cual fue evaluada por el % DER de los t,
4reas y alturas relativas de las sefiales de mayor in-
tensidad (16 senales). El % DER intradia, tanto
para las dreas como para las alturas relativas, fue
menor de 8%, y los % DER interdia menores a
10%. b) Como criterio de selectividad se emplea-
ron el tiempo de retencion y el espectro de absor-
cion obtenido en el apex de cada senal, después
de la sustraccion de la linea base. ¢) Robustez, los
ensayos mostraron que pequefios cambios en la
concentracion del TFA, temperatura de la colum-
na y especialmente en la proporcion de metanol,
causan cambios significativos en los tiempos de
retencion al nivel de significancia empleado (95%).
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d) Estabilidad, la cual fue evaluada con graficas
control construidas con los datos obtenidos del
analisis de precision, con un limite de + 2 desvia-
ciones estandar. Los resultados mostraron que la
solucion del extracto fue estable hasta el dia 60
posterior a su preparacion, cuando se almaceno a
4oC.

Se identificaron catorce picos comunes presen-
tes en las 19 colectas de T. diffusa (figura 2). Poste-
riormente se establecio un modelo quimiométrico
por PCA, empleando las areas relativas de las se-
fales comunes en las diferentes muestras de T.
diffusa. E1 PCA es una técnica quimiométrica am-
pliamente usada para el andlisis de datos
multivariables, como los datos cromatograficos.'
Para la construccién del modelo se trabajo con
una matriz inicial de 19 muestras (muestras de
plantas nativas colectadas) y catorce variables (areas
relativas de las catorce sefiales comunes), con el
programa Uscramble 9.8 (Umetrics). Los dos pri-
meros picos, al no resolverse bien en el sistema
cromatografico, aumentaban en forma importan-
te la varianza de los datos, por lo que se les exclu-
y6 del modelo. El nuevo modelo consistié en una
matriz de datos de 19 muestras x y doce variables.
Todas las variables tienen una contribucion simi-
lar a la varianza de los datos.

Una vez establecido el modelo, se obtuvieron
las huellas dactilares de cada uno de los 40 extrac-
tos nativos. La precision intradia del método cro-
matografico utilizado para obtener las huellas
dactilares se evaluo, considerando los datos de los
tiempos de retencion, alturas y dreas relativas de
las doce sefales comunes en los diferentes extrac-
tos. Los resultados de precision, expresados como
% DER, estuvieron entre 0.1 a 2.8% para los tiem-
pos de retencion, 2.35 a 12% para las 4reas relati-
vas, y 2.61 a 16% para las alturas relativas.

Los desplazamientos de los tiempos de reten-
cién en cromatografia son frecuentes, debido a
causas como variaciones en la composicion de la
fase movil, temperatura, flujo, edad de la colum-
na o variaciones instrumentales, por lo que se re-
comienda alinear los cromatogramas antes de lle-
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var a cabo el andlisis quimiométrico. En nuestro
caso, la alineacion de los cromatogramas se reali-
z6 con base en siete sefales presentes en todas las
muestras analizadas, con intensidades relativamen-
te altas.

Por ultimo, para estudiar la correlacion entre
actividad antioxidante y perfil cromatografico, un
set de calibracion de 40 muestras se empleo para
establecer los modelos PLS1. En todos los casos
la variable de prediccion "Y" fue el valor de la acti-
vidad antioxidante de los extractos. Cada analisis
se realizo por triplicado, los resultados mostra-
ron % DER, entre 0.1 y 18.1%. Para evitar
sobreajustes del modelo, se empleo la técnica de
validacion cruzada para construir los modelos
PLS1, en la que una muestra se remueve del set de
calibracion, y el modelo de PLS se calibra con los
datos restantes.

Los mejores resultados se obtuvieron con los
cromatogramas en orden cero suavizados con cin-
co puntos. Para la construccién del modelo fue-
ron excluidas de los cromatogramas originales las
variables correspondientes a los tiempos de re-
tencion, entre 3.3 a 4.5, y posteriores a los 35
minutos. Bajo estas condiciones, el niumero de
componentes optimos para el PLS1 fue de 5. En
la figura 3 se muestra la grafica de correlacion en-
tre los valores medidos y de prediccion de la acti-
vidad para cada una de las muestras usadas para la

Tabla I. Prediccion de la actividad antioxidante de seis produc-
tos comerciales.

Muestra | Prediccion | Desviacion | Experimental | DPR
B-1 36,5 7,1 39,9 -8.4
B-2 36,2 10,3 94,5 -61,7
B-3 35.6 8.4 41,8 -14.9
Cal 22,0 10,4 30.1 -26.9
SLP 34,2 8.3 48,7 -29.8
DF 21,0 9.1 20,9 0.5

DPR: diferencia porcentual relativa; B = Barcelona, Espafa;
Cal = California; SLP = San Luis Potosi; DF = Distrito Fede-

ral.
calibracion del método quimiométrico
optimizado.

El modelo establecido y validado se aplicé a la
prediccion de la capacidad antioxidante de seis
productos comerciales, a partir del perfil croma-
tografico. Las muestras se procesaron de igual
manera que las plantas. Los resultados de predic-
cién se compararon con los datos de actividad
antioxidante obtenidos experimentalmente, y se
presentan en la tabla I. Las diferencias porcentua-
les relativas entre los valores experimentales y los
predictivos se presentan en la misma tabla.

Los resultados de prediccion de actividad an-
tioxidante para cinco de los seis productos anali-
zados coinciden con los encontrados experimen-
talmente. La falta de capacidad del modelo para
predecir la actividad antioxidante de la muestra
B-2 puede justificarse, dado que el valor experi-
mental de la EC_, para dicha muestra estaba fuera
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Fig. 3. Correlacion entre los valores de prediccion y experimentales de las muestras empleadas en el modelo de calibracion.
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del intervalo de las muestras empleadas en la cons-
truccion del modelo (14,6 -77,8).

Conclusiones

Se desarrollaron y validaron métodos analiticos
para el control de calidad de T. diffusa (damiana).
Por un lado, se aislé un flavonoide C- glicosilado,
que resultd ser un buen marcador de la planta,
por haber sido hasta ahora aislado de esta planta
y estar presente en todos los ejemplares analiza-
dos por nosotros. Al emplear este compuesto
como estandar y HPLC/DAD como técnica, se
desarroll6 un método analitico reproducible y
exacto, que proponemos sea aplicado como con-
trol de calidad de los productos que contienen
damiana. Por otro lado, se establecié y validé un
perfil cromatografico de la planta, el cual fue ade-
mas correlacionado con la actividad antioxidan-
te, para desarrollar un modelo que permite pre-
decir la actividad antioxidante de los extractos de
damiana a partir de sus datos cromatograficos.
Todos estos métodos se podran aplicar en un
futuro inmediato para generar extractos estanda-
rizados de damiana, que pudieran utilizarse en
ensayos clinicos, como paso fundamental para de-
sarrollar fitofarmacos a partir de esta planta medi-
cinal.

Resumen

Para desarrollar protocolos clinicos de productos
herbales es necesario contar con productos estan-
darizados de calidad consistente. Para ello se re-
quiere el desarrollo de una metodologia analitica
que asegure la calidad y reproducibilidad de estos
productos. Damiana (Turnera diffusa) es una plan-
ta medicinal utilizada en México como afrodisiaca,
antidepresiva, termogénica, etcétera. Nuestro gru-
po ha demostrado su actividad antioxidante y
hepatoprotectora. No hay métodos analiticos que
permitan su control de calidad. En el presente
trabajo se realiz un desarrollo analitico integral
de T. diffusa, que inici6 con el aislamiento, purifi-
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cacion e identificacion de un biomarcador de la
planta, y continu6 con el desarrollo y validacion
de un método analitico por HPLC-DAD para
cuantificar dicho biomarcador, que puede servir
para su control de calidad. Ademas, se establecio
una huella dactilar cromatografica de la planta que
sirve para el establecimiento de su identidad en
productos comerciales que la contengan. Por ulti-
mo, se establecié un modelo que permite prede-
cir la actividad antioxidante de la planta a partir
de su perfil cromatografico. Todos estos métodos
permitirdn generar extractos estandarizados de
damiana que pudieran utilizarse en ensayos clini-
cos, como paso fundamental para desarrollar
fitofarmacos, a partir de esta planta medicinal.
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Abstract

In order to develop clinical trials with herbal
products, it is necessary to have standardized
extracts with consistent quality. To accomplish
this, the development of analytical methods that
could assure the quality and reproducibility of
herbal extracts is required. Damiana (Turnera
diffusa) is a medicinal plant widely used in Méxi-
co as an aphrodisiac, anti-depressant, thermogenic
agent, among others. Our research team
demonstrated its potential as antioxidant and
hepatoprotective. Up to now, no analytical
method is available for quality control of Damiana.
In the present contribution an integral analytical
development of T. diffusa is presented, which began
with the isolation, purification, and identification
of a biomarker for this plant, followed by the
development of an HPLC-DAD analytical method
for its quantification that could be useful for
quality control. Furthermore, the chromato-
graphic fingerprint of the plant was obtained,
which could be used for authenticity of
commercial samples containing Damiana. Finally,
a model that could predict the antioxidant activity
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from the chromatographic fingerprint was also
developed. All of these methods will allow the
generation of standardized extracts which could
be used in clinical trials as a fundamental step
toward development of phytopharmaceuticals
from this plant.

Keywords: Damiana, Turnera diffusa, Quality con-
trol, Antioxidants, HPLC.
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