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APRESENTACAO

As Ciéncias Agrarias sdo um campo de estudo multidisciplinar por exceléncia, e
um dos mais proficuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico. A demanda
mundial por alimentos e a crescente degradacdo ambiental impulsionam a busca
constante por solugdes sustentaveis de producédo e por medidas visando a preservacao
e recuperagao dos recursos naturais.

A obra Agrarias: Pesquisa e Inovacado nas Ciéncias que Alimentam o Mundo
compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem
cientifica de facil entendimento. Na coletanea, o leitor encontrara textos que tratam dos
sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes
perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem e a
sociedade no ambiente rural.

E uma obra que fornece dados, informacdes e resultados de pesquisas tanto para
pesquisadores e atuantes nas diversas areas das Ciéncias Agrarias, como para o leitor
que tenha a curiosidade de entender e expandir seus conhecimentos.

Este Volume IX traz 16 trabalhos de estudiosos de diversos paises, divididos em
dois eixos tematicos: Eficiéncia e tecnologia na producdo agricola e Meio ambiente e
produtividade agricola.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: El uso de plantas medicinales
sigue siendo una de las primeras opciones de
tratamiento para la poblaciéon a nivel mundial,
por lo que garantizar su calidad, eficacia y
seguridad resulta una prioridad. Razoén por
la que se han establecido métodos estandar
que pueden ser utilizados como herramientas
para la determinacién del control de calidad,
uno de ellos es la cromatografia en capa
fina, método descrito en las farmacopeas
como una alternativa rapida y sencilla para
implementar posibles ensayos de identidad.
En el presente trabajo se llevd a cabo el
desarrollo de un método cromatografico como
control de calidad de un remedio herbolario a
base de una mezcla de plantas que se utiliza
ampliamente en la medicina tradicional como
auxiliar del tratamiento en enfermedades
renales. Dicho remedio herbolario fue evaluado
conforme a la NOM-073-SSA1-2015 y a lo
establecido por la FHEUM. Como resultado
se obtuvo una huella cromatografica similar
tanto del material vegetal de referencia como
la muestra encapsulada, lo que indica que no
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sufrié algun tipo de degradaciéon quimica al estar expuesto a condiciones extremas de
temperatura y humedad por 12 meses. Todo lo anterior, permitié proponer como ensayo
de identidad una cromatografia en capa fina con una fase movil de diclorometano/acetato
de etilo en proporcion 9:1 para productos herbolarios comerciales que tengan la mezcla
de Guazuma ulmifolia, Equisetum hyemale, Serjania triquetra y Arctostaphylos pungens.
PALABRAS CLAVE: Medicina tradicional. Cromatografia en capa fina. Control de calidad.
Remedios herbolarios. Infusion.

DEVELOPMENT OF A CHROMATOGRAPHIC METHOD AS IDENTITY TEST FOR
QUALITY CONTROL OF AN HERBAL REMEDY

ABSTRACT: Nowadays the consumption of herbal remedies is one of the most popular
options to treat a broad diversity of illness worldwide. Development of quality control
assays to confirm quality, efficacy and safety of these remedies should be a priority. In
consequence, standard methods have been established that can be used as tools for
quality control determination, one of it is thin layer chromatography (TLC), a method
generally described in all the pharmacopeias as a quick and simple alternative to
implement possible identity tests. The aim of this work, we carried out the development of
a chromatographic method as quality control strategy for an herbal remedy. This herbal
product is a mixture of five plants, ancestral used in Traditional Mexican Medicine to
treat kidney diseases. This herbal remedy was evaluated according to Mexican NOM-
073-SSA1-2015 and the established by the Mexican Herbal Pharmacopeia (FHEUM). As
a result, a similar TLC fingerprint was obtained from both the reference plant material
and the capsule sample, indicating that it did not undergo any chemical degradation as
it was exposed to extreme temperature and humidity conditions for 12 months. Taking
everything into account, this work allows us to imply for identity test for this herbal mixture
a TLC experiment; with a mobile phase combination of dichloromethane/ethyl acetate in
proportion 9:1 for commercial herbal products including the mixture of Guazuma ulmifolia,
Equisetum hyemale, Serjania triquetra and Arctostaphylos pungens.

KEYWORDS: Traditional Mexican Medicine. Thin layer chromatography. Quality control.
Herbal remedies. Infusion.

1INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales es una de las terapias complementarias y
alternativas que mas se utilizan en el mundo; por lo que, durante miles de anos éstas
se han consumido con fines terapéuticos, dando origen a la medicina tradicional (MT).
(Sofowora, Ogunbodede & Onayade, 2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la MT como:

La suma total de los conocimientos, capacidades y practicas basados en las
teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, bien sean
explicables o no, utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar,

mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales. (World Health Organization
[WHOQI, 2013, pp 15).
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Datos reportados por la OMS indican que entre el 65 al 80 % de la poblacion
mundial ha utilizado plantas medicinales para satisfacer o complementar sus necesidades
basicas de salud. (Palhares et al., 2015; Sanchez et al., 2020).

En ese sentido, se ha visto que la MT se utiliza para tratar una gran variedad de
enfermedades, incluyendo enfermedades cronico-degenerativas como las enfermedades
renales, en donde los pacientes buscan tratarse sin tener los efectos secundarios que los
medicamentos convencionales provocan. (Bencheikh et al., 2021).

De acuerdo con el Reporte de Salud Mundial emitido por la OMS y al proyecto de
Carga Global de la Enfermedad, se puede afirmar que las enfermedades renales incluidas
las del tracto urinario contribuyen con aproximadamente 850,000 muertes cada afo.
(Schieppati & Remuzzi 2005; Senanayake et al., 2017; Senanayake et al., 2018).

Si bien, la Fundacion Mexicana del Rifidn reportaba en el afio 2012 que en México
habia 9.6 millones de personas con insuficiencia renal en sus estadios tempranos, en la
actualidad no existe un registro de estos pacientes, solo se sabe que en el afio 2017 se
estimoé que alrededor de 14.5 millones de personas padecian esta enfermedad. (Agudelo-
Botero et al,, 2020; Miguel-Hernandez, Romero-Quechol & Cruz-Ojeda, 2020).

Ademas de la problematica de prevalencia e incidencia de esta enfermedad,
también se debe tener en cuenta que el tratamiento es extremadamente caro. Razdn por
la cual, los pacientes tienen que recurrir a otras opciones de tratamiento mas accesibles.
(Instituto Mexicano del Seguro Social, 2009, pp 9; Khan et al., 2022).

En México, existen diversas alternativas en la MT para tratar estas afecciones. Una
que complementa al tratamiento farmacolodgico es el consumo de infusiones a base de
mezclas de plantas con propiedades medicinales. No obstante, se tiene la problematica
que la mayoria de estas plantas no cuentan con evidencia cientifica suficiente que asegure
su calidad, eficacia y seguridad. (Bahmani et al., 2016; Govea-Salas et al., 2017; Khan et al,,
2022; Sansores-Espana et al., 2022).

Los productos a base de plantas por lo general se consideran seguros al ser de
origen natural, sin embargo, esto no se puede asegurar sin realizarle investigaciones
exhaustivas. Sobre todo, porque algunas plantas pueden tener efectos nefrotdxicos o
hepatotoxicos, ademas de presentarse interacciones entre plantas y medicamentos,
errores de dosificacion y de identificacidon, presencia de contaminantes ambientales e
incluso adulterantes quimicos. (Bateman, Chapman & Simpson, 1998; Debjit et al., 2009;
Ekor, 2014; Khan et al., 2022; Lippert & Renner, 2022; Yang et al., 2018).

Con el proposito de tener evidencias de la seguridad se establecio la “estrategia de
la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023” |la cual pretende ayudar a las autoridades
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sanitarias a encontrar soluciones que promuevan la utilizacion segura y eficaz de la MT
mediante la reglamentacion de productos, practicas y profesionales. (WHO, 2013, pp 8).

A pesar de que en la actualidad gracias a esas estrategias ya se cuenta con
evidencia del potencial efecto farmacoldgico de un numero considerable de plantas, con el
aumento en el uso mundial de productos a base de plantas y la introduccion de productos
nuevos en el mercado, ha provocado graves problemas de salud publica. (Atanasov et al.,
2021; Ekor, 2014; Sofowora, Ogunbodede & Onayade, 2013).

Es bien sabido que la seguridad de estos productos se ve comprometida por la falta
de un control de calidad adecuado, el etiquetado incorrecto y la falta de informacion para
el paciente. Por lo tanto, es esencial que el publico, incluidos los profesionales de la salud,
reciba suficiente informacién para ayudar a comprender mejor los riesgos asociados con
el uso de estos productos y garantizar que todos sean seguros y de calidad adecuada.
(Ekor, 2014; Goda, 2022; Heydari et al., 2022; Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2014).

En ese sentido, se recomienda una evaluacion cientifica de las propiedades
quimicas y bioldgicas, realizar un control de calidad de los extractos, una identificacion
adecuada de la planta, el correcto etiquetado y con todo esto corroborar cientificamente
su seguridad y eficacia farmacologica. (Heinrich et al, 2022; Khan et al., 2022; Luan et al,,
2020; Rivera-Mondragon et al., 2017).

Paralograrlo anterior,la OMS Yy las diferentes instancias regulatorias internacionales
acordaron una serie de técnicas analiticas simplificadas. Dentro de estas, se recomienda
como primer paso una inspeccion visual (incluidos el color y olor caracteristico) para
detectar una posible contaminacién o adulteracion. Después se deben realizar pruebas que
comprueben la inocuidad, por ejemplo, la determinacion de materia extrafna, el contenido
de cenizas insolubles en acido, microorganismos (bacterias y hongos), metales pesados,
micotoxinas, plaguicidas, entre otros. Posteriormente se debe comprobar la identidad
y contenido de metabolitos secundarios a través de técnicas cromatograficas como la
cromatografia en capa fina, la cromatografia de liquidos o la cromatografia de gases, etc.
(Balekundri & Mannur, 2020; Bauer & Franz, 2010; Food and Drug Administration, 2016;
Muyumba et al., 2021; Stavrianidi, 2020; WHO, 1998; WHO, 2007).

Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue definir un ensayo de identidad
para el control de calidad para un remedio herbolario (RH) comercializado en capsulas
y como mezcla vegetal para infusion, el cual declara contener: Flor de pefa (Hieracium
fendleri), Cola de caballo (Equisetum arvense), Tres costillas (Capsella bursa-pastoris) y
Guasima (Guazuma ulmifolia).

El RH en capsulas fue evaluado conforme a los numerales 8 y 10 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015, estabilidad de farmacos y medicamentos, asi

Agrarias: Pesquisa e Inovagéo nas Ciéncias que Alimentam o Mundo IX Capitulo 8 m



como de remedios herbolarios, almacenado bajo condiciones criticas a 30 °C +2°C / 65

% HR + 5 % HR, mediante perfiles cromatograficos con una frecuencia de analisis de 0O,

1, 3, 6, 9 y 12 meses. La mezcla vegetal para infusion fue evaluada macroscopicamente y

conforme a lo establecido en los Métodos Generales de Analisis MGA-FH 0040 y 0050

de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM).

2 MATERIALES

El remedio herbolario objeto de estudio se adquirid de manera comercial en la

ciudad de Tepic, Nayarit en dos presentaciones: en capsulas con numero de lote 3361215

y otra a granel comercializada como mezcla vegetal para infusion (MV-i).

3 METODOS

Figura 1. Metodologia a seguir para evaluar la calidad de un remedio herbolario.

Evaluacion de parametros
de calidad.

RH en mezcla
vegetal para infusion
(MV-i).

I

RH en capsulas

MGA-FH 0040,
examen visual e
inspeccion
microscopica.

Numeral 8, medicamento
conocido o genérico y
remedio herbolario.
Estabilidad largo plazo.

NOM-073-SSA1-2015,
estabilidad de farmacos y
medicamentos, asi como
de remedios herbolarios.

MGA-FH 0050,
cromatografia en
capa delgada.

Numeral 10,
consideraciones
generales para

solidos.

31 PARAMETROS DE CALIDAD (NOM-073-SSA1-2015), PARA EL CASO DE LAS

CAPSULAS

De acuerdo con el apartado 8-Medicamento conocido o genérico y remedio herbolario
de la NOM-073-SSA1-205, las condiciones de trabajo (tabla 1) fueron las siguientes:
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Tabla 1. Variables utilizadas para evaluar la estabilidad del remedio herbolario en capsulas conforme a lo establecido
en la NOM-073-SSA1-205 para solidos.

Tipo de estudio Condiciones de Periodo minimo Frecuencia de
almacenamiento analisis
Estabilidad a largo 300C+20C/ 12 meses 0,3, 6,9y 12 meses
plazo

65 % HR +5 % HR

Ademas, los parametros evaluados conforme al Apartado 10- Consideraciones
generales (prueba para solidos) fueron: Apariencia/Descripcion/Aspecto, color e

identidad (inicial y final).

3.2 IDENTIFICACION BOTANICA, PARA EL CASO DEL MV-i

La identificacion de las especies vegetales contenidas en la mezcla del MV-i
(Figura 2) se realizd separando por similitud morfolégica y acorde a lo establecido en el
MGA-FH 0040, examen visual e inspeccion microscopica de la FHEUM y en colaboracion

con la Dra. en C. Ana Maria Hanan Alipi por medio de métodos macroscopicos.

3.3 PREPARACION DE EXTRACTOS

El MV-i se pulverizé en un molino de cuchillas, posteriormente se realizd la
extraccién via maceracion con una solucién hidroalcohdlica en proporcion 85:15 etanol-
agua, por triplicado y se dejo en reposo por un periodo de 72 h a temperatura ambiente.
El disolvente se decanto y se elimind por destilacion rotatoria a presion reducida hasta
obtener el extracto seco con la ayuda de un rotaevaporador.

En el caso de las capsulas, desde un inicio se mantuvieron en un horno de
conveccion a 30 °C + 2 0C / 65 % HR + 5 % HR, tomandose muestras (4 capsulas) con
una frecuencia de analisis de 0, 1, 3, 6, 9 y 12 meses, realizando la extraccién de la misma

forma que en el MV-i.

3.4 ENSAYO DE IDENTIDAD: MGA-FH 0050, CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA
(CCF)

Se llevo a cabo un analisis cromatografico preliminar por cromatografia en capa
fina de los extractos, con el objetivo de determinar cual es la fase 6ptima para la eluciéon
de la mayor cantidad de metabolitos secundarios. Para esto, se utilizaron placas de silica
gel con base de aluminio 60 F,,, con 0.2 mm de espesor de capa.

Una vez obtenida la fase movil ideal se procedié a evaluar todas las muestras

por CCF. Las placas se observaron bajo luz ultravioleta (UV) en dos longitudes de onda
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y posteriormente se revelaron con acido sulfurico al 10 % a 100 ©C para la oxidaciéon de
los compuestos.
4 RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar los parametros establecidos en la norma antes mencionada, se obtuvo

lo indicado en la tabla 2:

Tabla 2. Resultados obtenidos al someter las capsulas a estabilidad a largo plazo conforme lo establecido por la
NOM-073-SSA1-205.

Frecuencia de analisis Apariencia/Descripcion/
Aspecto* Color** Identidad
0 v v 02/sep/2016
1 v v 05/0ct/2016
3 v v 08/dic/2016
i v v 06/mar/2017
° v v 05/jun/2017
12 v v 04/sep/2017

*Apariencia: Capsulas lisas, un poco rigidas, a la vista se observa un completo llenado de las mismas.
Descripcion: Capsulas de gelatina dura, tamafio No.1

Aspecto: Correcto cierre, contenido en forma de polvo en tamaro irregular.

**Color: Capsula: Transparente opaco; Contenido: Beige arenoso.

Al evaluar el sistema contenedor-cierre:

Sélo presenta envase primario: Frasco de plastico de tamafo mediano con su
respectiva etiqueta, color ambar, que contiene 2 sellos de seguridad.

Forma farmacéutica: Etiqueta: Capsulas (400mg). Presentacion con 150
capsulas. Se encontré que el envase contaba con 148 capsulas con un promedio de
402.7 mg c/u.

Ingredientes marcados en la etiqueta: Flor de peia (Hieracium fendleri), Cola de
caballo (Equisetum arvense), Tres costillas (Capsella bursa-pastoris) y Guasima (Guazuma
ulmifolia). De los cuales tres plantas muestran inconsistencias en cuanto al nombre
cientifico indicado.

Al analizar el MV-i conforme a lo recomendado por el MGA-FH 0040, se
identificaron 3 ingredientes reportados en la etiqueta del RH y uno diferente, como
se observa en la figura 2, ademas de encontrar otras 9 plantas que no se pudieron

identificar.
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Figura 2. Vista en microscopio estereoscoépico de las plantas identificadas a) Fruto de guasima, b) Tallo de cola de
caballo, c) Bejuco de tres cosillas, d) Tallo y hoja de pingtiica.

GUASIMA COLA DE CABALLO
(Guazuma ulmifolia Lam.,) FrUtos (Equisetum hyemale L.) Ta I I os
Familia: Sterculiaceae/ Malvaceae Juss. Familia: Equisetaceae.

TRES COSTILLAS PINGUICA

(Serjania triquetra Radlk.) BEIUCOS (Arctostaphylos pungens) TaIIo/ hOj as

Familia: Sapindaceae. Familia: Ericaceae.

El control de calidad de las muestras de capsulas se llevo a cabo por comparacion
cromatografica con el extracto obtenido de MV-i utilizado como referencia. Después de
probar diferentes fases moviles por CCF, se llegd a la conclusion de que la fase movil
ideal para este remedio herbolario es una mezcla de diclorometano/acetato de etilo en
una proporcion 9:1 (figura 3).

Figura 3. Cromatoplaca comparativa de los extractos de las capsulas y el MV-i. Izquierda) Cromatoplaca observada
en lampara de luz ultravioleta a 254 nm; Centro) Cromatoplaca observada en lampara de luz ultravioleta a 365 nm;

Derecha) Cromatoplaca revelada con acido sulfurico al 10 % a 100 °C. Muestras: A) Capsulas mes 0O; B) Cépsulas
mes 1; C) Capsulas mes 3; D) extracto del MV-i; E) Capsulas mes 6; F) Capsulas mes 9; G) Capsulas mes 12.

_ CHch AcEt 977

ABCDEFG ABCDETFG

1 2 3

Al observar la cromatoplaca se puede corroborar la identidad de la muestra en
capsulas al haber comparado con la referencia (MV-i); asi como también evidenciar que no
se generaron productos de degradacion derivados del almacenaje a condiciones criticas
(tiempo o temperatura) al obtener en la cromatoplaca manchas similares en cuanto a

color y ubicacién en cada una de las muestras obtenidas por frecuencia de analisis.
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5 CONCLUSIONES

Se identificaron los cuatro componentes mayoritarios del MV-i acorde a lo
establecido en el MGA-FH 0040 que sirven como referencia para evaluar cualquier
producto herbolario comercial. Como ensayo de identidad se propone realizar una
cromatografia en capa fina, que, para esta mezcla en especifico la fase movil ideal a
utilizar es diclorometano/acetato de etilo en proporcién 9:1.

El RH en capsulas cumple con el ensayo de identidad al no presentar variaciones
en los compuestos obtenidos en la CCF bajo las condiciones de temperatura y humedad
a lo largo de 12 meses, ademas de cumplir con los parametros de estabilidad evaluados.

Con todo lo anterior, se propone asi un ensayo de identidad como método de
monitoreo de calidad de productos herbolarios que contengan la mezcla de Guazuma
ulmifolia, Equisetum hyemale, Serjania triquetra 'y Arctostaphylos pungens conforme a los
parametros establecidos por la FHEUM, asi como también para evaluar la estabilidad de

productos comerciales a largo plazo conforme a la NOM-073-SSA1-2015.
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