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Resumen

Los fitofarmacos, aunque generalmente estan compuestos de productos naturales, deben ser
estrictamente controlados en cuando a su contenido de principios activos. Existen varios métodos
de control de calidad entre los que se destacan la cromatografia liquida y la espectrometria
de masas; en nuestra investigacion llevamos a cabo un control de calidad con la utilizacion
de Resonancia Magnética Nuclear, método el cual es de facil utilizacion e interpretacion, y
altamente versatil, ademas de ser una técnica no destructiva, y consecuentemente un estudio
de componentes principales para obtener una mejor visualizacion de los resultados. Lo que se
logré demostrar es que en Costa Rica existe una gran cantidad de productos comercializados
que aparentemente no contienen los principios activos que deberian tener de acuerdo al
etiquetado, como pudo demostrarse en el caso de los productos de Gingko biloba, Hypericum
perforatumy Silybum marianum. Para el caso de Equinacea spp, el problema de la comparacion
es que los diferentes productos contienen varias especies del mismo género y esto dificulta un
analisis detallado. Ademas, el analisis de los componentes principales hizo posible demostrar
que es dificil utilizar esta técnica sin un conocimiento previo de las técnicas de analisis utilizadas
y qué debe interpretarse. Los resultados también indican que las regulaciones en Costa Rica no
son lo suficientemente rigurosas para este tipo de productos, y estas deben ser revisadas por
la Agencia Nacional Reguladora.
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Abstract

The phytopharmaceuticals, although they are generally composed of natural products, must
be strictly controlled regarding their content of active ingredients. There are several methods
of quality control among which stand out liquid chromatography and mass spectrometry; in
our research, we carried out a quality control with the use of Nuclear Magnetic Resonance,
which is easy to use and interpret, and highly versatile, as well as non-destructive technigue,
and with this information a study of principal components was carried out in order to obtain a
better visualization of the results. In this work we demonstrated that in Costa Rica there is a
large number of products marketed that apparently do not contain the active ingredients that
should have according to the labeling, as could be demonstrated in the case of the products of
Gingko biloba, Hypericum perforatum and Silybum marianum. In the case of Equinacea spp, the
problem of the comparison was that the different products contain several species of the same
genus and this makes a detailed analysis difficult. In addition, the analysis of main components
made it possible to demonstrate that it is difficult to use this technique without prior knowledge
of the analysis techniques used, and what must to be interpreted. The results also indicate that
regulations in Costa Rica are not rigorous enough for this type of products, and these should be
reviewed by the National Regulatory Agency.
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Introducciéon

Regulacién

Existe una gran cantidad de plantas medicinales que tienen un uso muy solido en las sociedades,
tanto que actualmente se comercializan en forma de cépsulas, pastillas, jarabes, granulos y
otras formas. Estos productos han tenido en el publico en general una gran aceptacion por el
sentimiento, errbneo en muchos casos, que al ser productos naturales tienen menos efectos
secundarios y son mejores que los medicamentos sintéticos.

El mercado de este tipo de productos, llamados en muchos casos nutracéuticos o fitofarmacos,
ha tenido un crecimiento anual desde el 2000 de 5% vy se estimé que globalmente era de $30
billones para ese afio [1] y para el afio 2018 fue de $126.3 billones [2]. De acuerdo a Health
Canada [3] [4] se define un nutracéutico como “un producto que es aislado de un alimento
y tiene un beneficio en la salud o prevencion de enfermedades crénicas”. Mientras que un
fitofarmaco se define como “un farmaco de origen vegetal” [5].

Todos estos productos, al tener sustancias activas que pueden afectar el estado de salud de un
organismo deben regularse de forma adecuada, de manera que, al igual que los medicamentos,
se logre demostrar que el producto que esta en el mercado es de calidad, seguro y tiene la
eficacia para cual se pretende su uso.

En lo que respecta a regulacion de estos productos, la FDA (Administracion de Medicamentos
y Alimentos de los Estados Unidos) aclara que “Estos productos no estan destinados
a diagnosticar, tratar, curar o prevenir ninguna enfermedad”. Sin embargo, en Canada,
nutracéuticos y suplementos dietéticos se consideran entre los “productos de salud naturales”
regulados y autorizados por la Direccion de Productos de Salud Natural y sin Prescripcion
desde el 2004 [6]. En el caso de la Unidn Europea no existia una regulacion precisa hasta
1997, donde se inici6 la creacion de una regulacion que entrd en vigor en el 2002 [7]. En esta
regulacion el punto principal es la seguridad, ademas de que estos productos deben demostrar
que contienen los principios activos que indican, en las cantidades adecuadas.

En lo que respecta a Costa Rica los productos naturales estan regulados por el RTCA
11.08.64:11 [8] “Productos Farmacéuticos Productos Naturales Medicinales para Uso Humano,
Requisitos de Registro Sanitario’. En este caso, en lo referente a la identidad del producto
se debe presentar una féormula cualitativa y cuantitativa del producto, pero no se especifican
claramente aspectos de los principios activos que deben contener los productos naturales.

Control de calidad

Para controlar la calidad de estos productos generalmente se requieren métodos de
cromatografia liquida (HPLC) acoplado a espectrometria de masas para poder identificar los
diferentes componentes que le proporcionan la actividad al producto, y, ademas, estos deben
cuantificarse. [9] [10] [11].

A pesar de esto, existen métodos mas sencillos y que requieren menos tiempo, con los que
se puede hacer un control de calidad de estos productos de manera rutinaria, y que, ademas,
sean de mas sencilla visualizacion [12]. En este estudio, se lleva a cabo una medicion de
espectros de 'TH-NMR de muestras de varios productos naturales (Echinacea purpurea, Silybum
marianum, Gingko biloba, e Hypericum perforatum ) tomando como referencia productos
obtenidos de mercados altamente regulados. Con los espectros obtenidos se llevd a cabo un
estudio de componentes principales, para, de una manera gréfica, poder demostrar la calidad
de los productos basados en estandares de referencia.
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Aunqgue la resonancia magnética nuclear no es un método muy sensible, como la cromatografia
liquida y la espectrometria de masas, es una técnica muy reproducible, no destructiva, es de
preparacion sencilla 'y de facil aplicacion.

Fitofarmacos y nutracéuticos en Costa Rica

Dentro de los fitofarmacos mas vendidos en Costa Rica estan la Echinacea (Echinacea
purpurea), el Milk thistle -cardo mariano- (Silybum marianum); la hierba de San Juan (Hypericum
perforatum) y el Gingko biloba.

El G. biloba (Ginkgoaceae) es un arbol pequefio nativo de China, pero extensamente
plantado como ornamental. Los extractos estandarizados de las hojas se comercializan contra
enfermedad vascular y demencia del adulto mayor. Se ha demostrado que los extractos
mejoran la circulacion cerebrovascular ayudando a evitar la disminucion de la funcion cognitiva
y los procesos de memoria. En la edad avanzada el ginkgo puede ejercer efectos benéficos
mejorando esta circulacion y ayudando con otros sintormas como el vértigo, el tinitus y pérdida
de audicion. [13].

Los constituyentes activos se han caracterizado como mezclas de terpenos y flavonoides. Las
hojas secas contienen 0,1 - 0,25% de lactonas terpénicas, que comprenden cinco ginkgolidos
(A, B, C, J, y M) y un bilobélido. El bilobdlido comprende aproximadamente 30-40% de la
mezcla, mientras que la ginkgdlido A es el ginkgolido predominante (aproximadamente 30%).
Los ginkgdlidos son diterpenoides en naturaleza, mientras que el bilobalido se describe como
sesquiterpenoide. El contenido de flavonoides de las hojas secas es de 0,5-1,0%, y consiste
en una mezcla de mono-, di- y triglicésidos de los flavonoles kaempferol y quercetina, y algunos
biflavonoides. Los extractos de ginkgo para el consumo suelen estandarizarse para contener
glucésidos de flavonoides y lactonas terpénicas en una proporcion de 24% a 6%, 0 27% a 7%.
[14] [15].

La Silybum marianum (Asteraceae) (cardo de leche) es una planta que se encuentra comunmente
en el area mediterranea de Europa. Las semillas producen 1,5-3% de flavonolignanos.
Colectivamente denominado silimarina. Esta mezcla contiene principalmente silibina, junto con
siliristina, silidianina y pequenas cantidades de isosilibina. Tanto la silibina como la isosilina son
mezclas equimolares de dos diastereoisbmeros trans. La S. marianum es ampliamente utilizada
en la medicina tradicional europea; las frutas se utilizan para tratar una variedad de trastornos
hepaticos. Se ha demostrado que la silimarina protege el higado de animales contra los efectos
dafiinos del tetracloruro de carbono, la tioacetamida, farmacos tales como paracetamol y
algunas las toxinas como la a-amanitina. La silimarina se puede utilizar en muchos casos
de enfermedad hepatica y lesiéon, aunque sigue siendo de uso secundario en la medicina
convencional. Estos compuestos parecen tener dos modos principales de accion. Actlan sobre
la membrana celular de los hepatocitos inhibiendo la absorcion de toxinas y en segundo lugar,
debido a su naturaleza fendlica, pueden actuar como antioxidantes y eliminadores de radicales
libres que causan dafio hepatico. [16], [17]

La Echinacea purpurea (Asteraceae) es una planta medicinal utilizada como inmunoestimulante
y particularmente como profilactico y tratamiento del resfriado comun. Su actividad proviene
de una serie de alquilamidas, amidas de &cidos poliinsaturados con isobutilamina. Estas son
predominantemente dieno-diinos de 11 y 12 carbonos. También se encuentran presentes
derivados del acido cafeico, como el acido chicdérico. La actividad en realidad no puede ser
adjudicada a ninguna sustancia especifica, [18]. Otras plantas del mismo género como la E.
angustifolia poseen propiedades similares, y también se encuentra presente en los preparados
de Equinaceae.
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Las flores secas de la hierba de San Juan (Hypericum perforatum, Guttiferae / Hypericaceae) se
han utilizado como una planta medicinal y se ha empleado por sus propiedades antisépticas y
cicatrizantes. El principal cultivo es comercializado como un antidepresivo, que se dice que es
tan eficaz en su accion como los antidepresivos ampliamente prescritos.

Existe evidencia clinica considerable de que los extractos de hierba de San Juan son eficaces
en el tratamiento de la depresion leve a moderada y el estado animico.

La hierba seca contiene cantidades significativas de derivados fendlicos, incluyendo 4-5% de
flavonoides, aunque se considera que la actividad antidepresiva se deriva principalmente de las
estructuras de naftodiantronas tales como hipericina (aproximadamente 0.1%) y pseudohipericina
(aproximadamente 0.2%), y la hiperforina. La planta fresca también contiene niveles significativos
de protohipericina y protopseudohipericina, que se convierten en hipericina y pseudohipericina
durante el secado y el procesamiento, como resultado de la irradiacion con luz visible. [19]

En este estudio se lleva a cabo un control de calidad de los fitofarmacos previamente
mencionados con la utilizacion de 'H-RMN los cuales se comercializan en Costa Rica.
Conociendo los principios activos de cada uno de ellos, se realizd una comparaciéon de un
producto de un mercado altamente regulado con productos locales, y se efectué un estudio
de componentes principales (PCA) para poder presentar los datos de la comparacion de una
manera comprensible.

Procedimiento

Reactivos

Se empled éter metil ter-butilico, metanol y cloroformo marca Sigma-Aldrich o Fluka. Cloroformo
deuterado (CDCI,), dimetilsolfoxido deuterado (DMSOd,) y metanol deuterado (CD,0OD) marca
Sigma-Aldrich.

Adquisicion de muestras

Se adquirieron capsulas elaboradas con base en Hipericum perforatum, Silybum marianum,
Equinacea spp y Ginkgo biloba. Se compraron muestras de una marca comercial aprobada
en un mercado altamente regulado que certifica el contenido de compuestos a los cuales se
atribuye propiedades medicamentosas. Esta se empled como material de referencia. Por cada
planta se adquirieron, ademas, cinco muestras de diferentes marcas locales en América Latina
(M1, M2, M3, M4 y M5). Ninguna de ellas certificaba el contenido de compuestos activos.
Algunas especificaban el contenido de planta por cépsula.

Preparacion de las muestras para NMR

De cada producto se tomaron tres capsulas o el equivalente correspondiente al contenido
reportado por la casa comercial reconocida. Se abrieron y al contenido finamente molido se
extrajo con 20 mL del metanol los productos de H. perforatum, S. marianum'y G. biloba 'y con
éter metil ter-butilico los productos de Equinacea spp. (en algunos casos no se aclaraba la
especie en cuestion). Se extrajo durante 20 min en un bafo ultrasénico. Se filtré y se seco al
vacio a una temperatura de 40 °C. El extracto seco de S. marianum se disolvié en 5 mL de una
mezcla de cloroformo-metanol (1:1), los de Equinacea sp. se disolvieron en cloroformo y en
metanol el extracto de G. biloba'y H. perforatum. La mitad del volumen anterior fue colocada
en un balén y secada. Los extractos de S. marianumy el de G. biloba fueron redisueltos en una
mezcla CDCI/CD,OD (9:1). Los extractos secos de Echinacea spp. fueron redisueltos en CDCI,
y el extracto de H. perforatum se redisolvio en DMSOd,. Un volumen de 0,5 mL de cada uno fue
transferido a un tubo para muestras de NMR de 5 mm ID.
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Mediciones de NMR

Todos los espectros fueron medidos en un equipo de NMR marca Bruker Ascend de 600
MHz, operando en modo protdnico a una frecuencia de 600,13 MHz. Para cada espectro se
adquirieron 128 escaneos, con datos colectados dentro de 64 K puntos de datos, con un ancho
espectral de 20,55 ppm, un angulo de pulso de 30 °, un retraso de relajamiento de 1 sy un
tiempo de adquisicion de 2,66 s. A los FIDs se les aplico un LB = 0,3 antes de la transformacion
de Fourier.

Reduccién y pretratamiento de datos de NMR

Todos los espectros de ™M-NMR fueron apodizados, corregida la fase y la linea base,
referenciados con respecto a la senal a 7,26 ppm del CDCI, o 2,49 ppm del DMSOd, y
se alinearon las regiones de los diferentes espectros. Se eliminaron regiones del espectro
dependiendo del producto estudiado y las sefialas caracteristicas que presenta:S. marianum:
se trabajo la region de 5,70 ppm a 7,20 ppm; Equinacea sp.: se trabajo la region de 5,50 ppm
a 7,20 ppm; G. biloba: se trabajo la region de 5,50 ppm a 8,20 ppm. Se sustrajo la regién del
disolvente (7,20 ppm a 7,30 ppm); H. perforatum: se trabajé la regiéon de 5,80 ppm a 7,10 ppm.

Las regiones seleccionadas fueron reducidas a “buckets” espectrales de 0,02 ppm para
el analisis de componentes principales. Todo lo anterior se realizd empleando el software
MestReNova version 10.0.2 (Mestrelab Research S.L.)

Analisis multivariado de los datos

Se realizd un autoescalado, normalizacion por area total a 1,0 y centrado de datos utilizando la
media y el escalamiento se realiz6 ustilizando Paretto el cual fue efectuado antes de realizar un
analisis de componentes principales (PCA). Se aplicé un método de reconocimiento de patrones
no supervisado para examinar la variacion intrinseca de los datos empleando el programa Solo
version 8.0.1 (Eigenvector Research, Inc).

Resultados y discusiéon

Las plantas medicinales estudiadas, como se ha mencionado, presentan compuestos con
estructuras quimicas muy particulares de cada especie. Estas estructuras tienen espectros de
'H-RMN que las hacen facilmente distinguibles. Con el propdsito de poder hacer un estudio
comparativo de las muestras en el mercado en cuanto a su contenido de principios activos, se
llevaron a cabo extracciones de cantidades iguales -segun la dosis recomendada en la etiqueta
de los productos- de los diferentes productos que contienen las plantas medicinales que se
lograron obtener en el mercado local, y se midieron espectros 'H-RMN de cada uno de ellos
-todos en las mismas condiciones-. Ademas, se tomd un producto de una marca de venta en
USA, considerada un mercado altamente regulado. Se analizaron 6 marcas incluyendo la marca
vendida en USA. Luego de haber hecho varios extractos con el fin de optimizar los disolventes
se pudo verificar que los principios activos se han extraido eficientemente.

La Echinacea angustifolia contiene una serie de alquilamidas diénicas-diinicas y acido
chicérico como marcadores y posibles compuestos activos. Las sefales de los dobles enlaces
conjugados son claramente distinguibles entre 5.70 y 7.30 ppm en el espectro 'H-RMN [20],
la figura 1a presenta el espectro 'H-RMN (fragmento) del producto de referencia donde estos
componentes son claramente distinguibles.

En la figura 1b se compara el producto de referencia con los diferentes productos locales. Como
puede observarse, existe una gran diferencia en los espectros de los productos estudiados. Una
posible explicacion de la diferencia encontrada entre los diferentes productos puede ser que
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cuando se habla de Echinacae existen varias especies, dentro de las que se pueden mencionar
la E. purpurea, la E. palliday la E. angustifolia [21], y posiblemente las especies utilizadas son
diferentes en los productos. En el caso del producto de USA se trata de 80% de E. purpureay
20% de E. angustifolia. Sin embargo, un comun denominador que es necesario, es la presencia
de los principios activos a los que se les adjudica la actividad inmunoestimulante.
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Figura 1. a) Espectro 'H-RMN del extracto de Echinacae purpurea (muestra de USA) 5.70 a 7.30 ppm. (CDCI,, 600
MHz). b) Espectros representativos de las muestras de Echinacae de los productos locales, (CDCl,, 600 MHz), el
espectro del producto de USA corresponde al espectro 1 (parte de abajo).

El estudio de componentes principales (PC) sugiere que no todas las muestras son diferentes
como se aparenta al observar los espectros de 'H-RMN. Existen tres marcas comerciales que
se asemejan a la empleada como referencia y que otras dos no, pero estas no se parecen entre
si. Este comportamiento se observa al considerar la region del espectro 'H-RMN entre 5.50 y
7.20 ppm.

En la figura 2a se representan los dos primeros componentes (PC1 vs PC2) -que cubren
alrededor del 70% de los datos del espectro-, se puede observar que PC1 separa la muestra
M5 de las demés muestras y la referencia, mientras PC2 lo hace para la muestra M1. El grafico
de loading correspondiente -figura 3- (que considera el peso o efecto de las sefiales sobre
el estudio de componentes principales) permite identificar la correlacion existente entre las
variables originales y los factores o componentes obtenidos en el andlisis. En este caso, para la
componente 1 explica que las regiones de 5.80 ppmy 7.20 son importantes en la diferenciacion
de M5 del resto de las preparaciones comerciales de Echinacea. La figura 2b. muestra que
las regiones alrededor de 5.90 y 6.30 ppm diferencia a la preparacion M1 de las demas. Si la
representacion se realiza con PC1 vs PC3 (62% de los datos), la separacion de las muestras
es diferente. En este caso la muestra 2 se separa del resto y la muestra 1 no lo hace, como se
muestra en la figura 2b. El grafico de loading (figura 3b.) muestra como las sefiales en la region
de 6.00 ppm y 6.57 ppm son las que provocan la separacion de la muestra 2 de las demas en
una especie de intercambio con la muestra M1. Las sefiales de los dobles enlaces conjugados
son las que producen el cambio indicado anteriormente.
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Figura 2. a) Grafico de score PC1 vs PC2 derivado de los espectros de 'H-RMN 600 MHz de los extractos de
Echinacea. b) Gréfico de score PC1 vs PC3 derivado de los espectros de 'H-RMN 600 MHz de los extractos
de Echinacea. En ambos gréficos se pobservan 5 puntos de cada color, lo que significa que de cada marca se
realizaron 5 réplicas.

Figura 3. a) Grafico de loading para la PC1 derivada de los espectros de 1H-RMN 600 MHz de los extractos de
Echinacea. b) Grafico de loading para la PC2 derivada de los espectros de 1H-RMN 600 MHz de los extractos de
Echinacea.

Silybum marianum

Para el caso de S. marianum es bien conocido que los flavonolignanos son los componentes
activos de la planta y las sefiales de estos compuestos son claramente distinguibles en el
espectro de 'H-RMN. La figura 4a presenta el espectro 'H-RMN del producto tomado como
referencia -se muestra el ambito de 4.3 a 7.2 ppm, donde presentan sefiales los componentes
activos-, a saber, la silimarina.

Observando los espectros de los productos locales -presentados de manera comparativa con
el producto de referencia en la figura 4, se puede observar una sefial pronunciada a 5.30 ppm,
tipica de acidos grasos insaturados presentes en plantas. Esta sefial no se encuentra presente
en el producto de referencia. Esto puede significar que las muestras locales contienen en sus
extractos una alta cantidad de acidos grasos. Esto por supuesto, va en detrimento de la cantidad
de principio activo que se requiere en la capsula para producir el efecto hepatoprotector del que
se caracteriza la S. marianum. Esta observacion podria llevar a la suposicion que las muestras
locales se encuentran adulteradas con otra planta con un alto contenido de acidos grasos.
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Figura 4. a) Espectro 'H-RMN del extracto de S. marianum (muestra de USA) 4.20 a 7.30 ppm. (CDCI,-CD,0D, 600
MHz). b) Espectros 'H-RMN de muestras de diferentes productos de S. marianum comparadas con el espectro del
producto de referencia.

Los productos indicados como 1-10-A, 1-12-A y 1-13-A (espectros 2, 3 y 4 de la figura 4b)
presentan también sefiales de los compuestos activos, sin embargo, tanto en esos productos,
como los otros dos contienen una cantidad considerable de acidos grasos.

La figura 5 muestra el gréfico de scores del analisis de componentes principales empleando las
regiones del espectro entre 5.70 y 7.20 (para minimizar el efecto de las sefiales de los acidos
grasos se excluye laregion de los acidos grasos de 5.30 ppm). Aqui se observa como la muestra
referencia se encuentra separada espacialmente de las otras muestras de productos de marcas
comercializadas en Costa Rica. Esto es consistente con las observaciones efectuadas a partir
de los espectros de 'H-RMN. Significa que si existen diferencias importantes en los productos
debidas a los compuestos caracteristicos de S. marianum que le brindan sus propiedades
hepatoprotectoras. El componente 1 es el que muestra la separacion y, ademas, acumula casi
el 74% de la varianza, por esto el componente 3 no se considera.
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Figura 5. Grafico de score PC1 vs PC2 derivado de los espectros de 1TH-RMN 600 MHz de los extractos de Silybum
marianum.

En el grafico de loading (no se muestra) para PC1 presenta la importancia de las sefiales
entre 6.85 ppm y 6.91 ppm para diferenciar la muestra de referencia del resto de muestras de
productos comerciales, las cuales se observan en la figura 5.

Hipericum perforatum

Los principios activos de la hierba de San Juan, son, como se discutio previamente, la hipericina
y la hiperforina, sin embargo, derivados del acido clorogénico y otros componentes, como
varios flavonoides glicosilados, sirven como marcadores para la calidad de estos productos.
Las sefiales de estos compuestos son claramente distinguibles en el espectro 'H-RMN.

Es importante, por el tipo de compuestos presentes, comparar las regiones entre 6.00 ppm
y 8.50 ppm del espectro 'H-RMN. En la figura 6a se puede observar el espectro del extracto
considerado como estandar, donde se observan las sefiales de los marcadores, de acuerdo a
la literatura [22].
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Figura 6. a) Espectros 'H-RMN de H. perforatum. (DMSO d,, 600 MHz), b) Espectros 'H-RMN de las muestras de
H. perforatum (DMSO deuterado, 600 MHz).
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La figura 6b muestra espectros de todas las muestras estudiadas, y o que puede observarse
claramente es los mismos grupos de sefiales en los mismos cambios quimicos que el estandar,
sin embargo, un analisis mas cuidadoso de las sefnales demuestra diferencias apreciables en
los tipos de compuestos y cantidades relativas. Por ejemplo, las sefiales entre 6.70 ppm y 6.80
ppm de las 4 muestras superiores presentan diferencias apreciables con respecto al patréon de
comparacion. La misma situacion se observa con las sefiales entre 7.60 ppm y 7.70 ppm. En
vista de que son tantos los marcadores que pueden dar sefiales en estas regiones del espectro,
se puede plantear la hipotesis que las diferencias se deben a cantidades relativas diferentes
en los componentes, lo cual lleva a la duda de que los diferentes productos tengan extractos
estandarizados de hierba de San Juan.

Estas diferencias se constatan en el estudio de componentes principales (figura 7) en una
clara separacion entre la referencia, muestras 1y 2 y las muestras 3, 4 y 5. La componente 1
hace que se separen completamente. Segun el grafico de loading (no presentado) las sefiales
a 6.05 ppm, 6.35 ppm, 6.60 ppm, 6.95 ppm y 7.08 ppm son las que producen la separacion
mencionada anteriormente.
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Figura 7. Grafico de scores PC1 vs PC2 derivado de los espectros de 'H-RMN 600 MHz de los extractos de H.
perforatum.

Gingko biloba

Finalmente, para el caso de G. biloba, tanto los ginkgoélidos como los bilobélidos presentan
sefiales en 'H-RMN caracteristicas. [23]. Se obtuvo de la muestra de USA el espectro 'H-RMN
de la figura 8. En este espectro se pueden observar las sefiales que indican la presencia de los
principios activos de la planta medicinal.

Utilizando la misma metodologia y estandarizando las alturas de los espectros, se presentan
los datos para las muestras del producto de USA y los 5 productos regionales. Se observa
claramente la presencia escasa o casi nula de los gingkdlidos y los bilobalidos en los productos
locales (figura 8b). Ademas, la presencia del kaemferol y la quercetina no pudo ser corroborada
en los productos locales.

Al hacer el estudio de componentes principales para los diferentes productos que indican que
contienen G. biloba, se hicieron varias modificaciones de las regiones del espectro seleccionadas
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que contienen las sefiales de los principios activos, sin embargo, no se logré una separacion
visual evidente con PC1y PC2, lo que demuestra que el estudio de componentes principales
no proporciona la informacion que fue evidente del espectro '"H-RMN. En la figura 9 se presenta
de manera ilustrativa los componentes PC1 y PC2 que juntos suman aproximadamente el 52%
de la varianza de los datos.
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Figura 8. a) Espectro 'H-RMN del extracto de G. biloba marca de USA -una muestra-(CDCI-CD,0OD, 600 MHz).

b) Espectros representativos de las muestras de ginkgo biloba de los productos locales, (CDCI,-CD,0OD, 600 MHz),

el espectro del producto de USA corresponde al espectro 1 (parte de abajo).
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Figura 9. Gréfico de score PC1 vs PC3 derivado de los espectros de 'H-RMN 600 MHz de los extractos de Ginkgo

biloba.

El grafico de “loading” producto del modelo generado a partir del empleo de los datos en la
region de 5.50-8.20 ppm no presenta sefal alguna que impacte la distribucion observada en la
figura 9, aspecto esperado porque no se aprecia separacion.

Conclusiones

El control de calidad en los productos naturales medicinales que se encuentran en el mercado
en los paises en desarrollo es un tema de gran importancia, en especial, por el alto consumo
que se da en estos paises de este tipo de productos. La resonancia magnética nuclear,



Tecnologia en Marcha, ‘
Vol. 32, N.° 4, Octubre-Diciembre 2019 M| 93

al ser uno de los métodos mas veraces en la identificacion de moléculas, resulta ser una
herramienta de gran utilidad para dicho control. Este método resulta de facil visualizacion,
no destructivo y altamente versatil, aunque poco sensible. Para poder visualizar de manera
relativamente cuantitativa los resultados de este analisis metaboldmico, se realizd un estudio de
componentes principales, donde, de una manera gréafica se puede apreciar que tan similares
son unas muestras a otras con la utilizacion de ciertos parametros. Esta metodologia presenta,
sin embargo, sus limitaciones, como pudo observarse en el caso de G. biloba, pero con una
utilizacion correcta y sin perder la perspectiva de los resultados de la Resonancia Magnética
Nuclear, ambas metodologias combinadas resultan de gran utilidad, para asegurar la calidad
de los productos que se encuentran en el mercado, todo para el beneficio de los usuarios. De
los detalles que se lograron observar es que muchos de los productos fabricados localmente
no contienen los principios activos que se supone que tienen, y esto puede deberse al control
deficiente por parte de las autoridades regulatorias.
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