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RESUMEN

Introduccién: la Mangiferina es una glicosilxantona natural presente en varias
partes del arbol de Mangifera indica L., a la que se le atribuyen un amplio rango de
acciones farmacoldgicas.

Objetivo: establecer un método de determinacion del contenido de Mangiferina en
las hojas de Mangifera Indica L. por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
Métodos: para cuantificar el metabolito en las hojas, previamente secadas y
pulverizadas, la separacion se realizdé a través de una columna cromatografica Luna
RP-18 (5 m) (250 x 4 mm), con detector UV a 254 nm usando un gradiente de fase
movil A compuesta de Acético acido 0,2 %: acetonitrilo (85:15) y movil fase B:
Acetonitrilo y la cuantificacion de este frente a una muestra de referencia utilizando
el método del estandar externo.

Resultados: la ecuacion de la curva de regresion de Mangiferina fue Y = 3,5561 X
+ 6536,55 (r = 0,999) El porciento de recobrado fue de 99,41 con un coeficiente de
variacion inferior al 2 %. Los limites de deteccién y cuantificacién fueron de 0.0009
y 0,001 respectivamente. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las determinaciones realizadas en diferentes dias por los
diferentes analistas.
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Conclusion: El método es simple y fiable, el cual puede ser utilizado para el control
de la calidad y estudio de estabilidad de las hojas de Mangifera Indica L.

Palabras clave: Mangiferina, CLAR, validacion.

ABSTRACT

Introduction: Mangiferin is a natural glycosylxanthone present in various parts of
the tree Mangifera indica L. which is attributed a wide range of pharmacological
properties.

Objective: establish a method to determine the content of mangiferin in Mangifera
Indica L. leaves by high performance liquid chromatography.

Methods: leaves were dried and pulverized before quantification of their metabolite
content. Separation was performed using a Luna RP-18 chromatographic column

(5 um) (250 x 4mm) with a UV detector at 254n and a mobile phase A gradient
composed of acetic acid 0.2 %: acetonitrile (85:15), and a phase B mobile:
acetonitrile and its quantification vs. a reference sample applying the external
standard method.

Results: the regression curve equation for mangiferin was Y=3.5561X
+6536.55(r=0.999). Recovery was 99.41 % with a variation coefficient below 2 %.
Detection and quantification limits were 0.0009 and 0.001, respectively.

No statistically significant differences were found between the determinations
performed on different days by different analysts.

Conclusion: the method is simple and reliable, and may be used for quality control
and stability studies about Mangifera Indica L. leaves.

Key words: mangiferin, HPLC, validation.

INTRODUCCION

La Mangifera indica L. es un arbol ampliamente distribuido en nuestro pais
perteneciente a la familia Anacardiaceas, conocida como planta alimenticia por sus
frutos y como planta medicinal por sus propiedades entnomédicas.!

El uso popular del extracto acuoso de las diferentes partes de M. indica L.

es ampliamente empleado en la medicina natural y tradicional por sus propiedades
analgésico, antinflamatorio., inmunoestimulante, antioxidante; espasmolitico,
antidiarreico, dislipidémico, antidiabético, antihelmintico, antialérgico y
antibacteriano.?15

Estudios quimicos reportados demuestran la presencia de polifenoles entre ellos la
Mangiferina (2-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixanten-9-ona) la cual es una
glucosilxantona natural que se desataca como el compuesto mayoritario y esta
presente en varias partes de M. indica: hojas, frutos, corteza, duramen y raices.16-2!
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Ademas dicho compuesto ha sido caracterizado en las familias de las Anacardidceas
y Gentianaceae, especialmente en las hojas y la corteza.??

Estudios recientes indican que la Mangiferina (MgF) tiene un amplio rango de
actividades farmacoldgicas, incluyendo las acciones antioxidantes, antidiabéticas,
anti-VIH, antitumorales, hepatoprotectoras, antivirales, anticancerigenos,
cardioprotectores e hipolipidémico.??2”

Existen reportados en la literatura métodos para la determinacion de MgF,
incluyendo la electroforesis capilar,?® cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS),?° cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase reversa (RP-HPLC) con deteccidon UV en preparaciones chinas,3°
en plasma de rata y en la orina,3! mediante foto-colorimetria,3?> métodos
espectrofotométricos,33 y espectrofluorimétricos.3* El objetivo del presente trabajo
fue validar un método analitico mediante cromatografia liquida de alta resolucion
para la determinacion del contenido de MgF presente en las hojas de M. indica.

METODOS
Recoleccion

El material vegetal se colectdé en mayo de 2012, en la Estacién Experimental de Plantas
Medicinales “Dr. Juan Tomas Roig” en San Antonio de los Bafios y la misma fue identificada
por el Dr. Victor R. Fuentes del Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical y se
conserva una muestra con el nimero de herbario ROIG 4776.

El material vegetal (hojas) fue desecado en un secador solar hasta obtener peso
constante, se procedid a la pulverizacidon de la droga en un molino de martillo hasta
obtener un polvo grueso (0,5 mm) almacenandose en bolsas de Polietileno-
Aluminio para su posterior uso en la elaboracion de los extractos.

Reactivos

La sustancia de referencia quimica, con una pureza de 93,8 %, se encuentra
registrada en el Centro Estatal para el Control de Medicamentos (CECMED), Cuba.
Los reactivos utilizados fueron de calidad analitica.

Preparacion de la sustancia de referencia

Para la construccion de la curva de calibracion, se prepard una solucién madre de
100 ppm con la MgF de referencia en una solucion de Dioxano 50 %. A partir de
ella, se prepararon patrones en agua de 2, 4, 8, 16 y 32 ppm, respectivamente.

Preparacion de la muestra

Se peso6 alrededor de 1g de hojas secas y se procedid a la elaboracién de un extracto
mediante extraccién continua en un equipo Soxhlet, utilizando dioxano como solvente
de extraccion durante 4 horas. Se trasvaso el extracto a un matraz aforado de 500 mL
y se completé a volumen con una mezcla Dioxano: Agua (1:1) v/v. Se tomd una
alicuota de 5 mL y se llevo a un matraz aforado de 50 mL y se completd a volumen con
la misma mezcla.
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Determinacion analitica

Se procedié empledndose la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), donde
el sistema cromatografico compuesto por una bomba Smartline-1000 conectada a
un detector de longitud de onda variable Smartline-2500 (Knauer, Alemania.), con
un volumen de inyeccién de 20-uL y la sefal procesada por el software
ClarityChrom version 2.6.5.517. La fase moévil dptima consistié en una mezcla
desgasificada de acido acético 0,2 %: acetonitrilo (85:15) (V/V). Para la separacion
cromatografica se utilizé una columna Luna, 5um RP C18, 250 x 4,6 mm.

Se establecidé una longitud de onda de 254 nm en el detector de rayos ultravioletas.
La elucion fue llevada a cabo mediante el gradiente que se muestra en la (Tabla 1).

Tabla 1. Metodologia del gradiente empleado

Tiempo (min) | Fase movil (&) | Fase movil (B)

0 100 0
18 100 0
20 20 a0
22 100 0
20 100 0

La cuantificacion se realizd6 mediante una curva de calibracién del material de
referencia quimico de MgF que abarcd un rango entre 2,0 y 50,0 pg/mL.

Se colecté manualmente el pico correspondiente al tiempo de retencién de la MgF y
se realizd un barrido desde 200 hasta 400 nm, utilizando un Espectrofotémetro
GENESYS 2 (SPECTRONIC, USA)

Validacion

Para la evaluacién de la especificidad, los extractos fueron sometidos a condiciones
drasticas como: hidrolisis acida HCI 5 N, hidrdlisis basica NaOH 1N, oxidacion con
peréxido de hidrégeno.

La precision se llevo a cabo mediante la prueba de repetibilidad y la precisiéon
intermedia. En el caso de la repetibilidad se realizaron 6 réplicas y para la precisién
intermedia, 5 determinaciones por parte del primer analista y 5 determinaciones
por parte del segundo analista en diferentes dias, siguiendo el método de analisis
propuesto con anterioridad. Se determind la media, la desviacion estandar vy el
coeficiente de variacién para cada analista. Los resultados obtenidos se compararon
estadisticamente mediante la prueba de Fisher y la prueba de t de Student,
utilizando el programa estadistico Stargraphic plus version 4,1, con vista a
establecer si existian diferencias significativas entre los resultados.
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La exactitud se evalué mediante estudio de recobrado. Se prepararon diferentes
niveles de concentraciones a partir de una muestra base, mediante la adicion de
concentraciones conocidas de patréon. Estas muestras se analizaron en paralelo por
triplicado. Se determinaron los porcentajes de recuperacion, las desviaciones
estandar y los coeficientes de variacion. Se determinaron ademas las pruebas de
Cochram con vistas a comprobar si la variacion de la concentracién produce
diferencias significativas en los resultados y las pruebas de la t de Student para la
determinacion de las diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100.

La linealidad del sistema cromatografico se evalud realizando 3 réplicas para

5 concentraciones diferentes que en el intervalo 2 - 100 pg/mL. Se determinaron
las ecuaciones de las rectas, los coeficientes de correlacion, las pruebas de
significacion estadistica de significacion de la pendiente Sb rel (%) y los coeficientes
de variacién de los factores de respuesta.

Los limites de deteccidn y cuantificacion se determinaron calculando la pendiente de
la curva de calibracion (mAU vs mg/ml) asi como la pendiente de la curva de
desviacion estandar (S) vs concentracion y en ambos casos se extrapold la
respuesta a concentracion cero y se obtuvo un estimado de la respuesta del blanco
(Ybl) y de su desviacion estandar (Sbl) respectivamente. Ademas se analizaron por
triplicado muestras con cantidades cercanas a los limites calculados. Se determind
la mediay la S.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método, se ilustran en la
Figura donde los cromatogramas muestran el pico correspondiente a la Mgf con un
tiempo de retencion de 9.2 minutos, asi como los espectros UV del mismo. En los
cromatogramas correspondientes al tratamiento de la muestra con medio oxidante,
basico y acido, se observa una disminucion del pico correspondiente a la Mdf. los
espectros UV de la Mgf en las muestras degradadas son similares a los del material
de referencia quimico.

Los resultados del estudio de precisidon del método analitico muestran que en el
estudio precisién intermedia, los valores de p resultaron ser mayores que 0.05,
tanto para el test de Fisher como para la comparaciéon entre las medias obtenidas
los diferentes analistas y los diferentes dias (Tabla 2). Por otra parte en el estudio
de repetibilidad realizado, la media obtenida fue de 2,07 g /100g de hojas con un
coeficiente de variacién de 0,64 %.

Los resultados de los estudios de linealidad se muestran en la Tabla 3.

Para el estudio de exactitud, la recuperacion media fue de 99,41 %. Al compararse
mediante una prueba de Student la recuperacion media y 100 % de recuperacién
se obtuvo que la t experimental (texp= 1,50) es menor que la t tabulada

(ttab= 2.306 para p= 0,05). Por otro lado, al aplicarse la prueba de la G de Cochran
se obtuvo un valor de la G experimental (Gexp= 0,637) menor que la G tabulada

(G tab= 0,797 para p= 0,05; K= 3 y n= 3).

En la Tabla 4 se muestran los Limites de deteccion (Ld) y de cuantificacion (Lc)
calculados. La recuperacion promedio fue de 99,25 % con una Desviacién Estandar
de 0,23 %.
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Es de resaltar que en todos los casos se obtuvo un coeficiente de variacién menor
que 2 %, los porcentajes de recuperacion entre 98 y 102 %, que cumple lo
establecido en la literatura.

Tabla 2. Resultados del estudio de precisién intermedia

Miveles Analista 1 Analista 2
100 2% Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
2,086 2,068 2,068 2,074
2,051 2,052 2,052 2,078
2,063 2,081 2,081 2,082
2,074 2,090 2,090 2,087
2,084 2,075 2,075 2,061
F Fisher P=0,9085
T Student Analistas
P=0,6791
Dias
P=0,9274

Tabla 3. Resultados del estudio de linealidad

Parametros Mangiferin Limites
Ecuacion de la recta ¥ = 6536,55 X + 3,5561 Y= bX+a
Coeficiente de correlacién lineal r =0,999 r = 0,990
Coeficiente de determinacion * = 0,008 = 0,980

Significacidn estadistica de la varianza de la pendiente (b)

Desviacién estandar relativa de Sb rel (%) = 1,57 Sbrel (%) =2

la pendiente

Coeficiente de variacién de los factores de respuesta

Coeficiente de variacign del CV_=3,56% CV_ .= 5%
factor de respuesta

Ensayo de proporcionalidad

Intervalo de confianza de la 10.544; -3,4318 Debe de incluir al
pendiente, to + t Sa cerp para P = 0,05
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Tabla 4. Resultados de |la estimacidon de |la sensibilidad del método

Parametro Resultado

Pendiente de la curva de calibracidn 6536,55

Ybl 3,5561

Sbl 0,302

Ld 0,0009

Lc 0,001
DISCUSION

El objetivo de un procedimiento analitico es determinar una informacion especifica
acerca de una muestra bajo investigacién desde el punto de vista cualitativo y
cuantitativo y esa informacion servira para definir algunas caracteristicas
especificas de la fuente de origen de dicha muestra, permitiendo identificar
parametros de controles sobre la calidad de la misma.3>

Diferente tipos de equipos e instrumentos pueden ser empleados en el proceso de
analisis pero entre los mas importantes que deben poseer los mismos, es que
permitan definir una variable medible en correspondencia con los cambios que se
produzcan en la muestras y por otro lado que pueda ser interpretada y controlada
por el analista.3®

Los métodos analiticos deben mostrar especificidad por la muestra, debe ser
preciso y exacto. La repetibilidad de un método analitico estd dado por la precisiéon
en las medidas de las variables repetida bajo las mismas condiciones, mientras que
la reproducibilidad estd dado por la precision en las medidas de las variables
repetidas bajo diferentes condiciones.3®

La cromatografia liquida de alta resolucién es una herramienta para solucionar los
inconvenientes de los métodos espectrofotométricos por su elevada sensibilidad y
exactitud, ademas es en esencia un método separativo; lo que permite medir con
gran selectividad el compuesto deseado, siempre y cuando se encuentre un sistema
cromatografico que asegure una adecuada separacion.?¢37 En el campo de la
fitoquimica esto cobra especial importancia debido al gran nimero de compuestos
con similitud estructural presentes en el material vegetal.

Los métodos que se establecen para la cuantificacion de metabolitos en las
diferentes fuentes deben ser confiables por lo que se someten a un proceso de
validacion que es la metodologia establecida para la obtencion de pruebas
documentadas de que el método es lo suficientemente fiable para producir el
resultado esperado.3840

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método (Figura),
demuestran la especificidad del método al no presentarse interferencias de picos
adicionales en la determinacion del metabolito de interés, no se evidencian
interferencias de los productos de degradacion.
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Fig. Estudio de la especificidad del método analitico por HPLC de la Mangifering obtenida
a partir de Mangifering indica L. A cromatograma de |a sustancia de referencia guimica B
cromatograma de muestra; C: cromatograma de la muestra degradada por hidrdlisis
basica MaOH 5M: D: cromatograma de la muestra degradada por hidrdlisis dcida HCL 5 M;
E: cromatograma de la muestra degradada por oxidacidn,

En el caso de las muestras sometidas a diferentes condiciones de stress, se observa
una disminucion en el pico de la MgF, lo cual evidencia una degradacién del
compuesto. La similitud entre los espectros uv de los picos obtenidos para las
muestras y el material de referencia, demuestra que estos se obtienen con elevada
pureza, lo cual evidencia que no existe co-elucion de metabolitos ni productos de
degradacion en el tiempo de retencién de interés (9,2 minutos), por lo que nos
encontramos ante un método selectivo.

En el estudio de precision se demostrd que en el caso de la repetibilidad los
resultados analiticos cumplen con el limite establecido para el coeficiente de
variacion de métodos cromatograficos, el cual debe ser menor e igual que 2 %,
esto demuestra que el método es repetible. Mientras que, al cumplirse los criterios
de aceptacion necesarios se comprueba que no existen diferencias significativas
entre las dispersiones, ni entre las medias de ambos analistas, por lo tanto puede

asumirse que existe homogeneidad en los datos obtenidos y de esta forma se
demuestra que el método es preciso.

Los resultados de los estudios de linealidad muestran coeficientes de correlacion y
de determinacion son superiores a los exigidos, 0,99 y 0,98 respectivamente, lo
que demuestra con el valor del coeficiente de correlacién obtenido, cercano a la
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unidad, la existencia de correlacién con una probabilidad elevada, asi como el grado
de relacion entre las variables concentracidon y respuesta detectada por el equipo
empleado. También el coeficiente de variacidon de los factores de respuesta y la
desviacion estandar relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como
maximo para estos indicadores: 5y 2 %, respectivamente; ambos son
considerados estimadores puntuales que permiten caracterizar la variabilidad.

El valor obtenido de los coeficientes de variacion de los factores de respuesta,
permite demostrar que existe variabilidad en la relacion respuesta y concentracion
para cada nivel evaluado. El intervalo de confianza del intercepto incluye al cero, lo
gue permite excluir la significacion del error del intercepto. Se demuestra con los
resultados obtenidos la linealidad del método propuesto.

En el caso del estudio de la exactitud es de resaltar que en todos los casos se
obtuvo un coeficiente de variacion menor que 2 %, los porcentajes de recuperacion
entre 98 y 102 %, que cumple lo establecido en la literatura.3®

Se comprobo6 ademas, que no existen diferencias significativas entre la
recuperacion media y 100 % de recobro, también que las varianzas de las
concentraciones son equivalentes, se obtuvieron valores de G de Cochran
experimental menor que la tabulada; por lo tanto puede asumirse que la
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.

El método fue suficientemente sensible, pues es capaz de cuantificar una cantidad
equivalente al 87,5 % de degradacion de la MgF por lo que el método podria ser
utilizado en el estudio de conservacion y estabilidad del material vegetal.
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