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1 - Resumen

El siguiente trabajo presenta el desarrollo de un método de valoraciéon de polvo de Cascara Sagrada
y jugo de Aloe en capsulas.

En primera instancia se valoraron las materias primas (jugo de Aloe spp. y Cascara Sagrada) utili-
zando los métodos espectrofotométricos de la Farmacopea Britanica 2007 (BP 2007). Luego se analizd
la factibilidad de aplicar el método de Cascara Sagrada para la valoraciéon de la misma en el producto
terminado considerando que la cantidad de aloinésidos (C- y O-glicésidos provenientes de Aloe) era
despreciable con respecto a los cascarésidos (O- y C- heterdsidos provenientes de Cascara Sagrada),
calculando luego la cantidad de Aloe por diferencia.

Al no ser posible, se desarrollé un método por HPLC en fase reversa que utiliza un gradiente de elucién
de 35 minutos con acido acético 1% como solvente A y metanol con acido acético 1% como solvente B
en columna C18 de 150 x 46 mm.

El Aloe se cuantificé utilizando aloina (A/B) que se comercializa como sustancia de referencia. En el
caso de Cascara, al no haber disponible en el mercado cascardsidos puros, se los aislé por TLC.

Se validaron los parametros de linealidad, exactitud y especificidad.

2 - Introduccion

Para garantizar la eficacia y seguridad de un medicamento fitoterapico es necesario poder contar
con métodos de control de calidad que permitan verificar la identidad y cantidad de las drogas vegetales
presentes en dichos farmacos.

Los métodos utilizados para la valoracion de drogas vegetales varian de acuerdo al tipo de compuestos
y la actividad bioldgica de los mismos. En el caso que se describe en esta tesina, el fitoterapico a valorar
son capsulas que contienen 100mg de jugo de Aloe desecado y 150 mg de Cascara Sagrada como activos.

Tanto el Aloe como la Cascara Sagrada son drogas con actividad catartica debido a la presencia de
antraquinonas (Bruneton 2001). Las antraquinonas son derivados hidroxiantracénicos que se encuentran,
en general, mono o diglicosidados, aunque también puede haber cantidades minimas de aglucones,
producto de la hidrélisis de estos glicésidos (aun cuando la droga haya sido bien conservada). Como la
actividad catartica o purgante se debe al aglucén antraquindnico, todas las antraquinonas tienen activi-
dad independientemente de su grado de glicosidacion. Debido a esto, las monografias farmacopéicas de
estas drogas definen el contenido de derivados hidroxiantracénicos, incluyendo todo tipo de glicésidos,
no asi los aglucones que son productos de degradacion de los mismos. Estas drogas vegetales tienen
varios glicésidos diferentes, de los cuales solo algunos se han identificado. Esto implica una dificultad
obvia ya que es imposible cuantificar cada compuesto por separado, ya sea porque algunos estan en
cantidades muy bajas o inclusive puede ser que no se hayan identificado aun o porque no existen sustan-
cias de referencia de cada uno de ellos. Una solucién posible es utilizar un método de valoracién capaz
de detectar indiscriminadamente todos los compuestos con nucleo antraquinénico, como podria ser un
método espectrofotométrico.

Sin embargo, para esto se debe disefar un procedimiento que asegure la extraccién de todos los
compuestos evitando asimismo la extraccién de otros componentes que puedan interferir en la valoracion
de los derivados hidroxiantracénicos. El grado de glicosidacion de las antraquinonas incide en primer
lugar en su solubilidad pero ademas plantea una gran dificultad para calcular la correspondencia entre
aglucones/heterdsidos a la hora de estandardizar drogas vegetales. Por este motivo, se calcula por sepa-
rado el contenido en diglicésidos y monoglicésidos, previa hidrdlisis de todos los heterdsidos y posterior
valoracion de los aglucones resultantes. Una férmula que contempla el tipo de heterésido valorado permite
convertir el dato de contenido de aglucones en heterdsidos.

Tanto Cascara Sagrada como Aloe estan codificados en la Farmacopea Europea (Ph.E 7th. ed.) y en
la USP, aunque en esta ultima s6lo se describe un método de valoracién para Cascara Sagrada. En la
Farmacopea Argentina 8va Ed. esta codificada sélo la Cascara Sagrada. En todos los casos en la Cascara
Sagrada se valoran por separado cascarésidos (diglicosidos) y derivados hidroxiantracénicos distintos
de cascarodsidos. La Farmacopea Europea indica soélo la valoracién de derivados hidroxiantracénicos
calculados como aloina en Aloe.

Al encarar la valoracion de una droga vegetal en un fitoterapico, es razonable intentar aplicar el mismo
método empleado para la valoracion de la potencia en la materia prima. Por lo tanto, para determinar
la aplicabilidad de estos métodos de valoraciéon de materia prima al producto terminado, se aplicaron
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ambos métodos a las drogas vegetales por separado con el fin de evaluar el grado de interferencia que
podian tener.

En primera instancia se analizé la factibilidad de aplicar el método de Cascara Sagrada para la valoracién
de la misma en el producto terminado considerando que en la Cascara Sagrada la cantidad de aloiné-
sidos (C- y O-glicdsidos provenientes de Aloe) podria ser despreciable con respecto a los cascardsidos
(O- y C- heterdsidos provenientes de Cascara Sagrada). Si asi fuera, seria posible calcular la cantidad
de Aloe presente por diferencia en la cantidad de derivados hidroxiantracénicos detectados al valorarlos
utilizando el método de Aloe. Como resultado se determiné que la cantidad de aloinésidos presentes en
Céscara no era despreciable con respecto a sus cascarésidos.

Fue necesario, por lo tanto buscar otro método que permitiera valorar los activos del producto termi-
nado. Se decidi6 utilizar cromatografia liquida de alta performance (HPLC) debido a su alta resolucion y
especificidad.

Se desarrollé un método con elucion por gradiente que permite determinar los activos en una misma
corrida. Dado el amplio rango de aceptabilidad de activos en drogas vegetales, se utiliza la misma ma-
teria prima presente en el producto terminado como referencia para su valoracion. Al analizar una droga
vegetal por HPLC, es habitual identificar uno 0 mas marcadores para valorar cada materia prima en el
medicamento. Estos marcadores deben ser especificos para cada componente del producto terminado
y si fuera posible deberian estar vinculados con la actividad de la droga. Por otra parte, es deseable que
sean compuestos que se puedan adquirir facilmente y con bajo costo, como sustancias de referencia. En
el caso del Aloe, se eligié la denominada aloina o barbaloina (una mezcla de los isémeros aloina A/ B),
ya que esté disponible comercialmente y ademas se determiné que si bien estas aloinas también estan
presentes en Cascara Sagrada, estan en una concentracién despreciable. Para Cascara Sagrada, los
compuestos més relacionados con su actividad biolégica son los cascarésidos A, B, C y D. Sin embargo,
ninguno de ellos esta disponible comercialmente. Por lo tanto se aislaron por TLC.

El siguiente trabajo presenta el desarrollo del método de valoracion para capsulas mezcla de jugo de
Aloe spp. desecado 100 mg y Céascara Sagrada 150 mg utilizando cromatografia liquida de alta perfor-
mance.

3 - Drogas vegetales

3.1 - Aloe
El laboratorio declara en su monografia que emplea Aloe spp.
La Farmacopea Britanica 2007 (BP2007) tiene codificada 2 especies de Aloe.

Aloe de Barbados:

Aloe barbadensis consiste en el jugo concentrado desecado de las hojas de Aloe barbadensis Miller.
Contiene no menos de 28.0 por ciento de derivados hidroxiantracénicos expresados como barbaloina
(C,,H,,0, M _418.4) y calculados como droga seca.

Aloe del Cabo:

Aloe del Cabo consiste en el jugo concentrado desecado de las hojas de varias especies de Aloe,
principalmente A. ferox y sus hibridos. Contiene no menos de 18.0 por ciento de derivados hidroxiantra-
cénicos expresados como barbaloina (C,,H,,0,; M 418.4) y calculados como droga seca.

3.1.1 - Descripcién botanica

Los aloes (existen mas de 150 especies) son plantas de porte mas o menos arborescente, de hojas
gruesas y carnosas, generalmente con los bordes espinosos, reunidas en una roseta densa en la cima de
un tronco robusto de longitud variable. En el caso de las especies oficinales, las flores, rojo escarlata cuando
estan en forma de botones (Aloes del Cabo) o amarillas (Aloe de los Barbados) se encuentran reunidas en
densos racimos dispuestos sobre un escapo floral erguido, tnico (A. barbadensis) y ramificado (A. ferox).

Aloe ferox es originario del sur de Africa; se hibrida con facilidad y se cultiva. El Aloe barbadensis, es
originario de Africa del norte e introducido desde el siglo XVII en las Antillas, se cultiva en la actualidad
en los Estados Unidos (Florida).

Zumo de aloes y gel de aloes: La seccidn transversal de la hoja muestra, bajo la epidermis con cuticula
muy espesa, un parénquima clorofilico y amilifero, una regién central con células de mucilago y, entre
ambos, los haces conductores aislados con periciclo y endodermo marcados. El zumo de aloes (el aci-
bar) se encuentra en las células periciclicas y fluye espontaneamente de la hoja cortada mientras que
el gel de aloes esta constituido Unicamente por el mucilago de las células poliédricas de la zona central.
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Tradicionalmente se recoge el zumo que fluye espontaneamente de las hojas cortadas y se concentra
por ebullicién. El zumo concentrado se presenta en forma de masa marrén oscuro (acibar de Barbados)
con reflejos verdosos (acibar del Cabo). El gel se obtiene después de eliminar los tejidos mas externos
de la hoja (Bruneton 2001).

Fig. 1: Aloe vera.
Missouri Botanical Garden.

3.1.2 - Composicion quimica

Composicion de los acibares: la droga contiene entre un 15 y un 40% de derivados hidroxiantracé-
nicos, que son C-glucésidos en C-10 del aloe-emodol antrona: aloina (=barbaloina), hidroxi-aloinas vy,
en A. ferox, aloinosido. La aloina ampliamente mayoritaria, es de hecho una mezcla de aloina A (10-R) y
de aloina B (10-S) interconvertibles via forma antrandlica. Lo mismo ocurre para el aloinésido, derivado
ramnosilado sobre el hidroximetilo en C-3 de la aloina A es caracteristica de A. ferox, las 7-hidroxi-aloinas
Ay B y sus homdlogos 8-O-metilados solo se encuentran en A. barbadensis (que contiene asimismo
10-C-glicosidos 10-hidroxilados).

El zumo contiene también una fraccién resinosa a partir de la cual se han aislado los

C-glucésidos en C-8 de 2-acetonil-7-hidroxi-5-metilcromonas: aloesina y aloerresina A. Estas cromo-
nas mayoritarias (A. ferox) pueden ir acompafadas de pequefas cantidades de derivados no C-glico-
sidicos, de nafto[2,3c]furanos y de 1-metiltetralinas. En Aloe barbadensis, se han caracterizado algunas
2-(2-hidroxipropil)-cromonas C-glucosiladas en C-8 (isoaloerresina D, derivadas del aloesol, aloediol,
noreugenina, isorabaicromona, etc.). También se ha caracterizado, en A. ferox una tetralina libre y glico-
silada, la feroxidina.

Composicion del gel de aloe: muy rico en agua, no parece que contenga compuestos muy especifi-
cos: aminoacidos, lipidos, esteroles, enzimas y principalmente polisacaridos (pectinas, hemicelulosas)
(Bruneton 2001).
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Y1 R=H [2]1 R=H
OH OH
0 0
[3] R= [4] R=
OH OH OH OH
Fig. 2: [1] Aloina A ; [2] Aloina B ; [3] Aloinésido C ; [4] Aloindsido D.
WHO (1999).

3.2 - Cascara Sagrada

La Farmacopea Argentina (8va Ed.) define a la Cascara Sagrada como “la corfeza desecada de
Rhamnus purshiana D.C. (Rhamnaceae) recogida por lo menos un afio antes de ser empleada con fines
medicinales. Debe contener no menos de 7,0 por ciento de derivados de hidroxiantraceno totales, calcula-
dos como cascarésidos A, de los cuales no menos de 60 por ciento esta constituido por cascarésidos A.”

Para la Farmacopea Britanica (BP2007), la Cascara “consiste en la corteza, entera o pulverizada de
Rhamnus purshiana D.C. (Frangula purshiana (D.C.) A. Gray ex J. C. Cooper). Contiene no menos de 8.0
por ciento de glicésidos hidroxiantracénicos de los cuales no menos del 60% son cascardsidos, ambos
expresados como cascarosido A (C,.H,,0,,; M 580.5) y calculados como droga seca.”

3.2.1 - Descripcion botanica

La Cascara Sagrada es un arbol originario de la costa oeste de América del norte. La droga proviene de
plantas espontaneas explotadas de las regiones montafiosas del oeste de Estados Unidos y de Canada.
La recoleccion se inicia en mayo y prosigue hasta finales del verano. Las cortezas, cortadas en pequefios
fragmentos, se conservan mucho tiempo antes de su utilizacion.

Lo droga se presenta en fragmentos bastante gruesos (hasta de 5 mm) con la superficie externa sal-
picada con lenticelas poco frecuentes y habitualmente mas o menos recubierta de liquenes, musgos y
hepaticas. Al microscopio, la ausencia de células con mucilago y la presencia en el parénquima cortical
y en el periciclo de las células esclerosas en grupos, asi como la presencia de radios medulares anchos
diferencian esta corteza de la de frangula (Bruneton 2001).
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Steven Foster

Fig. 3: Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana).

3.2.2 - Composicion quimica

La corteza de Cascara Sagrada (droga seca) contiene 6-9% de heterdsidos hidroxiantracénicos. Los
constituyentes mayoritarios (70% y mas) son O-heterésidos de C-heterdsidos, los cascarésidos A, B,
C y D. Estos compuestos son, respectivamente, los isémeros en C-10 de los 8-O-B-D-glucésidos de la
aloina (=barbaloina) y de crisaloina. Estan acompafiados por los C-heterosidos correspondientes (que
son sin duda productos de degradacion de los cascardsidos): aloina (=barbaloina = C-glucésido en 10 del
aloe-emodol antrona) y crisaloina (C-glucésido en C-10 del crisofanol antrona). También se encuentran
O-heterdsidos de antraquinonas y de diantronas (Bruneton 2001).

Cascardésido A

OH
oH O
HO
0 0 OH
m 909
"
OH OH
0
{OH
OH

OH

Cascaroésido B

OH
oH 0O
HO
0 0 OH
: 408
OH OH
0
OH

OH

OH
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Cascarosido C Cascarosido D
OH OH
oH O oH ©
HO HO
HO HO
Fig. 4: (WHO, 2004).
Crisaloina A Crisaloina B

OH 0 OH OH 0 OH

Fig. 5: (WHO, 2004).

3.3 - Propiedades fisico-quimicas de los derivados hidroxiantracénicos

Las antraquinonas son compuestos de color rojo anaranjado, muy poco solubles en agua fria, excepto
en medio alcalino donde pierden los hidrégenos hidroxilicos y aumentan su solubilidad, solubles en agua
caliente, solubles en disolventes organicos como acetato de etilo y alcoholes. Los diglicésidos (O- y C-
heterésidos) son mas solubles en agua que los monoglicésidos (O- o C-heterésidos).

Los O-heterésidos se hidrolizan en medio acido fuerte, pero la ruptura del enlace carbono-carbono de
los C-heterésidos no se puede efectuar mas que en presencia de cloruro férrico.

3.4 - Actividades farmacologicas

Las drogas con derivados hidroxiantracénicos (antraquinonas) poseen accién laxante. Se denominan
purgantes irritantes o de contacto debido a la irritacion directa de la mucosa o la estimulacion directa de
los plexos nerviosos. Actuan fundamentalmente por inhibicién de la absorcion de electrolitos y agua desde
la luz intestinal; de esta manera, aumentan el contenido de liquido intestinal y estimulan intensamente
la peristalsis.

Como efecto colateral pueden generar molestias gastrointestinales, en forma de colitis espasticas, y
alteraciones hidroelectroliticas, como pérdida de potasio, deplecion sédica, deshidratacién, aldosteronismo
secundario y cuadros de mala absorcion (Florez et al., 2008).
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4 - Valoraciéon espectrofotométrica de Aloe y Cascara Sagrada como
materia prima

4.1 - Materiales
» Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV1700 Pharmaspec
* Acetato de etilo, pa
«  Acido clorhidrico 37%, pa
* Diclorometano, pa
» Hierro (lll), cloruro, hexahidratado, pa
* Magnesio, acetato, monohidrato pa
*  Metanol calidad HPLC
» Sodio hidréxido, solucién 1N
* Sodio, sulfato anhidro, pa

4.2 - Esquema de valoracion Farmacopea Britanica 2007: Cascara Sagrada (modificado)
1.0 g de Céascara Sagrada
Agregar 100ml de H,O purificada
Hervir durante 5 minutos agitando
Filtrar
Llevar a volumen con H,O purificada

po. ——
e

Tomar 10ml y trasvasar a una ampolla
Agregar 1ml de HCI 0.1 M
Extraer con 2 porciones de 20ml de CI,CH,

FASE ORGANICA FASE ACUOSA

Extraer con 4 porciones de
30ml de Acetato de Etilo
saturado con H,0

FASE ACUOSA FASE ORGANICA
Cascarésidos Derivados
hidroxiantracénicos
distintos

de cascarosidos

Cascarésidos

Llevar a 50ml con H,O purificada

Colocar 20ml de la solucién en un balén

Agregar 2g de FeCl, y 12ml de HCI concentrado
Calentar a reflujo durante 4 horas
Dejar enfriar y trasvasar a una ampolla de decantacién
Lavar el balon con 4ml de NaOH 1M y luego con 4ml de H,O
Agregar las aguas de lavado a la ampolla
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AMPOLLA
Extraer con 3 porciones de
30ml de CI,CH,

FASE ORGANICA FASE ACUOSA

Lavar la fase organica con
2 porciones de 20ml de H,O
descartando las aguas de lavado
Tomar 20ml
Llevar a sequedad
Disolver en 10ml de solucion de Acetato

de Magnesio 5g/L

Medir absorbancia a 515nm

Medir absorbancia a 440nm

Derivados hidroxiantracénicos distintos de cascarésidos

Llevar a sequedad y disolver en 0.5ml de metanol
Llevar a 50ml con H,O purificada
Colocar 20ml de la solucién en un balén
Agregar 2g de FeCl, y 12ml de HCI concentrado
Calentar a reflujo durante 4 horas
Dejar enfriar y trasvasar a una ampolla de decantacion
Lavar el balon con 4ml de NaOH 1M y luego con 4ml de H,O
Agregar las aguas de lavado a la ampolla

AMPOLLA
Extraer con 3 porciones de
30ml de CI,CH,

FASE ORGANICA FASE ACUOSA

Lavar la fase organica con
2 porciones de 20ml de H,O
descartando las aguas de lavado
Tomar 20ml
Llevar a sequedad
Disolver en 10ml de solucion de
Acetato de Magnesio 5g/L
Medir absorbancia a 515nm
Medir absorbancia a 440nm

Calcular el contenido de cascarosidos como cascarosido A tomando 169 como valor de A (1%, 1cm).
El ensayo no sera valido si no se cumple la relacion Abs,,, / Abs,, 2 2.7.
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4.3 - Esquema de valoraciéon Farmacopea Britanica 2007: Aloe (modificado)

300mg de jugo de Aloe
Humectar con 2ml de Metanol HPLC
Agregar 80ml de H,O purificada a 60°C
Agitar mecanicamente durante 30 minutos

Filtrar
Llevar 1000ml con H,O purificada
- —— —

Colocar 10ml del extracto en un balén
Agregar 2g de FeCl, y 12ml de HCI concentrado
Calentar a reflujo durante 4 horas
Dejar enfriar y trasvasar a una ampolla de decantacién
Lavar el balon con 4ml de H,0O, luego 4ml de NaOH 1My luego con 4ml de H,O
Agregar las aguas de lavado a la ampolla

AMPOLLA
Extraer con 3 porciones de
30ml de CI,CH,

FASE ORGANICA FASE ACUOSA
Lavar la fase organica con
2 porciones de 10ml de H,O
descartando las aguas de lavado
Tomar 20ml
Llevar a sequedad
Disolver en 10ml de solucidn de Acetato
de Magnesio 5g/L
Medir absorbancia a 515nm y a 440nm

Calcular el porcentaje de derivados hidroxiantracénicos como barbaloina utilizando la siguiente ex-
presion:

(Ax 19.6)/ m

Donde m es la masa de droga vegetal en gramos y A es la absorbancia medida a 215nm. El ensayo
no sera valido si no se cumple la relacion Abs,,. / Abs,, 2 2.7.
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4.4 - Resultados
MATERIA PRIMA
Método de la BP 2007 para Aloe

Aloe (derivados hidroxiantracénicos) = 12,05%
Cascara Sagrada (derivados hidroxiantracénicos) = 8,97%

Método de la BP 2007 para Cascara Sagrada

Céscara Sagrada
Fase acuosa (cascarésidos) = 6,13%
Fase organica (derivados hidroxiantracénicos diferentes a cascarosidos) = 1,66%

Aloe
Fase acuosa = 4,44%
Fase organica = 8,34%

CAPSULAS
Método de Cascara Sagrada de la BP 2007

Fase organica = 2,50% (equivalente a 6,25 mg/capsula)
Fase acuosa = 6,64% (equivalente a 16,60 mg/capsula)

4.5 - Discusién

Al aplicar el ensayo de Cascara Sagrada al Aloe, se observd que la cantidad de aloinésidos (4%) no
era despreciable con respecto a cascaroésidos, ya que de los 16.6 mg de derivados 0-y C- heterdsidos
detectados por capsula un 25% provenian del Aloe.

A partir de esto, se descarto la opcidn de valorar las capsulas por espectrofotometria y se procedio al
desarrollo de un método de HPLC que permitiera valorar compuestos caracteristicos de cada materia prima.

5 - HPLC: Desarrollo del método

5.1 - Fundamento del método

El método de valoracion consiste en la deteccion de picos correspondientes a marcadores de cada
materia prima en los cromatogramas de solucion muestra, y cuyas areas se comparan con los detectados
en las materias primas con las cuales fue producido el lote a analizar.

Para el caso de Aloe, se utilizé un standard de referencia de aloinas (mezcla de los isémeros Ay B).

Al no existir en el mercado cascarésidos como sustancia de referencia, se aislaron por TLC y luego
se eligié uno de ellos en el cromatograma del extracto de polvo de Cascara.

Se determind la concentracion de Cascara Sagrada y Aloe en las capsulas por cuantificacion del
cascarosido de mayor tiempo de retencion y de aloinas A/B respectivamente.

Se desarroll6 y validé un método cromatografico en fase reversa con gradiente de elucidn y detec-
cién a dos longitudes de onda (295nm para Aloe y 324nm para Cascara) que permite la cuantificacion
simultanea de Cascara sagrada y Aloe en las capsulas utilizando como testigo la propia materia prima.

5.2 - Materiales y métodos

5.2.1 - Materiales
+  Cromatografo: Shimadzu Prominence®
* Bomba cuaternaria LC-AT
* Horno de columna CTO-10ASVP
*  Detector UV-VISIBLE con Arreglo de Diodos SPD-M 20 A
* Inyector Rheodyne 7125, con rulo de 20 pl
+  Columna Phenomenex Gemini® C18 150 x 4.6 mm y S5um
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+  Acido acético pa (Baker)

*  Metanol pa (Baker)

* Agua calidad HPLC

e Acetonitrilo, calidad HPLC

Aloina A/B (Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU - N° Cat. 1415-73-2)

5.2.2 - Soluciones
«  Solvente A: Acido acético 1%
* Solvente B: Metanol con 1% de acido acético
» Solvente de dilucién: agua : acetonitrilo (50:50)

5.2.3 - Método

La muestra se eluy6 con un gradiente de elucion de 35 minutos de duracién:

Minutos | 0 10 15 16 20 30 | 30,2 | 35
% B 30 65 70 95 95 95 30 30
% A 70 35 30 5 5 5 70 70

Tabla 1: Gradiente de Elucion.

El volumen de inyeccién fue de 20ul, la temperatura de 30°C y la cuantificacion se realizé a dos lon-
gitudes de onda (324nm para Cascara y 295nm para Aloe).

B 100% A 100°%

BO% « - - v - - T v AD%
0.0 10 15 1% n x 0.z =
MINUTOS

Fig. 6: Grafico de gradiente.
Linea Roja: Concentracion de A.
Linea azul: Concentracion de B.

5.3 - Identificacion del marcador de Aloe:

Se prepard una solucién de 0,15mg/ml pesando 1,5mg de aloinas A/B sustancia de referencia y diluy-
endo a 10ml, en matraz aforado con solvente de dilucion.
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5.4 - Identificaciéon del marcador de Cascara Sagrada

Para identificar un pico correspondiente a un cascardsido para utilizar como marcador de Cascara
Sagrada se aislaron los cascarésidos C y D por TLC (Wagner et al., 1996).

5.4.1 - Materiales y métodos

« TLC silica gel 60 F,, de 20 x 20 cm Merck

* Agua destilada calidad HPLC

+ Metanol pa, Sintorgan

+ Acetato de etilo pa, Sintorgan

+  Acido acético glacial pa Merck (Darmstadt, Alemania)

+  2-aminoetil éster del acido difenil borico (Fluka, cat. 42810) (NPR)
+ Lampara UV @ 365nm

» Sonicador TestLab

5.4.2 - Preparacion del extracto Cascara Sagrada:

Se pesaron 0,500g de Cascara Sagrada corteza seca pulverizada y se extrajeron con metanol a bafio
maria durante cinco minutos.

Se filtré y luego se sembré 1ml del extracto en banda en placa de TLC. Se eluyé con una fase moévil
compuesta por acetato de etilo : metanol : agua : acido acético glacial (100 : 13,5: 10 : 1).

Se reveld con una solucion 2% en metanol de NPR, tapando la parte central de la placa y luego se
observé a 365nm. Se marcaron las bandas de interés ubicadas a Rf: 0.05-0.15 para cascarésidos Ay B,
y Rf: 0.2-0.25 para cascarosidos C y D.

Se recortaron las bandas correspondientes a Rf = 0.05; Rf = 0.15; Rf = 0.2 y Rf = 0.25, se colocaron
en un tubo de ensayo con metanol : agua (50 : 50) y se sonicaron durante quince minutos. La suspension
obtenida se centrifugd y se llevé a 10mL con metanol : agua (50 : 50).

El sobrenadante se analizé por HPLC utilizando el método detallado en 5.1.2.

5.5 - Resultados y Discusion

Cascarosidos

Rf: 0.20.25

Rf: 0.05-0:45

punto de
siembra

Fig. 7: TLC Cascara Sagrada
(Wagner et al., 1996).
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Fig. 8: Cromatograma de la fraccion de cascarésidos obtenidos por TLC.

Como marcador de Cascara Sagrada, se eligi6 el pico 2 de tiempo de retencién 6.332 minutos debido
a que no hay superposiciones con otros picos del extracto de aloe.
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Fig. 9: Espectro Cascarosido (Tr = 3.693min).

19



Tesinas Desarrollo de un método de valoracion de polvo de Cascara Sagrada y jugo de Aloe...

THowmoon | rna -
Comtrnnnd W  ICAST ARSI

Al
601
185 |
150 o167
145
140
118
N
1 |

e 1348
23 ;
2| HidK

i

1)

195

MY

am =0 30 40 250 bt mn 80 2 300 30 N X 340

=-n

Fig. 10: Espectro Cascarosido (Tr = 6.332min).

Como marcador de Aloe, se utilizaron ambas aloinas (T, aloina A =12.971y T aloina B = 13.381)
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Fig. 11: Cromatograma Aloinas A/B.
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Fig. 12: Espectro de aloina A/B.

6 - Validacion del método analitico

Se validaron los siguientes parametros del método:
Exactitud: linealidad, recuperacién de analito, linealidad de recuperacion.
Especificidad.

6.1 - Linealidad

Se prepararon diez muestras: Cinco extractos de Aloe con valores de 60%, 80%, 100%, 120% de la
concentracion declarada en las capsulas y cinco extractos de Cascara Sagrada con valores de 60%, 80%,
100%, 120% y 140% de la concentracion declarada en las capsulas.

Cada extracto se inyecto por duplicado en orden creciente de concentracion y leido a 295nm para Aloe
y a 324nm para Cascara. Los resultados se graficaron, y se calculé el coeficiente R2.

Se tomo6 como criterio de aceptacion un valor de coeficiente R? mayor o igual a 0,99.

6.1.1 - Cascara Sagrada: Preparacion de los extractos
Se prepararon extractos Agua — Metanol (50%-50%) pesando las cantidades indicadas de Cascara
Sagrada.

CASCARA SAGRADA
Nivel Peso (mg) Porcentaje de la concentracion declarada (%)
1 29,73 60
2 39,89 80
3 50,39 100
4 60,06 120
5 69,75 140

Tabla 2: Puntos de linealidad Cascara Sagrada.
Todas las muestras se disolvieron en 50 ml de metanol:agua (50:50).
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Fig. 13: Cromatograma Cascara Sagrada a 295 y 394nm.

Se cuantificé a 324nm ya que no presentaba interferencia con aloe a esa longitud de onda.
A) Muestra @ 295nm (para valorar aloinas).

B) Muestra @ 394nm (para valorar el cascarésido).
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Fig. 14: Espectro del pico correspondiente al cascaroésido de Tr = 6.534min
en el cromatograma del extracto de Cascara Sagrada.
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Nivel Tq Area Promedio SD TSZ‘;
s T e | dsee | 10995 | 002 | 2973
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Tabla 3: Linealidad del método para Cascara Sagrada.

Cascardsidos a 324nm
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190000 /

»
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Fig. 15: Linealidad del método para Cascara Sagrada.
R2=0,9992.
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6.1.2 - Aloe: Extractos

Se prepararon soluciones Agua — Metanol (50%-50%)
ALOE
Porcentaje de la
Punto | Peso (m =
(mg) concentracion declarada (%)
1 29,97 60
2 40,42 80
3 50,49 100
4 60,05 120
5 70,63 140
Tabla 4: Linealidad del método para Aloe.
ALOE
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Fig. 16: Cromatograma extracto 5 de aloe a 295 y 394nm.

Se cuantificé a 295nm ya qure las aloinas tienen su maximo a esa longitud de onda.
A) Muestra @ 295nm (para valorar aloinas).

B) Muestra @ 394nm (para valorar el cascarésido).
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Fig. 17: Espectro del pico correspondiente a aloina de T, = 12.813
en la muestra en el extracto de aloe.
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Fig. 18: Espectro el pico correspondiente a aloina testigo de T, = 13.249.
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Nivel Alﬁirr?:B Alg::r?: A ng?ngia:ess Promedio | SD | Peso (mg)
' iy o arome | atosss | msorss | 405 | 027 | 2007
2 i a | oooaes | saoas | tissaes | 1TSS | 02| 404
3 i a 7at323 [ eshons | tazosss | 14744165 | 039 | 5049
4 Py oasais | staoos | rrarso | 7497015 | 020 | 6005
5 i o 1osae77 [ oasato | sossoto | 248181 | 029 | 7063

Tabla 5: Linealidad del método para Aloe.

Aloinas a 295nm
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Fig. 19: Linealidad de Aloe R?= 0,998.

La linealidad evaluada en este rango de concentraciones presenta valores de coeficiente R? iguales
o mayores a 0,99 para aloinas y cascarésidos leidos 295nm y a 324nm.
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6.2 - Exactitud
Para exactitud se evalué recuperacion, linealidad de recuperacion.

6.2.1 - Recuperacion

Se analizé la recuperacion del método para cada droga. Se prepararon tres muestras concentracion
tedrica Aloe 60% - Céscara Sagrada 140%, Aloe 100% - Cascara Sagrada 100 y Aloe 140% - Céascara
Sagrada 60%.

6.2.2 - Linealidad de recuperacion

Nivel Area Promedio | Peso (mg) | Recuperacion %
Referencia :Ez ; ggggig 266737 51,02 -
1 ::i’/ ; 2;8832 3699475 | 69,76 101,44
2 :Ez ; 2;331; 278318 50,66 105,08
3 ::z ; 128;8? 180190,5 | 29,93 115,15

Tabla 6: Linealidad de recuperacion de Cascara Sagrada.

Cascara Sagrada: Recuperacion

400000 -

300000

. e
iy

7

area
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Fig. 20: Linealidad de recuperacion de Cascara Sagrada.
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Area Area |Area Alo- .| Peso o
Aloe Aloina A | Aloina B ina A+B Promedio (mg) Recuperacion %
“[iny. 1| 797846 | 693981 | 1491827
Referencia I 0 2 1789701 | 693123 | 1482824 | 1487325,5 80,90 ;
Iny. 1 | 453967 | 405234 | 859201
Punto 1 v 2 (453000 | 398666 | 851675 | coo+38 | 31,02 94,38
Iny. 1 | 807711 | 674136 | 1481847
Punto 2 2 (808789 | 672855 | 1481644 | 101749:5| 52,00 97,52
Iny. 1 | 1077899 | 958948 | 2036847
Punto 3 v 2 (1078071 | 957036 | 2035107 | 2050977 | 69,99 99,55
Tabla 7: Linealidad de recuperacion de Aloe.
Aloe: Recuperacion
2150000 -
1950000 //
1750000 /
1550000
]
2 /
1] 1350000 /
1150000 /
950000 /
750000 r - - r
0,25 0,35 043 0,55 0E3 0,73
concentracion (mg/fmi)

Fig. 21: Linealidad de recuperacion de Aloe.
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Fig. 22: Cromatograma solucién Cascara Sagrada y Aloe (extracto 3).
Aloe se valora a 294nm y Cascara Sagrada a 394nm.

A) Muestra @ 295nm (para valorar aloinas).

B) Muestra @ 394nm (para valorar el cascardsido).

La recuperacion para Aloe es 97.20% y para Cascara Sagrada es de 105.08% para el punto 2 (100%
del valor declarado de Aloe).

6.3 - Especificidad

En los cromatogramas del extracto de Aloe, no hay ningun pico significativo que se superponga con
los picos correspondientes a las aloinas y el espectro UV/Vis de los picos correspondientes a aloina
A/B en el producto terminado coincide con los de la sustancia de referencia. Por otro lado, se comprobé
que ninguna sustancia correspondiente a Aloe se superpone con el pico correspondiente al cascarésido
utilizado como marcador de Cascara.

El espectro UV/Vis del pico correspondiente al cascardsido en el cromatograma de producto terminado
coincide con el del cascarésido en la solucién de referencia.
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7 — Cuantificacion de Cascara Sagrada y Aloe en capsulas
7.1 - Preparaciéon de soluciones:

7.1.1 - Fase movil

Solucion A: Medir exactamente 1 ml de acido acético glacial, colocar en matraz de 100ml y llevar a
volumen con agua purificada calidad HPLC.

Solucion B: Medir exactamente 1 ml de acido acético glacial, colocar en matraz de 100ml y llevar a
volumen con metanol calidad HPLC.

7.1.2 - Solvente de dilucién
Mezclar 3 partes de metanol calidad hplc y 1 parte de agua purificada calidad HPLC.

7.1.3 - Solucién testigo

Pesar exactamente alrededor de 50 mg de aloe, zumo desecado y 75 mg de cascara sagrada (polvo),
colocar en un matraz de 50 ml, agregar 20 ml de solvente de dilucién y sonicar durante 10 minutos. Llevar
a volumen con solvente de dilucion y filtrar por membrana de nylon 0.45u de diametro de poro.

7.1.4 - Solucién muestra

Pesar 10 capsulas por separado, registrando el peso individual. Vaciar las capsulas completamente
y registrar el peso de las mismas. Calcular el contenido promedio de las capsulas. Pesar una cantidad
de polvo equivalente a 50% del contenido de una capsula (= 180 mg) y transferir a un matraz de 50 ml.
Agregar 20 ml de solvente de dilucion y sonicar durante 15 minutos. Llevar a volumen con solvente de
dilucién vy filtrar por membrana de nylon de 0.45 p de diametro de poro.

7.2 - Procedimiento

Inyectar la solucién testigo por duplicado, registrando el cromatograma a 295 y 324nm. Identificar el
area correspondiente al cascardsido (324 nm) y los dos picos correspondientes a aloina Ay B (295 nm).
Inyectar la solucién muestra por duplicado, registrando el cromatograma a 295 y 324 nm. |dentificar los
picos correspondientes a cascarésido (324 nm) y aloinas Ay B (295 nm).

7.3 - Célculos

Calcular la cantidad de activo en cada capsula aplicando la siguiente férmula:

Aloe (mg) = Area wr X Conc_x Peso ..., / Area X Peso,,;

Dénde:

Area wr = Sumatoria de las areas de Aloinas Ay B detectadas en la inyeccion de la solucion muestra.

Area . = Sumatoria de las areas de Aloinas Ay B detectadas en la inyeccion de la solucion testigo.

Conc = Concentracion de Aloe (materia prima utilizada para la fabricacion del lote analizado) expre-
sado en mg/ml.

Peso,,, = Peso de la muestra (expresado en mg).

Peso ..., = Peso promedio del contenido de las capsulas (expresado en mg).

Cascara Sagrada (mg) = Area wr X Conc_x Peso

Dénde:

Area, = Area del pico de Cascardsido en la inyeccion de la solucion muestra.

Area . = Area del pico de Cascarosido en la inyeccion de la solucion testigo.

Conc = Concentracion de Cascara sagrada (materia prima utilizada para la fabricacion del lote anali-
zado) expresado en mg/ml.

Peso,,, = Peso de la muestra (expresado en mg).

Peso = Peso promedio del contenido de las capsulas (expresado en mg).

erom | Area . x Peso, .

PROM
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8 — Conclusioén

Al cuantificar una droga en particular presente en una forma farmacéutica compuesta por varias drogas
vegetales, el empleo de un método cromatografico instrumental en general supera ampliamente a las
técnicas espectrofotométricas tales como las propuestas por la BP 2007 para materias primas ya que las
mismas carecen de la especificidad necesaria.

No existen métodos codificados para combinaciones de de Céascara y Aloe por lo que fue necesario
desarrollar un método de valoracién por HPLC para producto terminado que permitiera valorar cada droga
por separado y si fuera posible, en una misma corrida por cuestién de tiempo y recursos.

Cuando la férmula cuali-cuantitativa de un fitoterapico esta expresada en cantidad de droga vegetal,
una vez identificados los marcadores de las mismas es conveniente utilizar la materia prima utilizada para
la fabricacion del lote del producto terminado como sustancia de referencia.

Tanto las aloinas como el cascarésido utilizado como marcador de Cascara se pueden detectar en el
producto terminado de manera lineal en un amplio rango de concentraciones (40-140% del contenido de
Aloe y Céascara declaradas), tanto en extracto obtenido con la materia prima individual como en extracto
obtenido con las proporciones analizadas para el ensayo de recuperacion.

La validacién del método permitié concluir que el mismo es lineal, ya que el coeficiente de regresién
lineal calculado resulté ser igual o mayor a 0,99 en el rango (75-150%) analizado.

En cuanto a la especificidad, se confirmé que no hay superposiciones significativas con otros picos
tanto para los marcadores de Aloe, como para el marcador de Cascara.

Se desarrollé por lo tanto un método sencillo, exacto y lineal que permite valorar por HPLC el producto
terminado.
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