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RESUMEN

Tanacetum parthenium es una planta que s¢ ha utilizado como febrifugo para el tratamiento
del asma, la artritis y la migrafia. En México esta planta es conocida comunmente como Santa
Maria. Las hojas de T. parthenium se wtilizan como materia prima para la elaboracion de
medicamentos herbolarios tanto en la forma farmacéutica de Tabletas como de cépsulas de
gelatina dura. Los medicamentos que se comercializan en México son importados de Canada y
Europa. E! T. parthenium cultivado en México no contiene partendlida, metabolito al que se le
atribuye la actividad vasorrelajante ¢ inhibidora de ia liberacion de la serotonina. En este estudio
demostramos que el extracto cloroférmico de T. parthenium es capaz de provocar vasorelajacion
en el musculo liso de aorta de rata a pesar de no contener partenélida. Por el interés comercial
que representa esta planta, sc realizé la formulacién de tabletas con polvo de hojas de 7.
parthenium por compresion directa. Para esto se ilevo a cabo el control de calidad de las hojas de
T. parthenium de acuerdo a los lineamientos propuestos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la USP XXIV. La seleccién de los excipientes de la formulacion se determind por el
estudio de compatibilidad por calorimetria diferencial de la interaccién de una mezcla fisica 1:1
de polvo de hojas de T. parthenium - excipiente. Una vez seleccionados los excipientes 6ptimos
se procedi6 a realizar la elaboracion de tabletas por compresién directa del polvo de T
parthenium, siguiendo sus correspondientes controles de proceso y control de calidad de las

tabletas elaboradas.

Los medicamentos herbolarios al igual que los medicamentos cuyo principio activo es un
compuesto puro. requieren del seguimiento de un control de calidad para su elaboracion, para el
caso de los primeros el contro! de calidad inicia desde el cultivo de la planta y culmina con la

obtencion del producto de anaquel.




ABSTRACT

Tanacetum parthenium has been used as febrifugie for the treatment of asthma, arthritis and
migrain. In Mexico this plant is commonly known as Santa Maria. The leaves of Tanacetum
parthenium are used as raw material to elaboratie of herbal medicines in the pharmaceutical form
of tablets and capsules of hard gelatine. Tanacetum parthenium comercializatied in Mexico are
imported from Canada and Europe. Tanacetum parthenium cultivated in Mexico does not have
parthenolide. The inhibition of smooth muscle contractility and inhibition of the serotonine
liberation. has been atribuited to parthenolide.

In this study we demostrate that cloroformic extract of Tanacetum parthenium is able to cause
inhibition of smooth muscle contractitity of rat aort rings although it does not have parthenolide.
In this work we implemented a tablet formulation with leaves powder of Tanacetum parthenium
and the quality control was performed following the guidelines Word Healt Organization (WHO)
and Pharrmacopeia United States (USP).

The selection of excipients in this formulation was determinated by a study of compatibility by
differential calorimetry between phisical mixture 1:1 of leaves powder of Tanacetum parthenium
— excipients. Whit the optimus excipients we carry out the elaboration of direct compression of
tablet of leaves powder of Tanacetum parthenium. Following their corresponding process
controls and quality control of the tablets.

The herbal medicines as well as the sintetic medicines requires of the a quality control for their
elaboration, for herbal medicines the quality control begins with cultivation of the plant and

culminates with final product.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Las plantas han proporcionado al hombre muchos beneficios entre los que destaca el uso
medicinal. También han jugado un pape! muy importante en la terapéutica de todos los tiempos.
De las plantas medicinales se han aislado por lo menos 120 sustancias quimicas. que pueden
considerarse farmacos importantes de uso en la terapéutica de uno o mas paises {Farnsworth ez
al.. 1985). Por mencionar algunos ejemplos se pueden citar a la atropina, Ia codeina. la
colchicina. digitoxina. vincristina. morfina. quinina. reserpina, fisostigmina, teofilina,
tubocurarina. esticnina, efedrina. cocaina. salicina (Farnsworth et al., 1985) y taxol (Wanieral.,
1971), entre otros. En este sentido, las organizaciones internacionales como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). han propuesto e! uso de plantas medicinales como una alternativa
viable para procurar la salud de los paises en vias de desarrotlo (OMS, 1992).

En los altimos 25 afios las plantas medicinales han recobrado importancia, las compafiias
farmacéuticas han vuelto sus 0jos nuevamente a estos recursos terapéuticos. ha surgido la
comercializacion internacional masiva de plantas y con ello han aparecido un gran nimero de
productos cn las formas més diversas, la mayoria de los cuales carecen de especificaciones y
pruebas de control de calidad. Las pruebas de inocuidad, seguridad y eficacia, en general, no

figuran en los medicamentos elaborados con plantas medicinales (Navarrete, 1996).

L.a medicina herbolaria ha tenido gran auge en los ultimos tiempos, lo que ha permitido el
surgimiento de una amplia variedad de productos herbolarios para su venta, los cuales estan fuera
de todo control. Lo cual puede representar un riesgo para la salud de la poblacion.

Para el caso particular de Tanacetum parthenium, cominmente conocida como Santa Maria,
existen productos farmacéuticos en forma de tabletas v capsulas .de la hoja de esta planta. De los

cuales no cuentan con estudios de control de calidad y de seguridad.

En este trabajo se realizd el control de calidad de las hojas de Tanacetum parthenium,
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siguiendo los lineamientos propuestos por la OMS para material vegetal utilizado como materia
prima para elaborar medicamentos herbolarios. se realizé también el estudio de compatibilidad
entre varios excipientes y la planta para proponer una formulacion de tabletas de Tanacetum
parthenium obtenidas por compresion directa. determinando su control de calidad. También se
realizé un estudio preliminar que demuestra que el extracto de Tanacetum parthenium que se
cultiva en México tiene actividad como vasorelajante en la aorta de rata, a pesar de no contener

entre sus metabolitos secundarios a la partenélida.
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2. FUNDAMENTO TEORICO
2.1 PLANTAS MEDICINALES
2.1.1 PLANTAS MEDICINALES Y LA SALUD

Para nadie es un secreto que los medicamentos actuales, han tenido como base un sinnimero
de plantas de cuyas raices, hojas. flores y semillas. el hombre a obtenido a lo largo de la historia
¢! medio para mitigar o aliviar sus padecimientos. Por Jo tanto las plantas medicinales han sido y
continuaran siendo una fuente para la busqueda de nuevos farmacos.

La mayoria de las grandes culturas como la China, India, Egipcia, Griega, y muy
particularmente la nuestra han sabido aprovechar los portentosos beneficios que el reino vegetal
aporia al bienestar humano. mediante el descubrimiento y uso de preparaciones naturales. En
todo el mundo y en todas las épocas, los efectos curativos y preventivos de las plantas
medicinales han sido objeto de profundos estudios, los cuales han dado como resultado la
acumulacién de conocimientos herbolarios que nos permiten saber c6mo, cuando y qué plantas

utilizar en cada caso.

Con base en lo anterior, la investigacion de las plantas medicinales tiene como objetivos: el
entendimiento del sistema medico herbolario tradicional, el desarrollo fitoterapéutico a bajo
costo. asi como e! descubrimiento de farmacos prototipo.

Esta visién del proceso de investigacién determino, a su vez, los pasos metodologicos a
seguir. Primero. habria que seleccionar un material vegetal idéneo, para ello el camino mas
racional era utilizar la quimiotaxonomia. Un segundo paso consistiria en realizar un analisis
fitoquimico de los compuestos presentes en la planta, extrayendo y aislando los compuestos de
interés. A continuacién. habria que disefiar un modelo de experimentacion farmacolégico
utilizando modelos animales y pruebas in vitro modernas en las cuales se ensayaran, tanto los
extractos como los compuestos puros extraidos de la planta, para detectar alguna accion
farmacolégica atil y proceder a sintetizar el compuesto para su estudio farmacologico,
toxicologico v farmacéutico. Por titimo, se iniciarian los estudios clinicos, con sus respectivas

fases que garantizaran la eficacia y seguridad del compuesto descubierto (Lozoya, 1997).
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Para ¢l estudio de las plantas medicinales es muy importante la participacién de la
medicina herbolaria indigena, debido a la experiencia que tienen estos grupos étnicos. Es comun
para algunas industrias el requerir del trabajo del indigena, para que les proporcionen informacion
acerca de las plantas medicinales de su interés. pero es dificil encontrar apoyo, ya que estos
grupos en la mayor parte de los casos no quieren participar, debido a que histéricamente ninguna
pobiacién naliva. asi como tampoco ningin pais ha compartido el extenso beneficio econémico
de algin farmaco que llegara a la venta, por lo que para ayudar a que estos grupos cooperen. €S
necesario un trabajo multidisciplinario y un beneficio econdmico el cual puede ser conseguido
por medio de productos herbolarios comercializables. Como puede observarse, el estudio de los
medicamentos herbolarios involucra una serie de dilemas sociopoliticos, econdmicos y €éticos de

varios niveles (Elisabetsky. 1991).

La ciencia de comienzos de siglo suponia que, una vez conocido el principio activo de una
planta medicinal, ésta dejaba de tener importancia comercial. Se creyé que las plantas
medicinales contenian. por lo general, un solo principio activo y que los demas metabolitos
secundarios del vegetal eran innecesarios para ¢l efecto curativo. Asi, el extracto, la tintura, la
pocién o infusion fueron pasando a la historia de la farmacia como productos inseguros, dificiles
de cuantificar y. sobre todo porque este tipo de medicamentos eran mezclas de demasiados
componentes y su accion resultaba dificil de evaluar.

Los medicamentos herbolarios o fitomedicamentos tienen la desventaja de que muchos los
consideran como placebos, y sumandose a lo anterior uno de los problemas fundamentales a los
que se enfrentan es la complejidad que presentan las plantas en su composicion quimica, ya que
en la mayor parte de los casos se dificulta saber quien es el compuesto 0 compuestos responsables
de la actividad terapéutica. Ademds, es frecuente el reporte del uso de una misma planta para
tratar padecimientos diversos y es abundante el nimero de los remedios populares, consistentes
en preparados baséndose en mezclas de diferentes especies botanicas.

Las plantas medicinales se emplean como un primer recurso para problemas que no alteran la
vida normal o ponen en peligro la vida. También se les busca como alternativa en caso de haber

agotado otros medios. Sin embargo gozan de poco prestigio social, que contrasta con los altos




Fundamento Tedrico

recursos del sistema médico oficial. Esta es una de las principales razones por las que, a pesar de
que algunas plantas han mostrado su efectividad farmacolégica mediante estudios controlados en
el laboratorio. se les acepta en forma limitada.

En los altimos aftos en la medicina interna se ha querido introducir el uso de medicamentos
herbolarios. debido a que se ha comprobado que tienen aplicacion en las diferentes areas de la
medicina para tratar enfermedades del sistema nervioso locomotor, circulatorio, tespiratorio,
digestivo. urinario, genital femenino. genital masculino, dermatolégicas, asi como adelgazantes,
estimulantes del apetito, etc. Para llevar a cabo lo anterior se tiene como respaldo que los
proyectos de investizacion generados en los tiltimos afios se relacionan con plantas medicinales
que han sido objeto de estudios farmacolégicos por sus propiedades como antidiarreicos, sedantes
del sistema nervioso central. hipoglucemiantes. antimicrobianos, antitumorales, etc. Los
resultados de estos estudios sirven de ejemplo para reflejar la metodologia general seguida, los
alcances y las perspectivas de las investigaciones en el campo de la farmacologia de plantas

medicinales (Reuter, 1991).

Los avances de la tecnologia moderna, que incorpora procesos biotecnologicos, han sido una
importante herramienta aplicada al estudio fitoquimico y farmacolégico de las plantas
medicinales. La biotecnologia provee de nuevos métodos para el desarrollo de mejores
variedades de plantas con actividad biologica. v la impiementacién de metodologias con cultivos
de tcjidos constituye en la actualidad una herramienta fundamental para la produccion masiva de
las especies que se desean cultivar. E! cultivo de algunas ﬁlantas medicinales en México tiene
como propésito resolver el abastecimiento del recurso vegetal, ya sea para la obtenci6n de
compuestos (0 de sus precursores) con actividad terapéutica, nuevas moléculas biologicamente
activas. o bien con propositos de comercializacion. Por tal motivo es importante lievar a cabo un
trabajo multidisciplinario entre botanicos. antropélogos. ecologistas, quimicos, fitoquimicos.
farmacologos etc.. que trabajen en colaboracion para la obtencion de mejores resultados en el
estudio de la medicina tradicional para la obtencion de nuevos medicamentos y agroquimicos.
Asi también se han ensayado los transplantes de células vegetales en organismos animales con el
fin de lograr que aguélias ejerzan su accion curativa en éstos {Prance, 1991, Lozoya. 1993,

Meckes er al.. 1993).
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La medicina herbolaria es considerada como la medicina alternativa, ya que presenta la
ventaja de que sus medicamentos son mas scguros. eficaces y presentan menos efectos
secundarios en comparacion con los medicamentos de origen sintético, por lo tanto se esta
abriendo paso en estos ultimos afos presentdndose como otra opcién para el tratamiento de
muchas enfermedades y tienen como apoyo que la cuarta parte, si no mas de los farmacos
empleados hoy en los paises industrializados proceden o se han modelado a partir de productos
vegetales. Ademas. el uso de las plantas medicinales no sc limita sin embargo, a aquella que le
da la farmacia tradicional. en forma de infusiones. decocciones, maceraciones o medicamentos
‘herbolarios. ya que una gran cantidad de ellas son empleadas por la industria farmacéutica ¢n la
preparacion de un amplio espectro de medicamentos. Sin contar a los usuarios de medicamentos
obtenidos a partir de! procesamiento industrial de las plantas medicinales, se ha calculado en
1500 millones la cantidad de seres humanos que recurren a medicinas y terapias tradicionales en
la actualidad. de las cuales el 95 % son terapias de origen vegetal. Cerca del 60 % de las
prescripciones farmacéuticas de los paises industrializados contienen productos naturales, mas de
500 plantas son utilizadas como materia prima para ia elaboracion de medicamentos y en
Alemania. el 40 % de los medicamentos registrados se elaboran a partir de ellas. En el caso
particular de los Estados Unidos. a pesar del modelo altamente tecnificado de atencién médica,
casi el 40 % de los medicamentos que se prescriben en la actualidad contienen este tipo de
compuestos ¥ por lo menos |19 productos obtenidos de las plantas son considerados como los
medicamentos mas importantes €n Su uso en todos; los paises industrializados. Estos 119
productos se obtienen de 91 especies boténicas. la mayoria de las cuales pueden ser adaptadas a
cultivos en practicamente cualquier nacién del mundo. En México la situacion no es diferente y
se estima que aproximadamente 60% de los habitantes, utilizan plantas medicinales para tratar
diversos padecimientos.

La importancia que reviste desarrollar la industria de plantas medicinales en el pais, no
obedece tan solo a la necesidad de resolver los problemas de salud, desde un punto de vista
comercial. es evidente la potencialidad del recurso. Sin embargo, para satisfacer las demandas de
un mercado de plantas medicinales. no es posible imaginar la obtencion de un recurso que hasta

la fecha se propaga de manera silvestre. Es inminente el desarrollo de programas de cultivo en
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gran escala, alternativa que permitira contar con un material vegetal que garantice el control,
explotacién y su conservacion. con perspectivas para su incorporacion en el cuadro bésico de
medicamentos. su industrializacién y mercado, ya sea como especies integras, fracciones.
substancias puras y en diferentes formas farmacéuticas (Reuter, 1991; Aguirre, 1993; Lozoya,
1997; Meckes, 1993).

En los Gltimos 30 afos ha tenido lugar un renacimiento de la investigacion de plantas
medicinales en el mundo y hoy presenciamos el surgimiento de novedosos medicamentos
herbolarios en Europa. Asia y Estados Unidos que parecen retomar un camino antes abandonado
por la ciencia.

En paises Europeos como Alemania. Francia y la Gran Bretafia los requerimientos legales
establecidos de los productos herbolarios tienen como base pruebas quimicas y farmacolégicas,
estos estudios se realizan con la finalidad de conocer la eficacia y seguridad del producto. Con la
finalidad de darle un mayor apoyo a los medicamentos herbolarios en Europa se fundo la
European Corporation of Phytotherapy (ESCOF), donde participan paises como Alemania,
Bélgica. Suiza. entre otros. El objetivo de la ESCOP es analizar el estatus regulatorio de los
medicamentos herbolarios, asi como promover su aceptacion dentro de la medicina. En México
se cuenta con la regulacion emitida por la Secretaria de Salud (Lozoya, 1993; Reuter, 1991;
Secretaria de Salud, 1998).

2.1.2 MEDICAMENTOS HERBOLARIOS

Podemos definir medicamento herbolario de acuerdo al segundo suplemento de la FEUM,
Meéxico 1998. como “los productos elaborados con material vegetal o algun derivado de éste,
cuyo ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una planta o extracto y tinturas, asi
como jugos, resinas. aceites grasos y esenciales. presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia
terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional e

internacional™. La utilizacién de plantas medicinales. en forma de productos naturales es muy
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variada. ha generado un mercado sorprendente. Han surgido, en escasos 15 afios, novedosas
industrias europeas y asidticas que promueven el consumo de medicamentos, una estrategia que
combina los procedimientos industriales de la tecnologia moderna con la demanda social de
recursos avalados por la tradicion cultural. logrando un nuevo tipo de productos que se escapan a
la clasificacién y a la legislacion convencional de los sistemas de salud de occidente. industrias
de China. Corea. Jap6n. Alemania. Suiza. lialia, Francia y Espafia, inundan los mercados urbanos
del resto del mundo con medicamentos herbolarios para un piblico dvido de utilizar formas
curativas alternativas.

Algunos de estos productos han sido investigados. desde el punto de vista de su baja o nula
toxicidad y se han fundamentado los beneficios de industrializarlos en formas farmacéuticas
"crudas” (es decir, en forma de extractos. de combinaciones de varias hierbas, como liofilizados
de extractos acuosos. etc.) apoyados en una concepcion farmacologica distinta a la promulgada
por los consorcios quimico-farmacéuticos “ortodoxos™ que, en términos generales, siguen
combatiendo la validez de dicho enfoque que amenaza con modificar, en su contra, el mercado de
medicamentos. También es cierto que este novedoso mercado esta siendo distorsionado con un
nimero notable de productos que no poseen estudios ni informacion validada sobre las
propiedades medicinales que se les atribuyen y que aprovechan la demanda con propésitos
exclusivamente comerciales.

En México han surgido compaitias que procuran competir en la produccion de medicamentos
herbolarios. disedando productos cuya presentacion comercial depende del grado de acceso que
se tenga a la tecnologia modema y a la informacién, en el ambito nacional. Estos medicamentos
herbolarios se fundamentan en el uso tradicional que los mexicanos hacen de la herbolaria
prehispanica y colonial y. apoyados en una anticuada bibliografia sobre plantas medicinales que
pervive de épocas pasadas, se enfrentan a la dificultad de obtener los registros legales
correspondientes que permitan su libre acceso al mercado moderno. La gran mayoria de las
plantas que se emplean para la elaboracion de estos productos se colectan en zonas del pais donde
crecen en forma silvestre va que practicamente ninguna planta medicinal se cultiva en México

con fines agroindustriales. por lo que la calidad de estos productos es precaria.
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Pendicntes de! interés del publico por consumir plantas medicinales. las empresas nacionales
procuran proveer con “novedades” que tengan repercusion comercial, introduciendo, por
ejemplo. plantas con efectos diuréticos y ricas en fibra, para quienes buscan bajar de peso o bien,
elaboran antitusigenos. antidiarreicos y espasmoliticos con base a recetas de las farmacopeas
mexicanas de tiempos pasados. Estas circunstancias determinan el cuadro general que tiene el
consumo de plantas medicinales en el México actual y que va desde el ancestral puesto de hierbas
frescas en miles de mercados del pais. hasta el consumo de productos procesados industriaimente
con muy diversos niveles de calidad y fundamento, pero que se distribuyen en los mercados
urbanos. En los ltimos afios y ante la carencia de una legislacion adecuada. han ingresado al
pais cientos de medicamentos herbolarios de origen extranjero que, de igual manera, dependiendo
de la capacidad tecnologica y econdmica de las industrias que los fabrican ofrecen multitud de
alternativas para el manejo de los problemas de salud mds comunes, pero cuya validez cientifica

es igualmente dudosa o insuficiente (Lozoya. 1993).

Si se -aplica la técnica y la ciencia a los cultivos de plantas (recoleccion, deshidratacion,
extraccion) y presentandolo como forma farmacéutica, todo ello con garantias de correcta
fabricacién, validacién pertinente y las ayudas gubernamentales, as{ como desarrollando el marco
legal que permita registrar los medicamentos herbolarios y dandole las mismas prerrogativas que
a las medicinas sintéticas v por supuesto con la garantia de seguridad y efectividad. los
medicamentos herbolarios serdn aceptados. pues la sociedad lo esté demandando.

La forma mas usual en que las plantas medicinales son consumidas por la poblacién es en
forma de decoccion, infusién, etc., donde la cantidad de planta puede ser desde una cucharada,
una cucharadita o un “pufitc” y por lo tanto no se tiene controlada la cantidad de planta a
emplear, asi como tampoco la cantidad de agua empleada, ya que se recomienda 240 mL, pero
esto no es un estandar que la gente siga, por lo que la cantidad extraida es un valor impreciso.
Para tener un mayor control en la dosificacién de la planta empleada se le ha dado mas
importancia a las bolsas de té. Pero también se tiene la desventaja de no conocer con exactitud la
cantidad extraida. ademas de que existen compuestos insolubles en agua. Por lo expuesto

anteriormente y con la finalidad de tener un mayor control en la dosificacion, en los Gltimos afios
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se han introducido al mercado formas farmacéuticas para productos herbolario, llamados
fitomedicamentos o medicamentos herbolarios, donde se emplea la planta completa, una parte
de la misma (hoja. tallo. raiz, corteza, €1c.). 0 un extracto y s¢ presentan en forma de: jarabes.
capsulas, tabletas, ungiientos, elixier, entre otras. como se presentan a continuacién (Tyler, 1997;
Escamilla et al.. 1995).

2.1.2.1 Té

Una de las formas fitofarmacéuticas mas simples son los tés o infusiones, los cuales son
elaborados con una planta o mezcla de ellas. estan constituidos esencialmente por una planta seca
pulverizada contenida dentro de un sobre.
A. VENTAIJAS.

» Este tipo de medicamento en general no requiere de excipientes.

Y’

No requiere del empleo de tecnologia sofisticada.
Relativa facilidad en la dosificacion.

B. DESVENTAIJAS.

v

» En algunas plantas aromaticas se presenta pérdida del aroma, el sabor y en algunas ocasiones

del principio activo.

2.1.2.2 Jarabes.

l.a Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos {séptima edicién) define un jarabe
como “una solucion oral acuosa, con una concentracion de un 60% a un 80% de azicar u otros
carbohidratos como sorbitol, dextrosa y en la que se encuentran disueltos los activos o aditivos”.
A. VENTAIJAS.

» Una buena biodisponibilidad debido a que los principios activos se encuentran ya disueltos,
por lo cual se facilita su absorcion y su efecto farmacologico en el organismo.
» Apariencia: olor. color y sabor agradable.

» Facilidad de deglucion.

10
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B. DESVENTAIJAS,

» Alta susceptibilidad a un ataque microbiano. como consecuencia de la presencia de
carbohidratos y agua.

» No se puede administrar a pacientes diabéticos.

» Son relativamente pocos los activos que son solubles en agua.

2.1.2.3 Capsulas.
La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (séptima edicién) define a las capsulas

_como “formas farmacéuticas s6lidas en las que se encuentra el principio activo o la sustancia
activa en forma sélida o liquida. incluida en un contenedor o cubierta soluble de gelatina blanda o
dura”. Las capsulas ocupan un importante lugar en la comercializacién de las formas
fitofarmacéuticas.

A. VENTAIJAS

» Versatilidad para introducir en ellas miltiples sustancias s6lidas y liquidas.

» Sencillez en su método de fabricacién.

» Proteccion de la sustancia activa.

v

Relativa facilidad en la deglucidn.

Y

Facil identificacion debido al color de la capsula.
Propiedades estéticas.
. DESVENTAIJAS.

» Al sensibilidad a la humedad.

W v

Y

Condiciones especificas de almacenamiento.

Y

Interaccidn capsula-contenido.

2.1.2.4 Tabletas
Una tableta se define como aquella forma de dosificacion que se obtiene por €l efecto de la
compresion de sus componentes. Las tabletas elaboradas con plantas, pueden ser a base de polvo

de la planta. extractos fluidos. extractos secos estandarizados, asi como aceites esenciales.
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A. VENTAIJAS.

» Dosis unica.

» Estabilidad fisica, quimica y microbiologica debido al bajo contenido de agua.

» Versatilidad en forma. tamafio y dosis.

» Facil transporte para el consumidor.

B. DESVENTAIJAS.

» No es de facil administracién en nifios y ancianos o en personas con problemas de deglucion

o inconscientes.

2.1.2.5 Ungiientos.

Los ungilentos son formas de dosificacion topicas o locales de consistencia blanda, que
contienen las sustancias activas incorporadas en una base apropiada que le da consistencia y
sirven para la aplicacion en la piel y las mucosas.

A. VENTAJAS.

Facil administracion.

Y

» Bajo costo.

» Facilidad de incorporacién de sustancias liposolubles.
B. DESVENTAIJAS

» Baja homogeneidad del producto.

» Dificil remocion de las trazas del ungiiento en la ropa.
» Facil contaminacién.

» Inestabilidad.

2.1.2.6 Extractos o tinturas.

Gran parte del mercado fitofarmacéutico. estéd cubierto por extractos hidroalcohdlicos de
algunas planias medicinales.

Esta forma de dosificacion presenta caracteristicas muy singulares debido a la versatilidad de
sustancias que en ellas se pueden introducir. generalmente contienen sustancias saborizantes y/o

aromatizantes. el contenido de alcohol puede ser de! 5% al 18%. Las tinturas son extractos de
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plantas, preparados con alcohol etilico de varias concentraciones, éter 0 mezclas de éstos. Una
parte de la planta se extrae con mas de 2 partes pero no mas de 10 partes del disolvente.

Este tipo de formulaciones deben protegerse de la luz. Los cambios comunes ocurren en su
apariencia. principalmente la turbidez u opacidad, sedimentacion y cristalizacién de sus
componentes.

En las preparaciones de plantas, la capacidad bacteriostatica de alcohol a més del 15% debe
tomarse con reserva, ya que s posible el crecimiento de microorganismos alin en preparaciones
con el 40% de alcohol. ya que las preparaciones fitofarmacéuticas frecuentemente representan
medios nutrientes para los microorganismos. Algunos extractos son autoconservadores,
principalmente aquellos que contienen antraquinonas, de las cuales se conocen bien sus
propiedades bactericidas.

Para algunos otros es necesario adicionarles conservadores. En la conservacién de tinturas
alcohdlicas. la estabilidad de los conservadores derivados de los p-hidroxibenzoatos, se
incrementa en el orden metil, etil. propil y butil éster. La solubilidad en el alcohol del éster
butilico es adecuada, por lo que es e} conservador de eleccion para las tinturas y elixir. Desde el
punto de vista fisicoquimico, presentan aspectos similares a los jarabes y en general a cualquier
soluci6n para consumo terapéutico. Los problemas mas frecuentes involucrados en la fabricacidn
de estos productos. se refieren a la precipitacion de algunas sustancias que se encontraban
disueltas inicialmente. asi como a cambios de coloracién o inestabilidad quimica de los mismos

(Escamilla et al.. 1995).

2.1.3 CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS HERBOLARIOS

Podemos definir a la calidad de acuerdo a la 1SO 8402, como la totalidad de caracteristicas
de una entidad que define su habilidad para satisfacer necesidades establecidas e implicitas. El
mantener un control de calidad de los medicamentos herbolarios es méas complicado que los
medicamentos sintéticos. debido a que su composicién es mas compleja, ya que se ven

implicados varios factores. I. La constitucidn quimica, debido a que no sélo contienen un




Fundamento Tedrico

principio activo. sino una mezcla compleja de compuestos y debido a esto muchas veces no se
conocen e o los principios activos responsables de la actividad biologica. 2. Esta constitucion
quimica compleja puede variar dependiendo de ia zona donde fue cultivada la planta y como
consecuencia. la actividad biologica puede variar. Debido a lo mencionado anteriormente es
necesario realizar un control de calidad a la parte de la planta empleada (hoja, 1allo. raiz, flor).
como materia prima para la elaboracion del medicamento herbolario, para asegurar la calidad,
eficacia y seguridad del producto (Bauer. 1998).'

Una materia prima farmacéutica es aquella sustancia de cualquier origen que se usa para la
elaboracion de medicamentos. quedando incluidos los principios activos y los excipientes

(Escamilia er al. 1995: OMS. 1688).

Cultivo del material vegetal. El cullivo de las plantas medicinales puede tener gran
influencia en la calidad y en la elaboracién de los medicamentos herbolarios. En este sentido, se
deben evitar variaciones genéticas y con elio cambios de los metabolitos secundarios de las
plantas, principalmente aquelios relacionados con el principio activo. También deben
considerarse las diferencias en el contenido de sustancias activas en las diferentes partes de la
planta y durante su crecimiento, por lo que se recomienda utilizar siempre la misma parte de la
planta y en la misma fase de desarrollo. Las plantas infectadas con virus, hongos, bacterias o
aquellas que hayan sufrido el ataque por insectos fitéfagos, no deben utilizarse para la fabricacién
de los medicamentos. Algunos factores ambientales como el lugar de cultivo, el tipo de suelo, la
cantidad de nutrientes. la contaminacion del suelo con agroguimicos, etc.. pueden afectar

considerablemente a la calidad de las plantas (Escamilla et al.. 1995).

2.1.3.1 Autenticidad botinica.

Las plantas utilizadas para elaborar medicamentos herbolarios deben contar con un
centificado de autenticidad botanica emitido por un boténico, en el que certifique que la planta
corresponde al género y especie predeterminada para la elaboracion del medicamento (Escamilla
el al.. 1995),
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2.1.3.2 Elementos Extrafios.

Antes de moler o pulverizar el material vegetal, debe separarse por medios mecanicos o por
cualquier otro medio adecuado. las piedras, polvo, terrones y otros materiales inorgénicos
extraiios.

La parte de la planta empleada debe estar exenta de enmohecimiento, de insectos y de otras
contaminaciones de origen animal. No deben presentar olores anormales, decoloracion u otros
signos evidentes de deterioro.

Los ¢lementos extrafios estan constituidos, en su totalidad o en parte, por:

1) Partes extrafas: todo elemento que procede de la planta originaria pero no constituye la
parte empleada.

2) Materias extrafias: todo elemento ajenc a la planta de origen, de procedencia vegetal o
mineral (FEUM. 2000: Real Farmacopea Espafiola. 1997; Trease y Evans, 1989).

2.1.3.3 Contenido de Cenizas

Cuando el material vegetal se incinera, deja una ceniza inorgédnica que, en el caso de muchas
plantas (rubarbo, por ejemplo). varia entre limites amplios y por lo tanto, tiene escaso valor para
fines de tipificacién. En otros casos (como en el regadiz), el contenido en cenizas totales es
importante e indica. en cierta medida. el cuidado que se ha tenido en la preparacion de la droga, y
permite medir la cantidad de material “remanente” después de incinerar el material vegetal.
Normalmente. las cenizas totales se componen de carbonatos, fosfatos, silicatos y silice. Las
cenizas insolubles en 4cido miden la presencia de silica, especialmente arena y tierra de silice.
Las cenizas insolubles en 4cido son el residuo obtenido después de tratar las cenizas totales con
acido clorhidrico diluido. se expresa con respecto a 100 g de material vegetal (Escamilla ef al.,
1995; Trease y Evans. 1989: OMS. 1988: Real Farmacopea Espaiiola, 1997).

2.1.3.4 Fibra cruda
Se expresa en porcentaje del peso de la muestra y es un control con el mismo significado que
en los productos alimenticios. donde se evalia a los carbohidratos no digeribles para el ser

humano. como la celulosa y lignina. entre otras {Escamilla es al., 1995).
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2.1.3.5 Determinacion de material extraible.

La determinacion de las materias extractivas hidrosolubles o alcohol-solubles se utiliza como
medio de valoracion de plantas cuyos componentes no pueden determinarse facilmente por otros
procedimientos. Se determina la cantidad de material extraible con diferentes disolventes y se
especifica como sustancias extraibles en alcohol, alcohol diluido y en hexano. Se determina
ademas la cantidad de sustancias no volatiles solubles en éter, las sustancias voldtiles solubles en
éter v las sustancias estables solubles en agua. En ciertos casos, la extraccién de la planta es por
maceracion. en otros por un proceso de extraccion continua. Los valores de estos resultados no

- deben variar en forma apreciable de lote a lote. Esta prueba es indicativa de la homogeneidad en

el material vegeta! que se esta empleando (Escamilla et al., 1995; Trease y Evans, 1989).

2.1.3.6 Determinacion de la perdida al secado y contenido de agua.

La compra de material vegetal que contienen un exceso de humedad, no sélo es
antiecondmica, sino que. ademés a una temperatura adecuada, la humedad puede provocar la
activacion de enzimas y crear condiciones favorables para la proliferacion de microorganismos.
Como la mavoria del material vegetal. contiene todos los elementos esenciales para la nutricion
de mohos. insectos y acaros, el deterioro puede ser muy rapido una vez iniciada la infestacion.
Los limites para la cantidad de agua varian con cada planta. Esto es especialmente importante
para el material que absorbe humedad facilmente o se deteriora rapidamente, en presencia de
agua (Trease y Evans, 1989: OMS, 1988). El contenido de humedad o de agua debe estar dentro
de un rango en el cual el material vegetal no presente problemas para la elaboracién del

medicamento o bien sobre su estabilidad (Escamilla er al., 1995).

2.1.3.7 Determinacion del Indice de hinchamiento.

El indice de hinchamiento es el volumen en mililitros ocupado por un gramo de droga
vegetal. incluvendo cualquier mucilago adherido a la misma. después de sometida a un proceso
de hinchamiento en un liquido acuoso durante 4 horas (Real Farmacopea Espafiola, 1997).

La determinacion es aplicable a las drogas que contienen mucilago. siendo oficial para el

agar (215) v semilla de lino (>4 para planta entera y 24.5 para polvo) (Trease y Evans, 1989).
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2.1.3.8 Determinacion del principio activo.

El principio activo de la planta debe cuantificarse. en el caso de que este sea conocido.
Cuando no se conoce. con fines de control de calidad, se puede tomar como indicativo del
contenido de sustancias activas a8 un metabolito de la planta cuya estructura esté bien definida y
cuyo anélisis sea relativamente facil y rapido, o bien se puede anticipar por la cuantificacion de
un grupo de compuestos. tales como alcaloides. flavonoides, terpenoides, etc. Una prueba
biologica que valore el contenido de principio activo seria deseable y de mayor utilidad cuando
no se conoce el o los componentes responsables de la actividad biolégica de la planta, pero
desafortunadamente esta drea no sc ha desarrollado ampliamente para proporcionar métodos de
evaluacion de la actividad de los extractos crudos. que ademas seria de utilidad en la evaluacion

de 1a estabilidad de los medicamentos herbolarios (Bauer, 1998; Escamilla er al., 1993).

2.1.3.9 Limite microbiano y ausencia de microorganismos patogenos.

Normalmente las plantas medicinales tienen gran nimero de bacterias y hongos, a menudo
originarias del sueto. Un gran rango de bacterias y hongos de la naturaleza se presenta en las
plantas. bacterias con esporas aerbbicas que son las que predominan frecuentemente. Las
practicas de cosecha y produccion a menudo causa una contaminacion adicional y un crecimiento
de microorganismos. La ausencia de E. coli y hongos puede indicar una buena produccién, asi
como una buena cosecha.

Los métodos para el control dc.microorganismos son restringidos. Por ejemplo, el uso de
oxido de etileno ha sido prohibido dentro de los paises asociados a la Comunidad Econémica
Europea (CEE). El tratamiento con irradiacién ionizada requiere un especial registro de
procedimientos y es también prohibido en algunos paises.

En adicion. la presencia de aflatoxinas en el material vegetal puede causar riesgo a la salud,
aun si es introducida en cantidades muy pequeifias. Sin embargo, ellos podrian ser determinados
después de un procedimiento de limpieza (OMS, 1988). Ei Ministerio de Salud de Alemania ha
establecido limites para los medicamentos herbolarios Aflatoxina Bl (mdximo 2 pg/Kg) y

Aflatoxina B1. B2, G1, v G2 (maximo 4 pg/Kg) (Bauer, 1998).
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Las plantas utilizadas para fabricar medicamentos herbolarios no deben rebasar una cuenta
microbiana establecida por la OMS. de acuerdo a los incisos siguientes. También deben
demostrar la ausencia de microorganismos patdgenos (Salmonella sp, Staphylococcus aureus 'y
Pseudomona aeruginosa) (Escamilla et al.. 1995, OMS, 1988).

Diferentes limites son fijados de acuerdo al uso del material vegetal, y al material en si.

a) Contaminacion del material vegetal “crudo™ (incluyendo contaminacién adicional por algin
proceso fisico 0 quimico).

El limite esta dado con base al tratamiento que se le da al material vegetal, bajo las condiciones

higiénicas aceptables.

Por gramo méximo 10° Escherichia coli

méximo 10° Propagacién de hongos
b) Material vegetal que ha sido pretratado (ej. ¢l material empleado en el t¢ e infusiones) o si el
material empleado es de uso topico.

Por gramo maximo 10 bacterias aerobias

méximo 10" hongos y levaduras
maximo 10? Escherichia coli
maximo 10* otras enterobacterias, que no sea Salmonelia
c) Material vegetal de uso interno.
Por gramo maximo 10° bacterias aerobias
maximo 10’ hongos y levaduras
maximo 10' Escherichia coli

maximo 10° otras enterobacterias, que no sea Salmonella

2.1.3.10 Determinacion de residuos de plaguicidas.

Las plantas medicinales tienden a ser afectadas por residuos de plaguicidas que se acumulan
cuando se rocia en los campos de cultivo, cuando la tierra es tratada durante el cultivoy a través
de la aplicacion de fumigantes durante el almacenamiento. En este contexto es recomendable que
cada pais productor de plantas medicinales (que crecen en forma silvestre o cultivadas) pueda

tener al menos un control de laboratorio disponible, capaz de realizar la determinacion de
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plaguicidas conforme a un procedimiento establecido (OMS. 1988).

Muchas preparaciones a base de plantas son ingeridas por periodos de tiempo prolongado,
por lo que los limites para los residuos plaguicidas podrian ser establecidos siguiendo las
recomendaciones de fa Food and Agriculiure Organization (FAO) y el World Healt Organization
(WHO) (Codex Alimentarius). que incluyen productos alimenticios y alimentacién animal. Estas
guias recomiendan incluir la metodologia analitica para la evaluacién de residuos plaguicidas
especificos (OMS. 1988).

Clasificacion de plaguicidas.

Existen diferentes clasificaciones de plaguicidas, una clasificacion se basa en la composicién
quimica y la estructura del plaguicida. la cual es de las mas empleadas en quimica analitica
(OMS, 1988).

» Hidrocarburos clorados o plaguicidas relacionados.

e Herbicidas.

e Plaguicidas organofosforados.

o insecticidas de carbamatos.

e Fungicidas ditiocarbamatos.

e Plaguicidas inorganicos.

e Miscellaneous.

e Plaguicidas de la planta original: hoja de tabaco y nicotina, flor de pyrethrum, extracto de
piretroides.

Solamente los hidrocarburos clorados y plaguicidas relacionados (e). aldrin, BHC, clordano,
dieldrin. DDT), y pocos plaguicidas organofosforados (ej. carbofenotion) retienen una larga
accion residual. Otros plaguicidas tienen una accion residual corta, por lo tanto se sugiere que
cuando la duracién a la exposicion del plaguicida es desconocida, el material de la planta
medicina! podria ser probado por la presencia o determinando el contenido de compuestos que
contienen cloro y fosforo (OMS, 1988).

El método para la determinacion de residuos plaguicidas generalmente es por cromatografia
de gases. Por otro lado. si el plaguicida al que la planta ha sido expuesto es conocido o puede ser

identificado por un andlisis adecuado. se establece el método para la determinacion de un residuo
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plaguicida en particular que podria ser empleado para su control de calidad (OMS, 1988).
Limites maximos de residuos plaguicidas para plantas medicinales.

E{ limite de residuo maximo (LRM) para plantas medicinales, incluyendo sus preparados tal
como tinturas. extractos, aceites. etc.. pueden ser definidos en linea con los limites de residuos
plaguicidas fijados por la FAO/WHO Codex Alimentarius, a los niveles mas bajos aceptables
para productos alimenticios vegetales. Ya que las plantas medicinales usualmente se toman en
cantidades mucho menores que otros productos alimenticios, el LRM puede ser calculado con
base en el maximo consumo diario aceplable de plaguicidas para humanos (CDA) y la dosis
diaria maxima de plantas medicinales (DDM) (OMS, 1988).

Cuando la naturaleza del plaguicida al que el material vegetal ha sido expuesto es
desconocida. es necesario determinar solamente el contenido total de cloro y basar el calculo en
LRM del plaguicida mas toxico que contenga cloro (ej. aldrin o dieldrin) (OMS, 1988).

Los limites pueden ser determinados:
1. De acuerdo a la formula:

(CDAX60K g(p.c.)xfactor de extraccion) / (DDMxfactor de seguridad 100)

Donde:

CDA: Consumo diario aceptable, valor de FAO/WHO

p.c.: Peso corporal

DDM: Dosis diaria maxima de la droga

Factor de extraccion: Velocidad de transicién del plaguicida de la planta en la preparacién.

Factor de seguridad: Figura arbitraria. definida como 100, tomando en cuenta el riesgo del

paciente.

2. De acuerdo con ciertos requerimientos nacionales, como:

e La Orden de Limites Maximos de plaguicidas de la Republica Federal Alemana del 24 de
Junio de 1982. como el 18 Abril de 1984 y el 16 de Octubre de 1988 con especial
referencia a la cantidad méxima permisible para el té y productos similares (OMS, 1988).

e Los valores de los lineamientos 1986, editados por la Central Determination and
Appraisal Unit (CEBS) de la Oficina Federal de Salud de Berlin, para plomo, cadmio y

mercurio.
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A pesar de las altas cantidades de residuos presentes en ciertas plantas medicinales,
solamente pequefias cantidades permanecen después de un proceso de extraccion debido a una

baja solubilidad en agua o etanol (OMS, 1988).

Limites de Algunos plaguicidas

Plaguicida Limite
(mg/Kg)

Alaclor 0.02
Aldrin y Dieldrin (suma de ambos) 0.05

_ Clordane (suma de los isomeros cis-trans- y oxiclordane)  0.05
Clorfenvinfos 0.5
Clorpirifos 0.2
Clorpirifos - metilo 0.1
DDT (suma de p.p"-DDT. 0.p'DDT. p.p-DDE yp.p’- TDE) 1.0
Deltametrina 0.5
Diazinon 0.5
Ditiocarbamatos (en CSa) 2.0
Endrin 0.05
Fonofos 0.05
Heptaclor (suma de heptaclor y de heptaclor-epoxido) 0.05
Hexaclorobenceno 0.1
Hexaclorociclohexano — 1sémeros (distintos del y) 0.3
Malation 1.0
Paration 0.5
Paration - metilo 0.2

La evaluacion toxicoldgica de residuos en plantas medicinales puede ser hecha de acuerdo al
consumo de material por parte del paciente. La proporcion entre el consumo del material y los
alimentos podrian no exceder al 1% permisible, del consumo total por el hombre (OMS, 1988).

Por lo tanto es importante determinar la cantidad de residuos de consumo actual por el sujeto
en la forma de dosis final. La cantidad de residuos de plantas medicinales es de significado
toxicologico solamente si se ingicre en forma prolongada. como es en el caso de las semillas
(OMS. 1988).

Similarmente, para residuos de metales pesados, el limite teérico maximo permisible, el valor
del consumo semanal tolerable provisional (CSTP) de FAO/WHO, puede ser calculado

empleando la siguiente férmula:

2]
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CDA {mp/Kg) x 60 Kg peso x factor extraccioén = LRM Tedrico
El consumo medio diario de planta(Kg) x factor seguridad 100

Esta formula esta basada en el Consumo Diario Aceptable (CDA), determinada por FAO y WHO.

2.1.3.11 Determinacién de arsénico y metales pesados.

La contaminacion del material vegeta! con arsénico y metales pesados puede ser atribuida a
muchas causas como el medio ambiente » las trazas de plaguicidas. El material vegetal puede
contener trazas de arsénico. debido a su tratamiento con ciertos plaguicidas. Los limites se
establecen en términos de microgramos por gramo de planta. La determinacién de metales
pesados ¢s una prueba de rutina en las materias primas utilizadas para la elaboracién de
medicamentos herbolarios. dado que las concentraciones de metales pesados en las plantas son
siempre muy bajos, la técnica debera de ser consistente y sensible, para determinar la cantidad de
plomo, cadmic y mercurio en la muestra al compararla con la referencia, por lo que se
recomienda el analisis mediante técnicas de absorcién atémica tras un tratamiento con acido
perclérico - acido nitrico. Las siguientes cantidades son las maximas permisibles para el material
vegetal seco y estan basadas en los valores CDA, las cuales son: plomo 10 ppm, cadmio 0.3 ppm
y mercurio 0.1 ppm (OMS, 1988: Bauer, 1998: Escamiila et al., 1995).

2.1.3.12 Prueba de inocuidad y toxicidad. )
Los lineamientos de la OMS, sepala que a las plantas utilizadas para elaborar los

medicamentos herbolarios. se les debe determinar la dosis letal que provoca el 50% de muerte en

animales de experimentacién, este pardmetro es conocido como DLsy y €s determinado para

varias vias de administracién (Escamilia et al., 1995).
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2.4.1 REGULACION DE MEDICAMENTOS HERBOLARIOS

Europa es ¢l continente que cuenta con més documentacién de tipo regulatorio con respecto a
este tema. En el Reino Unido la National R & D ha incluido en sus estudios, ¢l desarrollo de
varias areas como ¢l analisis quimico, el aseguramiento biolégico del material vegetal, asi como
de los medicamentos herbolarios. En donde se pone principal atencién a la tecnologia empleada
en el proceso de fabricacion {Wijesekera. 1991).

Con respecto a Alemania, el estatus lega! de los medicamentos herbolarios esta definido por
ta ley de Medicamentos del 24 de Agosto de 1976 en la versién de la cuarta ley de Abril de 1990.
Donde los productos terminados para su venta requieren de autorizacién, para lo cual se
consideran dos aspectos bésicos; por un lado el pluralismo médico - cientifico, ya que en ese pais
la fitoterapia esta considerada dentro de las llamadas “Terapias particulares”, junto con la
homeopatia y otro tipo de medicinas y por otro lado existe la preocupacién de proteger al
consumidor de farmacos daiflinos y/o ineficaces. Considerando estos dos requerimientos basicos,
en 1978 se formo la llamada Comision E. Formada por expertos en el campo de la fitoterapia. El
objetivo de esta comision fue evaluar la eficacia y seguridad de los medicamentos herbolarios.
Los datos utilizados por la Comisién E, incluyeron los resultados obtenidos de evaluaciones
clinicas y de la experiencia médica cientificamente documentada (literatura cientifica y
conclusiones colectivas de asociaciones médicas). Los resultados de esta comision se han
publicado como monografias en la Bundesanzeiger (Gaceta Federal). Aproximadamente 300 de
estas monografias cubren la mayoria de las plantas medicinales econémicamente importantes que
se venden en Alemania. En 1998 se publicé la version en inglés de las monografias de la
Comision E. Las monografias incluyen informacién sobre identidad, composicion, uso,
contraindicaciones. efectos secundarios, precauciones, dosificacién, preparaciones y efectos de
las plantas considerados efectivos. Para plantas inefectivas. se comenta sobre los riesgos en su
consumo (Keller. 1991: Tyler. 1994); existe controversia sobre las expectativas de la comision E,
para algunos las monografias constituyen la mejor evaluacion de utilidad disponible sobre

medicamentos herbolarios. para otros se esperaba mas de dichas monografias.
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En Francia todos los medicamentos herbolarios estan sujetos a regulaciones. Asi como los
medicamentos de origen quimico y biologico, los medicamentos elaborados con plantas deben
cumplir con criterios de calidad. seguridad y eficacia. Los nuevos medicamentos herbolarios han
sido estudiados y evaluados con bases quimicas, toxicolégicas y clinicas.

Desde 1980. ios expertos del Comité de la Farmacopea Francesa y el Comité de Licencias
Francesa investiga y seleccionan los requerimientos, para tener un control de los mismos
(Artigues. 1991).

En el campo de los medicamentos herbolarios los principales documentos que se solicitan son los
siguientes:

» Lista de plantas.

Y

Monografias generales.

Meétodos analiticos empleados (Ejemplo: Control de contaminacion microbioldgica).

AR o

Monogratias del material vegetal.

v

Monografia det Fitomedicamento.
Notas técnicas para la farmacopea por requisito piblico {Artigues, 1991),

Los requerimientos para la licencia de productos médicos esta basada en la Directiva
Europea. La concesion de la licencia se basa en tres criterios: calidad, seguridad y eficacia.

Desde 1981 el Comité ha indicado que en el campo de los fitomedicamentos, también deben
tomarse en cuenta los “terapéuticos suaves™ los cuales son considerados como una alternativa
para los principios activos de origen sintético que presentan junto con una eficacia indiscutible,
algunos efectos secundarios indeseables (Artigues, 1991)

Se pide el mismo nivel de requerimientos para otros medicamentos y ahora la CEE
(Comunidad Econdémica Europea) tiene la mision de aplicar una guia en “Calidad de
Fitomedicamentos™.

Una accidén combinada de los comités de licencia y farmacopea han llevado a la coleccion de
mas informacién cientifica disponible a través de sistemas de farmacovigilancia. Esta
informacion ha permitido conocer mejor la seguridad y eficacia de los fitomedicamentos y sus

preparaciones (Artiges. 1991).




Fundamenio Tedrico

La OMS ha propuesto lineamientos para la evaluacién de los medicamentos herbolarios, tales
lineamientos incluyen los siguientes puntos:
1. Evaluacidén farmacéutica.

Material vegetal crudo

Preparado vegetal

Producto terminado

Estabilidad
2. Evaluacioh de la seguridad

Estudios toxicologicos

Documentacion de la seguridad basada en la experiencia
3. Evaluacion de la eficacia y uso recomendado

Actividad farmacologica

Evidencias requeridas para sustentar la indicacién
4. Combinacion de productos
5. Informacién del producto al consumidor
6. Promocion (Akerele, 1992).

Por otra parte, en México también tuvo repercusion la propuesta de la OMS surgida en los
aflos setenta de revalorizar la medicina tradicional y sus plantas medicinales. Aunque en grado
insuficiente ¥ con numerosas dificultades, por tratarse de una estrategia que se contrapone a la
tendencia médica y cientifica predominante. algunas instituciones mexicanas han venido
realizando estudios de investigacion etnobotanica, de farmacologia y de quimica de plantas
medicinales. Estas investigaciones se han realizado, primordialmente, en el Instituto Mexicano
del Seguro Social. en la Universidad Nacional Auténoma de México, en la Universidad
Autdénoma de Chapingo y en el Instituto Politécnico Nacional. El nivel de conocimiento cientifico
de los recursos herbolarios nacionales era atn deficiente, en comparacion con lo logrado en otros
paises. ya que son pocas las plantas medicinales que han podido cursar por las diferentes etapas
del proceso de investigacion que exigen los actuales lineamientos oficiales y que son los que
determinan la aceptaciéon formal de un medicamento. Estos lineamientos. habiendo sido

elaborados desde la perspectiva de la industria quimico-farmacéutica internacional hace ya

(2%
L]




Fundamento Teorico

muchos afios. no contemplan adn el desarrollo y uso de medicamentos herbolarios. El desinterés
oficial de tantos afios por la herbolaria nacional se ha reflejado en una legislacion que hoy resulta
inadecuada y en la falta de informacion accesible a los médicos sobre temas de herbolaria. Se
requiere conducir acciones concretas no solo para promover la investigacién nacional de las
plantas medicinales y lograr un mejor manejo de los productos herbolarios existentes, sino
también afrontar la embestida comercial de productos extranjeros que, con las caracteristicas
antes seialadas. influira irremediablemente en el mercado de medicamentos en los ailos
venideros (Lozoya. 1993).

Pero es hasta estos ultimos afos que en México, se le ha dado la importancia a la regulacion
de los medicamentos herbolarios, por medio de la Secretaria de Salud, a través del Diario Oficial
en su publicacion del cuatro de Febrero de 1998 en los articulos: 1, 66-71, 88-98, 109, 129, 130.
140. 174. 175 y 198. asi como también ha publicado una lista de plantas permitidas y prohibidas
para utilizarlas como medicamentos herbolarios en el Diario Oficial del 15 de Diciembre de 1999
(Secretaria de Salud. 1998: Secretaria de Salud, 1999).

En 1988, la OMS elabord un documento en el que describe los métodos para el control de
calidad de plantas medicinales (OMS. 1988).
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2.2 ANTECEDENTES SOBRE LA MIGRANA

La migrafa. llamada también jaqueca. es una de las molestias mds frecuentes en el ser
humano. y la mds comin en los pacientes atendidos por neur6logos. En un gran porcentaje de los
individuos con dolor de cabeza sc diagnosticara migrafia, subtipo especifico de cefalea que afecta
a una proporcién aproximada de! 10 al 20% de la poblacién. Es sorprendentemente limitado el
nimero de farmacos eficaces para su tratamiento agudo. En comparacién con otros campos de la
farmacologia. los métodos terapéuticos contra la cefalea han tenido un progreso minimo durante
los ultimos 100 aftos (Peroutka. 1997).

La migrada es un sindrome neurologico especifico que tiene gran variedad de
manifestaciones. Al nivel mas basico, la migrafia sin aura, también conocida como migrafia
comun, se puede describir como una cefalalgia pulsatil (casi siempre unilateral) con néusea
concurrente. Se produce una fase premonitoria que puede durar hasta 24 horas antes de que
aparezca la cefalalgia. y puede consistir en cambios de humor y apetito. La propia cefalalgia
suele acompafiarse de fotofobia. hiperacusia. poliuria, diarrea o una combinacion de estas
manifestaciones.

La crisis de migraiila suele durar entre horas y dias, y va seguido de intervalos prolongados
libres de dolor. La frecuencia de la cefalalgia es variable en extremo, pero suele aparecer entre
una y dos veces por aflo. y una y cuatro veces por mes. Las crisis pueden ir precedidas, ademas,
por un fenomeno neuroldgico focal denominado “aura™, también conocido como migraiia clasica,
que se presenta con mayor frecuencia como una alteracién visual, pero que puede incluir cambios
sensoriales, motores o de ambos tipos. Las dureas ocurren también sin cefalalgia concominante
(Beckett. 1990; Peroutka. 1997).

2.2.1 TEORIA DE LA PATOGENIA DE LA MIGRANA.

Aunque siguen sin identificarse las bases fisiopatolégicas de esta entidad patolégica, se han

propuesto diversas teorias para explicar este problema médico frecuente. A continuacién, se
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exponen algunas de las hipétesis principales relacionadas con su patogenia.

Teoria vascular.

Las anomalias del flujo sanguineco cerebral parecen cumplir un papel clave en la patogenia de
este trastorno. Con base en la teoria de WolfT, creada en los decenios de 1940 y 1950, la migrafia
se considerd un trastorno vasospéstico. Se postulé que se producia vasoconstriccion cerebral
durante ¢l prédromo de la migrafia y que sobrevenia vasodilatacién durante la fase de cefalalgia.
A favor de esta teoria. en diversos estudios se ha comprobado una disminucién del flujo
sanguineo cerebral durante ¢l aura y un incremento del mismo durante la fase cefaldlgica de la
migrada.

Se ha puesto en duda la capacidad de estos cambios del flujo sanguineo cerebral para inducir
los sintomas de migrafia. La disminucion observada en el flujo sanguineo no parece ser tan grave
que dé lugar a sintomas neurol6gicos focales. En segundo lugar, por si solo el aumento del flujo
sanguineo no es doloroso, y la vasodilatacion no puede considerarse en si como causa del edema
local y de la hipersensibilidad focal que se observan a menudo en los pacientes con este
padecimiento. Por tanto, es poco probable que la vasoconstriccién y la vasodilatacién simples
sean las anomalias fisiopatolégicas, basicas. Sin embargo, esta, claro que durante aigunas crisis

se altera el flujo sanguineo cerebral (Peroutka, 1997).

Depresion difusa.

Las investigaciones de Olesen y colaboradores (1985) han planteado la hipétesis de que la
migrafia es resultado de depresion difusa (extensiva) de la actividad eléctrica cortical (“depresion
difusa de Leao™). Se trata de un fenémeno eléctrico observado en especies no humanas, que se
produce en la corteza cerebral por accion ante estimulos nocivos. Ocurre reduccién focal de la
actividad eléctrica e incremento del flujo sanguineo, y a continuacion extensién (difusién) de

estos fendmenos a través del hemisferio. a un ritmo de 2 a 3 mm/min (Peroutka., 1997).

Anomalias serotoninérgicas.

La serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) es una amina bi6gena neurotransmisora a la que se
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le ha atribuido la patogenia de la migrafia. Estudios bioquimicos han demostrado anomalias de
los sistemas serotoninérgicos en este trastorno. Se ha informado que las concentraciones
plasméticas y plaquetarias de 5-HT varian durante las diferentes etapas de la crisis. Al mismo
tiempo. se excretan cantidades incrementadas de 5-HT y sus metabdlitos en la orina durante la
mayor parie de las crisis. Se inclina también a favor de una funcién de la 5-HT en este trastorno
la observacion de que la migraia puede ser desencadenada por fadrmacos como reserpina y
fenfluramina. que producen descarga de esta amina bidgena desde las reservas tisulares
(Peroutka, 1997).

Otras hipdtesis.

Se han propuesto muchas teorias para explicar la patogenia de la migrafia. En la evolucion de
una crisis pueden ser factores primarios o secundarios las aiteraciones en los sistemas de

neurotransmisores, {ias estructuras anatémicas y el sistema nervioso auténomo (Peroutka, 1997).

2.2.2 TRATAMIENTO DE LA MIGRANA.

La migraria se puede tratar por medios farmacolégicos mediante un programa de medicacién
intensivo, profilactico o combinado. En la eleccion del método, se deben considerar diversos
factores como frecuencia y gravedad de la cefalalgia, edad del paciente, antecedentes de reaccion
a las medicaciones, contraindicaciones y efectos adversos potenciales. Ademas es necesario
valorar la presencia de otros tipos de cefalalgia. para establecer criterio terapéutico dptimo.

La seleccion del método terapéutico apropiado debe basarse en una valoracion detallada de la
frecuencia y gravedad de la migrafia.

Se recomienda seguir un criterio escalonado en la farmacoterapia de la migrafa. La migrana
leve se caracteriza por cefalalgias pulsatiles ocasionales sin trastorno del desempefio individual, y
se puede tratar con anaigésicos leves o con una combinacion de éstos. La migrafia moderada, que
se define como la existencia de cefalalgias moderadas a graves con nausea, y que producen cierto

trastorno del desempefio, se trata con medicaciones agudas selectivas para ese trastorno. como
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alcaloides del cornezuelo del centeno o sumatriptan. La forma mas grave de migrafia requiere el
empieo de agentes profilacticos ademas de los farmacos para terapéutica aguda y antieméticos
(Peroutka, 1997).

2.2.3 FARMACOS USADOS PARA EL TRATAMIENTO AGUDO DE LAS FORMAS
DE MIGRANA MODERADA Y GRAVE.

Comezuelo de centeno v sus alcaloides.

Desde el decenio de 1920 se reconoce la eficacia de los derivados del cornezuelo de! centeno
para combatir la migrafia. hoy son todavia una clase de agentes terapéuticos de primera eleccion
para el alivio agudo de la migrafia moderada o grave. Sin embargo, estos aicaloides son farmacos
no selectivos, puesto que interactiian con gran numero de receptores de neurotransmisores, entre
ellos todos los receptores 5-HT, y 5-HT conocidos, lo mismo que los receptores adrenérgicos y

dopaminérgicos (Peroutka, 1997).

Sumatriptén.
Su aparicion para el tratamiento de la migraia fue un adelanto de gran importancia en la

investigacion preclinica y clinica de este trastorno. En el ambito cientifico, los efectos
farmacologicos selectivos del sumatriptan a nivel de los receptores 5-HT aportaron nuevas luces
sobre la fisiopatologia de la migrafia. A nivel clinico, el sumatriptin es un compuesto de
administraciéon aguda muy eficaz contra la migrafia. Su capacidad para disminuir en vez de
exacerbar la nausea y el vomito de la migrafia parece ser un avance terapéutico importante
(Peroutka, 1997).
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224 FARMACOS EMPLEADOS EN EL TRATAMIENTO PROFILACTICO DE LA
MIGRANA GRAVE.

Existe un consenso general entre los neurdlogos para tratar de manera profilactica a los
pacientes que tienen tres 0 mds crisis de migraia cada mes si la intensidad del dolor cefallgico
es moderada o grave (Peroutka. 1997).

Antes de considerarse ineficaces. todos los medicamentos empleados en el tratamiento
profilactico deben valorarse por lo menos 6 a 12 semanas. Si muestran eficacia, se prosigue su
- uso durante seis meses. Dada la gran incidencia de remisién completa de la migraiia, la
medicacion se puede interrumpir después de seis meses, pero sé reinstituird para otra prueba de
seis meses si se repiten crisis de igual frecuencia y gravedad (Peroutka, 1997).

Los farmacos utilizados como profilacticos de la migrafia son:
» Antagonistas del receptor de 5-HT
~ Antagonistas del receptor B-adrenérgico
» Inhibidores de la monoaminooxidasa
> Bloqueadores de la entrada de Ca®”
» Otros farmacos en el tratamiento profilactico de la migraiia (Beckett, 1990)
Carbonato de litio
Bromocriptina
Heparina
Papaverina

Tanacetum parthenium
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2.3 ANTECEDENTES SOBRE Tanacetum parthenium (L) Schultz-Bip., Asteraceae
2.3.1 DESCRIPCION

Tanacetum parthenium Schlz-Bip es una planta perteneciente a la familia Compositae,
también llamada cientificamente Chrisantemum parthenium L. Bemh., Leucanthenum
parthenium (L.) Gren y Gordon. y Pyrefrum parthenium. Se considera originaria de Iran, Irak y
de Europa, adaptada a climas célidos. semicélido, semiseco y templado. Se cultiva en huertos

familiares, crece a orillas de caminos o en terrenos de cultivo (Argueta et al., 1994).

En México esta plania es conocida como Altamisa, Santa Maria, Manzanilla silvestre,
Matricaria. Quinina Silvestre. Amarganza. Hierba Santa, Mastranzo. Se encuentra distribuida en
los estados de Chiapas. Oaxaca. Guerrero, Morelos, Tlaxcala y Veracruz. Se ha utilizado como

febrifugo, para el tratamiento de la artritis, el asma y la migraia (Argueta ef al., 1994).

Es un arbusto pequefio de 15 a 60 cm de alto. Las hojas tienen un color verde amarillo, son
alternas, pecioladas. ovaladas y divididas pinadamente, tienen los bordes lisos o crenados. Las
flores. que aparecen en Julio a Octubre, estén dispuestas en corimbos de hasta 30 piezas, con
algunas florecillas blancas alargadas y otras amarillas en forma de disco con bracteas
involucradas cubiertas de pelusa. Las flores se parecen a las de la manzanilla (Matricaria
chamomilia) con la que algunas veces se confunde (Argueta et al., 1994).

La planta cultivada en México carece de la presencia de partendlida, metabolito al que se

le atribuye la actividad de la planta (Romo er al., 1670).
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Figura 1. Tanacetum parthenium (L.) Schultz-Bip., Asteraceae.
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23.2 CONSTITUCION QUIMICA
En la Tabla 1 se presentan los metabolitos secundarios aislados de Tanacetum parthenium.

TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium.

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA

Parténolida Bohlmann y Zdero, 1982
Awanger al., 1991
Groenewegen et al., 1986
Banthorpe y Brown, 1989
Herout ef al., 1959
Quick y Rogers, 1975
Soucek et al., 1960

3B-hidroxipartenélida Bohlmann y Zdero, 1982
Groenewegen ef al., 1986

R= H Costundlida Bohlmann y Zdero, 1982
R=OH 3f-hidroxicostundélida

1 B-hidroxi-10, 14-dehidro-1. Bohimann y Zdero, 1982
10 H-partendlida
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium (Continuacién)

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA

Santamarina HO H Romo et al., 1970
3 Romo de Vivary
Jiménez, 1965

3B-hidroxi-anhidroverlotorina Bohlmann y Zdero, 1982

Anhidroverlotorina 4o, 5[3- Bohlmann y Zdero, 1982
epoxido
Epoxiartemorina Dolman et al., 1992
Bohlmann y Zdero, 1982
Tanetina Williams er al., 1995
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum partheniun {Continuacion)

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA
Reynosina Bohimann y Zdero, 1982
Artemorina Bohlmann y Zdero. 1982

Epoxisantamarina

Milbrodt et al.. 1997

R= OH 8c-hidroxiestafiatin
R= QiBu isobutiriloxiestafiatin
R= QAng angeloiloxiestafiatin

Bohlmann y Zdero, 1982
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium (Continuacién)

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA

Ciclopentadieno Bohlmann y Zdero, 1982
,CH

Artecanina Bohimann y Zdero, 1982
Groenewegen et al., 1986

Canina Bohlmann y Zdero, 1982
Begley et al., 1989

Groenewegen ef al., 1986

10-epi-canina Bohimann y Zdero, 1982
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium (Continuacién)

NOMBRE

ESTRUCTURA

REFERENCIA

Tanapartin-f3-perdxido

Bohlmann y Zdero, 1982
Begley et al., 1989

Tanapartin-a-peréxido

Bohlmann y Zdero, 1982
Begley et al., 1989

R|=CH3 R2=OH (2)
3.4-B-Epoxi-8-deoxicumambrina B

R;=CH: Ra=0Ac (3)
3.4-B-Epoxi-10-acetoxi-8-
deoxicumambrina B

Milbrodt et al., 1997

Crisartemina B

Romo et al., 1970
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium (Continuacién)

NOMBRE

ESTRUCTURA

REFERENCIA

Crisartemina A

Romo et al., 1970

Lactona dehidrosassurea

Banthorpe y Brown. 1989

Santina Rodriguez er al., 1973
Isofraxidin Kisiel y Stojakowska,
o]
. 1997
Banthorpe y Brown, 1989
HO ‘

R=0Ang. Ri=H.R,=H
Cis-crisantenil angelato

R=0OiVal R;=H, R-=H
Cis-crisantenil isovalato

Bohlmann y Zdero, 1982
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium (Continuacion)

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA
4p-acetoxicrisantenona Bohlmann y Zdero,
1982
R=Ac, bornil acetato Bohlmann y Zdero,
R= Ang. bornilangelato OR 1982
a-OH. seco-tanapartenolida A Bohlmann y Zdero,
B-OH. seco-tanapartenolida B 1982

Begley ez al., 1989
Groenewegen ef al.,
1986

Ester metilico del 4cido cdstico Bohlmann y Zdero,
1982
Cis= espirocetal enol éter Bohlmann y Zdero,
Trans= espirocetal enol eter — 1982
Banthorpe y Brown,
H
NN o 1989
R= QiVal Bohimann y Zdero,
Trans-isovalerato w //\.0 1982
H .
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TABLA 1. Principales constituyentes quimicos de Tanacetum parthenium (Continuacién)

NOMBRE ESTRUCTURA REFERENCIA
R= 0iVal Bohlmann y Zdero, 1982
Cis-isovalerato =\ 0o
H;C .
3 M@"
; .
9-epipectacol B CH;0 Kisiel y Stojakowska, 1997
O

HO

Sustancia A

Wagner er al., 1987

Sustancia B

Wagner et al., 1987

41




Fundamento Tedrico

2.3.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA

La Santa Maria presenta varias actividades entre las que destacan las siguientes:

A) Inhibicién de la sintesis de prostaglandinas. El extracto cloroférmico macerado con una

B)

C)

porcion de la parte aérea de la planta y 10 partes de una solucién amortiguadora de fosfatos
50 milimolar con un pH de 7.4, a la concentraciéon de 50 pL/mL, inhibe la sintesis de
prostaglandinas de un 86% a un 88%, pero no inhibe la ciclooxigenacion. Si el extracto se
hierve' por 10 minutos, se pierde la actividad inhibitoria. El extracto cloroférmico preparado
por maceracion con las hojas de Santa Maria presenta el mismo efecto pero con mayor
potencia para tnhibir la sintesis de prostaglandinas (5 pL/mL inhiben la sintesis de
prostaglandinas en un 58 * 5.5%), al igual que el extracto de la parte aérea no inhibe la
ciclooxigenacion del 4cido araquidénico (Collier et al., 1980). Esta propiedad puede estar
relacionada con la actividad antipirética de esta planta, ya que la aspirina también inhibe a la
sintesis de las prostaglandinas pero a diferencia de la Santa Maria, también inhibe a la
ciclooxigenasa. Lo anterior indica que la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas por los

extractos de la Santa Maria difieren del mecanismo de inhibicion de los salicilatos.

Inhibicion de la liberacién de la serotonina. En la migraia se ha implicado la participacion
de la serotonina y se sabe que en los ataques de migrafia los niveles de serotonina se
encuentran elevados (Peroutka, 1997). ‘

Los extractos cloroférmicos de Santa Maria inhiben la liberacién de la serotonina de
plaquetas, neutrofilos y leucocitos polimorfonucleares en ser humano, lo cual es relevante
para el valor terapéutico de esta planta en la migrafia y otras enfermedades (Groenewegen et
al., 1986), este bioensayo altamente reproducible es adecuado para el control de calidad como
un antagonista de la serotonina que se utiliza en la terapia de la migrafia y que actia de esta

manera (Peroutka. 1997).

Evaluacion in-vitro del efecto en leucocitos polimorfonucleares (PMNL) de ser humano.

La actividad del extracto cloroférmico de las hojas de 7. parthenium ha sido evaluado
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empleando el bioensayo de la inhibicion de leucocitos polimorfonucleares en humanos (in-
vitro), evaluandose asi mismo por este bioensayo a la partenélida la cual es considerada como
un compuesto importante para determinar la actividad bioldgica del extracto de la planta, pero
no se considera el Gnico componente farmacolégicamente activo (Brown er al., 1997).
El estudio del extracto de acetona de T. parthenium, consistié en determinar la actividad
antiinflamatoria de esta planta, empleando leucocitos polimorfonuclearcs.de ser humano (in-
vitro). En ese estudio se determiné la actividad del extracto, asi como de dos compuestos
presentes en esta planta (germandlido v la partenélida). Este bioensayo representa una forma
representativa para evaluar la actividad farmacoldgica de T. parthenium (Brown et al., 1997).
Otro estudio parecido a! anterior describe que la liberacion de la serotonina en las
plaquetas fue inhibida por el extracto de cloroformo / metanol de las hojas secas de T
parthenium. La agregacion de plaquetas de ser humano fue considerablemente inhibida, pero
la sintesis de tromboxano no se llevo a cabo. El extracto también inhibe la liberacion de
vitamina B unida a proteinas de PMNs, inducida por varios agentes. Asi mismo los autores
concluyen que el efecto del extracto de cloroformo / metanol de Santa Maria en las plaquetas
es diferente del obtenido con otros inhibidores de agregacion plaquetaria y del efecto en
PMNs en donde es mas pronunciado y ha sido obtenido a concentraciones muy elevadas de

agentes no esteroidales y anti-inflamatortos {Heptinstall et al., 1985).

D) Bloqueo de la corriente de potasio dependiente del voltaje. El extracto cloroférmico de las
hojas frescas de T. parthenium reduce la inactivacion de la corriente de potasio dependiente
del voltaje a concentraciones relacionadas con Clsp de 56 pg/mL. Se tiene un bloqueo
completo de la corriente si se incrementa la concentracion a 1 mg/mL. Este efecto puede ser
explicado por el extracto de T. parthenium que bloquea los canales abiertos de potasio. Solo
en células aisladas de la arteria de la oreja de conejo, el extracto cloroférmico de T.
parthenium reduce la corriente de potasio dependiente del voltaje, pero al mismo tiempo no
tiene efecto en la corriente que surge como una consecuencia de la activacién de los canales
de potasio dependientes de calcio. Estos resultados sugieren que el extracto cloroférmico de

las hojas de T. parthenium contienen una sustancia no conocida capaz de ser selectiva, en el
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bloqueo de canales abiertos de voltaje dependiente de los canales de potasio (Barsby ef al.,
1993).

E) El extracto cloroférmico de Tanacetum parthenium puede inhibir el comportamiento de

F)

las plaquetas por medio de la neutralizacion de grupos sulfidrilo. El extracto cloroférmico
de jas hojas de T. parthenium puede inhibir el comportamiento de las plaquetas de ser
humano por su efecto sobre los grupos sulfidrilo. En este estudio se ha obtenido evidencia del
modo de accién. i) Compuestos que contienen grupos sulfidrilo tal como cisteina y N-(2-
mercaotopropionil) glicina impiden la inhibicién de! comportamiento de las plaquetas por T.
parthenium. ii) El extracto cloroférmico de T. parthenium y la partendlida (uno de los
compuestos activos de la planta). drésticamente reduce el nimero de grupos sulfidrilo
solubles en 4dcido en plaquetas. Este efecto ocurre también a concentraciones similares a esas
que inhiben la actividad secretoria de las plaquetas. iii) 7. parthenium en si no reduce la
formacion de polimeros de proteina por puentes disulfuro en las plaguetas, pero la formacion
de polimeros ocurre cuando se adicionan agentes como el dcido araquidonico a plaquetas
tratadas con 7. parthenium. iv) T. parthenium provoca cambios en el metabolismo del acido
araquidonico en forma similar a aquellos observados en las plaquetas con glutation

disminuido (Heptinstall et af., 1987).

Actividad de compuestos extraidos de Tanacetum parthenium en la liberacion de
histamina en células de rata. El extracto cloroformico de las hojas secas de T. partheniu;n
produce una inhibicion dosis dependiente de la liberacién de histamina de células estimuladas
del peritoneo de rata con IgE o el ionéforo de calcio A23187. Esta inhibicion de la liberacion
de la histamina es diferente a la inhibicion provocada por cromoglicato y quercetina, por lo

gque se piensa que el extracto tiene un inhibidor novedoso (Hayes and Foreman, 1987).

G) Inhibicién de 5-lipo-oxigenasa y ciclo-oxigenasa en leucocitos. El extracto cloroformico de

las hojas frescas de T. parthenium y de los productos comerciales de la hoja seca, produce la

inhibicion de la generacion de tromboxano Bz (TXB3). leucotrieno Bs (LTBa4) en leucocitos de
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peritoneo de rata y leucocitos polimorfonucleares de seres humanos. Los valores de 1Cso estan
en el rango de 5-50 pg/mL. la inhibicion de TXB; y LTBs ocurre en paralelo. En si T.
parthenium contiene una mezcla compleja de lactonas sesquiterpenicas que inhiben la sintesis
de cicosanoides de alta potencia y que esta accion bioquimica puede ser relevante para
afirmar la accién terapéutica de la planta (Summer et al., 1992).

H) Otras actividades. A la Santa Maria se le han atribuido otras propiedades como repelente de
insectos. insecticida. asi como inhibidor de la fagocitosis, inhibicion de la agregacién
plaquetaria, antitrombdtica, tiene actividad antibacteriana in vitro, inhibe fa liberacién de
histamina y tiene actividad citotoxica (Voyno-Yasenetskaya e! al.; 1088).

En estudios farmacolégicos del extracto cloroférmico de hojas frescas de 7. parthenium,
se midi6 la respuesta de contraccién y relajacién en preparaciones de anillos de aorta de
conejo y rata. donde se determino que la respuesta vascular en aorta de rata es irreversible
(Barsby et al., 1992; Barsby et al., 1993).

Asi mismo el extracto cloroformico de T. parthenium también inhibe la contraccién del
musculo liso en preparaciones aisladas de anillos de aorta de conejo, en un tiempo
determinado no especifico y de manera irreversible (Hay er al., 1994). '

El extracto acuoso de T, parthenium a concentraciones elevadas (50-200 pg/mL) inhibe a
los productos metabdlicos de la ciclo-oxigenasa y de la lipo-oxigenasa en leucocitos de
peritoneo de rata, ambos productos del metabolismo del 4cido araquidonico (Capasso, 1986).

La partentlida aislada del extracto cloroférmico de las hojas secas de T. parthenium,
inhibe la expresion de COX-2 y las citocinas proinflamatorias (TNFa y IL-1) en
lipopolisacaridos (LPS) estimulados por macrofagos de rata. La funcién estructural a-
metilen-gama-lactona le confiere el efecto inhibitorio (Hwang e al., 1996).

Se aislé un compuesto del extracto cloroférmico de las hojas, flores y semillas de T.
parthenium conocido como tanetina. Las pruebas farmacolégicas indican que la tanetina
podria contribuir a las propiedades anti-inflamatorias atribuidas a T. parthenium, por
inhibicion de la generacién de eicosanoidos pro-inflamatorios, empleando peritoneo de rata
activado con leucocitos por el ionoforo de calcio 23183, a una concentracién de 40 uM pero
se considera que no es el inico compuesto presenie en la planta con esa actividad (Williams
et al.. 1995),
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2.3.4 ESTUDIOS CLINICOS.

Las hojas de Santa Maria se han sometido a estudios clinicos bien disefiados para evaluar su
actividad en contra de la migraiia. En uno de ellos se evalu6 la eficacia de las hojas de esta planta
como profilactico de la migrafia en un estudio doble ciego con un placebo en el que participaron
20 pacientes. Los 10 pacientes que recibieron el placebo tuvieron un incremento significativo en
frecuencia y severidad de dolor de cabeza, ndusea y vomito con la aparicién de efectos severos
indeseables. en los primeros meses del estudio. Los otros 10 pacientes que recibieron las hojas
secas de Santa Maria no presentaron cambios en frecuencia y severidad de los sintomas de la
migrafa. Esto proporciona bases de que la planta tomada como profilactico previene los ataques
de este padecimiento (Johnson et al.. 1985).

Los resultados anteriores fueron confirmados por otro estudio realizado siguiendo un disefio
aleatorio cruzado en el cual participaron 72 pacientes. Se registraron diariamente la frecuencia y
severidad de los ataques de migrafia en los pacientes participantes. De este estudio se concluy¢
que el tratamiento con la planta reduce la severidad, en el niimero de ataques de migrafia y la
intensidad del vomito, (empleada a una concentracién de 70 a 114 mg por capsula, donde se
contiene de 2-19 umol de partendlida por cdpsuia), sin embargo el tiempo de duracién de los
ataques no se alteré. Tambicn se concluyo que la planta no produjo efectos colaterales de
importancia (Murphy et al., 1988).

Se realizo un estudio parecido a los mencionados anteriormente en donde participaron 57
pacientes (47 mujeres y 10 hombres), los cuales se dividieron en dos grupos al azar. El estudio
realizado fue un doble ciego placebo controlado. Los resultados demostraron que T. parthenium
causa una reduccién significante en la intensidad del dolor, asi como una disminucién de los
sintomas tipicos usualmente relacionados con los ataques de migrafia, (como son vomito,
nauseas, sensibilidad a la luz y al ruido, etc.), en comparacion con el tratamiento con el placebo
(Palevitch et al., 1997).

La Santa Maria también se ha investigado en el tratamiento de la artritis reumatoide. En un
estudio con 41 pacientes de! sexo femenino las cuales recibieron de 70 a 86 mg de planta o

placebo en una dosis diaria durante 6 semanas. siguiendo un disefio experimental doble ciego. No
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se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en mas de 15 parametros
analizados. Lo que llevé a concluir que la planta no proporciona beneficios en el tratamiento de la

artritis reumatoide (Pattrick ef al.. 1989).
2.3.5 OTROS ASPECTOS.

Control de calidad

Tres méto;ios fisicos son empleados para cuantificar la cantidad de partendlida y determinar
la autenticidad de T parthenium en varios productos comerciales de Santa Maria (HPLC,
Espectroscopia RMN y HPLC con derivacion). Asi como también un método biolégico con la
finalidad de determinar la actividad de T. parthenium. El contenido de partendlida varia
significativamente y en muchos productos no se encontro, por lo que se considero que se debe a
la parte de la planta empleada (hoja, flor, tallo, semillas o raiz), ya que estudios anteriores
describieron que el contenido de partendlida varia dependiendo de la parte de la planta. En este
articulo se sugiere cuantificar la cantidad de partenolida, con la finalidad de determinar la

estandarizacion de la planta y asi realizar su control de calidad (Heptinstall et al., 1992).

Productos Comerciales

En Canada se comercializa un producto a base de T. parthenium aprobado por la Canda’s
Health Protection Branch para la prevencion de la migrafia. Esta autoridad sanitaria recomienda
una dosis de 125 mg de hoja seca de T. parthenium debidﬁmente certificada con un contenido
minimo de 0.2% de partendlida. En México se comercializan capsulas con planta seca (parte

aérea) de T. parthenium, es importante sefialar que se trata de planta no cultivada en México.
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2.4 TABLETAS

Las tabletas son preparados sélidos que se obtienen por compresion o moldeado y
contienen el o los principios activos y los aditivos. Generalmente son de forma de disco, plano,
ranurado y de tamaio variado y que cuando es necesario, puede ser cubierto por una pelicula que
no modifica la forma original. Existen una variedad amplia de tabletas tales como: Efervescentes,

sublinguales, de accién v liberacion prolongada. vaginales y masticables (FEUM, 20060).
2.41 METODOS PARA LA ELABORACION DE TABLETAS.

Existen tres métodos principales para la fabricacion de tabletas que a saber son: método de
fabricacion por compactacion directa, por granulacién seca y por granulaciéon himeda, depende
de las propiedades y cantidad de principio activo gque lleva la formulaciéon (Banker and
Anderson, 1988; King y Schwartz, 1995; Informacién técnica, 1982).

El método de compresion directa, como su nombre lo dice, consiste en la obtencion de tabletas
por compresion directa del material en polvo sin haber sido modificado en su naturaleza fisica.
Antes, la compresion directa se reservaba para un pequefio grupo de productos quimicos
cristalinos que poseian todas las caracteristicas fisicas necesarias para la formacién de tabletas,
Este grupo comprende sustancias tales como sales de Potasio y Cloruro de Amonio. Estos
materiales poseen propiedades cohesivas y de fluidez que posibilitan ia compresién directa.

En formulaciones de compresién directa. el excipiente es el responsable de conferir
caracteristicas aceptables de flujo y compresibilidad, ademas algunas veces éstos actian como
desintegrantes. Para tabletas en donde el principio activo constituye el mayor porcentaje del peso
total de la tableta. es necesario que el activo posea las caracteristicas fisicas requeridas para la
formulacion por compresion directa (fluidez y compresibilidad). A pesar de sus limitaciones
relativas con los firmacos ya sea a nivel de dosificaciéon altas o niveles de dosificacion
extremadamente baja. la compresion directa es un buen proceso de seleccion cuando en una

formulacion la concentracion del principio activo estd entre el 10 % y el 30 %.
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El uso de este proceso, fuera del rango mencionado, va a depender del flujo y la
compresibilidad del principio activo. Pero con una buena eleccién de los excipientes, es posible
superar las limitaciones de compresibilidad y poca fluidez intrinseca del principio activo, pues
hoy en dia con las nuevas tecnologias e innovaciones de los diluyentes para compresion directa se
ha venido a resolver este problema.

Otros pardmetros que se deben considerar, son la distribucion del tamafio de particula de
algunos excipientes. que pueden hacer que el farmaco se distribuya con mayor o menor
homogeneidad a ciertos farmacos en el mezclador. La compresibilidad cualitativa de algunos
diluyentes disminuyen rédpidamente conforme la concentracién del ingrediente activo aumenta,
reduciendo su potencial de carga ¥ la humedad relativamente alta que tienen algunos excipientes
que pueden afectar la estabilidad del farmaco.

Actualmente la compresién directa se define como el proceso por el cual las tabletas se
comprimen a partir de una mezcla de polvos, de principio activo y excipientes (diluyentes,
desintegrantes y lubricantes). esta mezcla debe fluir uniformemente dentro de la matriz y formar
con ello un compactado firme. En esté método no se lleva a cabo la humectacion,
consecuentemente tampoco el secado de los polvos.

La simplicidad del proceso de compresién directa es obvia. Sin embargo, la aparente
simplicidad puede causar fracasos iniciales. en los cambios de forrnulaciones de granulacidn
hiimeda a compresion directa. Se requiere de una nueva aproximacion critica a la seleccion de los
materiales (excipientes). observando principaimente las propiedades de flujo de los polvos
mezclados y los efectos de las variables de la formulacion sobre la compresibilidad (Banker and
Anderson, 1988; King y Schwartz, 1995; Informacién técnica, 1982).

Algunas de las ventajas son:
» Ahorro en tiempo. nimero de anélisis, equipo. etc.

» Involucra solo las pruebas de pesado, mezclado y comprimido.

N

Existe mayor estabilidad fisica y quimica.

Es de menor costo.

Y
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Algunas de las desventajas:
» Las diferencias en tamafio de particula y densidad. entre el principio activo y el diluyente
pueden causar una uniformidad de contenido pobre, principalmente en dosis bajas debidoa un

mal mezclado.

‘r

En dosis grandes del principio activo se pueden presentar problemas en la compresién si el

farmaco no es facilmente comprimible por si solo.

‘4

Existe la formacion de cargas electrostéticas en los polvos por comprimir, formadas durante
el proceso de tamizado y mezclado.

» Menor velocidad de tableteado

Método de granulacién por via seca, ¢s una técnica eficiente en situaciones donde la dosis
cfectiva de un farmaco es alta para la compresion directa y el farmaco es sensible al calor,
humedad o ambas, las cuales impiden llevar a cabo la granulacién por via himeda. Se requieren
dos etapas de compactacion para obtener la tableta, precompresién y compresion final. El polvo
mezclado es comprimido a alta presién para dar una masa de comprimidos de mayor densidad.
Estos son reducidos para producir un granulado seco disponible para una compresion final

(Banker and Anderson. 1988; King y Schwartz, 1995: Informacion técnica, 1982).

Método de granulacién por via bimeda. es un método convencional para convertir los polvos
en granulados con propiedades adecuadas de flujo y cohesividad para ser comprimidos.

Los granulados humedos se obtienen al unir los polvos por medio de un aglutinante en vez de una
compactacién. La técnica emplea una solucion, suspension, pasta o jarabe que contiene un agente
aglutinante, el cual es adicionado a la mezcla de polvos, sin embargo dicho aglutinante puede ser
agregado en seco y el liquido se vierte solo, para formar una gran masa himeda la cual es secada
y procesada en forma de un granulado (Banker and Anderson, 1988; King y Schwartz, 1995;

Informacién técnica, 1982).
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2.42 EXCIPIENTES EMPLEADOS EN LA ELABORACION DE TABLETAS

Diluventes.

Son productos inertes cuya finalidad es dar volumen a la tableta cuando el principio
activo. por si solo, no es suficiente para producirio. En algunas ocasiones la dosis del principio
activo es tan alta que no se requiere e! uso de diluyentes. Como ejemplos tenemos al: fosfato de
calcio. sulfato de calcio, carbonato de calcio. lactosa, celulosa, almidén seco entre otros (Banker
and Anderson. 1988; King y Schwartz, 1995: Informacién técnica, 1932).

Para la seleccion de un diluyente se deben considerar los siguientes criterios:
1. Debe ser fisicamente inerte.
2. Debe ser fisicamente y quimicamente estable con si mismo, en combinacién con los

principios activos y los demas excipientes de la tableta.

3. No debe ser xico.

4. Debe ser disponible comercialmente en el pais donde ¢l producto sea manufacturado.
5. Debe tener un costo aceptable.

6. No debe presentar contraindicaciones para algin segmento de la poblacion.

7. No debe interferir en la biodisponibilidad del principio activo.

Aglutinantes.
Son sustancias empleadas en el proceso de manufactura de tabletas por compresion

himeda o seca para ligar los polvos activos y ciertos excipientes formando los granulos,
impartiendo cohesién al material en el polvo que se desea comprimir. En una granulacién
hiimeda son adicionados en solucién para la formacién de una masa himeda que posteriormente
da origen al granulado himedo. En el proceso de compresion seca se adicionan en seco para
promover la formacion de comprimidos cohesivos. Entre los materiales usados mas comunmente
se encuentran: almidén, gelatina y azucares tales como sucrosa, glucosa, dextrosa y lactosa, etc

(Banker and Anderson, 1988: King y Schwartz, 1995 Informacion técnica, 1982).
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Desintegrantes.

Son productos que se adicionan en algunas formulaciones de tabletas para facilitar ¢l
rompimiento o desintegracién del comprimido cuando entra en contacto con el liquido del tracto
gastrointestinal. Los desintegrantes tienen la funcion de atrapar el agua dentro de la tableta,
hinchandose y provocando el rompimiento de la misma. Dicha fragmentacién puede ser critica
para la subsecuente disolucién del principio activo y para una biodisponibilidad satisfactoria. Los
materiales que sirven como desintegrantes se han clasificado quimicamente como almidones.
arcillas. celulosas, alginatos, gomas y polimeros-combinados. Como ejemplos se encuentran el
almidon de maiz. almidén de papa. metilcelulosa. glicolato sodico de almidén, etc (Banker and

Anderson, 1988; King y Schwartz, 1995; informacion técnica, 1982).

Lubricantes, antiadherentes y deslizantes.

Son compuestos que se adicionan a la mezcla de polvos o de granulados, para reducir la
friccidn entre )a tableta y las paredes de la matriz durante la compresion facilitando la expulsién
de la tableta. El mecanismo de los lubricantes, resulta de reducir la adherencia de la porcion polar
de moléculas con largas cadenas de carbono, a la superficie metilica de las paredes de la matriz.
Como ejemplos de lubricantes tenemos al talco, estearato de magnesio, estearato de calcio, 4cido
estedrico, aceites vegetales, polietilen glicol. etc (Banker and Anderson, 1988; King y Schwartz,
1995; Informacién técnica, 1982).

Antiadherentes
Son productos empleados para prevenir que se pegue algin componente de la mezcla del

producto a las caras de los punzones o de la pared de la matriz.

Deslizantes.

El mecanismo de accion de los deslizantes se ha estudiado por varios investigadores,
quienes proponen que los deslizantes participan de la siguiente forma:

Tienen la funcion de mejorar la fluidez del polvo o granulado dando un efecto de
rodamiento al reducir la friccion entre particulas. Como ejemplos tenemos al dioxido de silicio

coloidal y al talco. entre otros.
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I. La dispersion de las cargas electrostaticas sobre la superficie de la granulacion.
La distribucién del deslizante en la granulacion.

La minimizacién de fuerzas de Vander Waals por separaci6n de los granulos.

La reduccidn de la friccion entre particulas y superficies rugosas por la adherencia del
deslizante a la superficie de la granulacion (Banker and Anderson, 1988; King y Schwartz,
1995; Informacidn técnica, 1982).

2.43 PARAMETROS REOLOGICOS.

Mas que cualquier otro proceso, las formulaciones por compresion directa dependen en
mayor grado de las propiedades de los excipientes y de la optimizacién de la compresibilidad,
fluidez y lubricacion de la mezcla de polvos. No debe pasarse por alto la importancia de la
estandarizacion de las propiedades funcionales de los materiales y los pardmetros de mezclado.

Durante la caracterizacion de polvos v granulados se utilizan pardmetros de tipo
reolégicos tales como densidad aparente, densidad compactada, velocidad de flujo, dngulo de
reposo, distribucién de tamao de particula, % de compresibilidad (Indice de Carr) e Indice de
Hausner, los cuales permiten evaluar fisicamente las caracteristicas macroscopicas, tanto del
principio activo como de los excipientes.

Dichos resuitados permiten predecir el comportamiento del principio activo y excipientes
durante el proceso de manufactura y son de gran utilidad para elegir la formulacion mas
adecuada, ya que estos factores pueden afectar las propiedades finales de los comprimidos como
la velocidad de disolucién, friabilidad, desintegracidén y variacién de peso (Banker and

Anderson, 1988; King y Schwartz. 1995; Informacion técnica, 1982; O’Connor et al., 1995).
2.44 COMPATIBILIDAD DE COMPONENTES
Los estudios de interaccion entre ¢l principio activo y los excipientes se realizan con el fin

de determinar una lista de excipientes que pueden utilizarse de manera sistematica en la forma

farmacéutica final,
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El uso de técnicas cualitativas para este tipo de estudios es frecuentemente satisfactorio, si
sc¢ ve desde el punto de vista objetivo para detectar los cambios del principio activo en la
presencia del excipiente.

Las técnicas mds frecuentemente empleadas son: técnica de reflactancia difusa,
espectrofolometria, cromatografia en capa fina y técnica termal, como ejemplos de esta ultima
tenemos a la calorimetria de barrido diferencial y al andlisis térmico diferencial, los cuales son
ampliamente empleados en estudios de interaccion entre principios activos y excipientes en
estado sélido.

La eleccion de los excipientes ¢s otra &rea para la investigacion de preformulaciones. El
tipo y nivel de impurezas en cicrtas substancias farmacéuticas “inertes” y sus caracteristicas
fisico-quimicas es importante para la cleccion optima de los excipientes en la formulacién final
(Radenbaugh y Ravin, 1995; Vadas, 1995; Shami er al., 1988; Informacién técnica, 1982,
Venkataram ef al., 1995, Angberg et al.. 1990).
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3. JUSTIFICACION

El Tanacetum parthenium se utiliza para ¢l tratamiento de la migrafia, existen varias
formulaciones en forma de tabletas y cépsulas que incluyen como principio activo a las hojas de
esta planta a una dosis terapéutica de 125 mg. En México crece esta planta, sin embargo no se
utiliza como materia prima para la claboracion de este tipo de medicamentos a pesar de que s¢
utiliza en la medicina tradicional mexicana para ese mismo fin. Las hojas de T. Parthenium que
crecen en México no contienen partendlida. metabolito al que se le atribuye la actividad
biolégica. sin embargo no existe informacién de que carezca de actividad biolégica. Estas dos
caracteristicas motivaron a que se realizara en primer lugar el estudio de su actividad biolégica,
asi como el control de calidad como materia prima, para elaborar medicamentos herbolarios y
con ello proponer una formulacion para elaborar tabletas por compresion directa de las hojas de
T, Parthenium cultivada en México.

Sabemos que en la actualidad no todas las plantas medicinales cuentan con un control de
calidad, por lo que en el presente trabajo se propone una monografia que incluye los controles de
calidad con los que deben cumplir las hojas de T. parthenium cultivada en México para garantizar
su calidad.

El presente trabajo se realizo en colaboracién con la compafiia Helm de México S. A. La
cual propuso una formulacién, a la que se le realizaron modificaciones con base a la
compatibilidad de los excipientes con la planta y a la dosis de las hojas de T. parthenium,

llagandose a la formulacion final descrita en este trabajo.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Comprobar la actividad biolégica y la presencia de partendlida en el extracto de Tanacetum
parthenium. Elaborar una monografia para e! control de calidad de la hoja de Santa Maria
(Tanacetum parthenium), asi como proponer una formulacién de tabletas obtenidas por

compresi6n directa empleando hojas de Tanacerum parthenium de origen nacional.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comprobar la actividad bioldgica del extracto de Tanacetum parthenium, como relajante
vascular.

2. Determinar la presencia de partenélida en la hoja de Tanacetum parthenium cultivada en
México, por un analisis de CG-EM.

3. Realizar los siguientes controles, para las hojas de Tanacetum parthenium cultivadas en
México, empleadas como materia prima vegetal, de acuerdo a los lineamientos propuestos
por la OMS 1988, para plantas medicinales. ldentificacién del material vegetal, elementos
extrafios, contenido de cenizas, fibra cruda, material extraible, perdida al secado, indice de
hinchamiento, limite microbiano, ausencia de microorganismos patogenos y metales pesados.

4. Proponer una formulacion por compresion directa para elaborar tabletas de las hojas de Santa
Maria (Tanacetum parthenium), empleando materia prima vegetal mexicana y llevando a

cabo el control de calidad del producto.
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5. METODOLOGIA

En el diagrama | se describe la metodologia general que se llevé acabo.

5.1 BIOENSAYO PRELIMINAR DE LA RELAJACION DEL MUSCULO LISO DE
AORTA DE RATA.

El extracto cloroférmico se prepar6 de la siguiente manera: Se pesaron 50 g de hojas secas y
se maceraron ;')or 7 dias, posteriormente se filtrd y se concentré a sequedad. De este extracto se
tomaron las cantidades necesarias para proponer las suspensiones de extracto en agua destilada
con trazas de tween 80.

Para el estudio se utilizaron ratas wistar de 200-250 g, los animales se sacrificaron por
desnucamiento, se extirpo la aorta del segmento toracico y se colocé el tejido en una caja Petri
con solucién de Krebs cuya composicidn fue la siguiente para preparar un litro: NaCl 6.9 g,
Glucosa 2.1 g, Bicarbonato de sodio 2.1 g, Cloruro de potasio 0.35 g, MgSOs 0.35 g, KHzP 0.16
g. Cloruro de calcio 0.37 g, EDTA 0.01 g. posteriormente se cortan anillos de 2 mm.

En camaras verticales para tejidos aislados se incubaron los anillos cortados, en solucion de
Krebs, manteniendo las preparaciones a una temperatura de 37 °C con burbujeo continuo de 95 %
0.y 5 % CO,. En estas condiciones, un extremo del tejido se sujeté al fondo de la camara y el
otro extremo se ato al transductor de desplazamiento de fuerza FT03 que estd acoplado a un
poligrafo Grass-7D, previamente calibrado a una sensibilidad de 2 mV/cm, la tensién inicial
empleada en el tejido fue de 1 g. '

Los tejidos se estabilizaron en la solucién de Krebs durante 30 minutos, cambiando la
solucion de Krebs cada 10 minutos. Pasando este periodo se adiciono a la cdmara fenilefrina
(10°°M) con la finalidad de producir la contraccién del tejido. Una vez producida la contraccién
se adiciond Acetiicolina a las siguientes concentraciones 102, 1027, 10'3, 1073, 10%, 10%3, 107,
105,10, 107, 10”7 (M), con la finalidad de valorar la respuesta. Se lavé y se dejo reposar por
15 minutos, para que se estabilice el tejido. Se afiadié nuevamente fenilefrina (10'6M) y se
adicioné a la camara el material de prueba (disuelto en Agua con trazas de Tween-80), preparado

de la siguiente manera: se pesaron 10 mg del extracto de cloroformo, al cual se le adiciond una
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MATERIAL VEGETAL
Hoja pulverizada
' | I
Blogns_ayo Anélisis por Pruebas Estabilidad Reologia de las
preliminar CG-EM de control de las hojas . _
de calidad hojas pulverizadas

Compatibilidad Hoja-Excipiente

Eleccion de los excipientes de la formulacion

Reologia para la mezcia de polvos

Tabletas por compresion directa Pruebas  de
proceso

Pruebas a granel

Recubrimientos de las tabletas

Pruebas del producto terminado

Diagrama 1. Metodologia general para el control de calidad y elaboracién de las tabletas con

las hojas de Tanacetum parthenium.
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gota de tween-80 y un mililitro de agua destilada, de aqui se tomaron 0.1 mL y se adicionaron a
las cémaras, para obtener una concentracion de 100 pg/mL. Lo mismo se realizé para los 30 mg
del extracto de cloroformo y obtener una concentracién de 300 ug/mL. En el mismo experimento
se corrié un control con el vehiculo (Agua con trazas de Tween-80).

Se realizaron seis repeticiones del experimento.

5.2 ANALISIS POR CG -EM

1) Cromatografia de Gases acoplado a espectofotometria de masas.

Se realizé la separacién de componentes del extracto cloroférmico, empleando la técnica de
cromatografia de gases acoplado a masas, tanto la separacion de los compuestos del extracto,
como el analisis de la partentlida se llevé a cabo en un cromatégrafo de gases HP acoplado a un
espectrometro de masas modelo Jeol J MS-SX102A, mediante la inyeccion de 0.1 pL de cada una
de las muestras de prueba en una columna capilar HP-5 part number 190913-413 Ph Me Silicone.
Se utiliz6 helio como gas acarreador, a una presion manométrica de 0.6 l(.g,/c:m2 y con un flujo de
2 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo a 300 °C, la temperatura de la columna inicial
fue de 50 °C y se programé para alcanzar una temperatura de 300 °C con un calentamiento
gradual de 20 °C/min (Técnica empleada en los Lab. USAL Fac. de Quimica, UNAM).

5.3 PRUEBAS DE CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL

Los procedimientos descritos a continuacidn son los recomendados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 1988) y la Real Farmacopea Espafiola para el control de calidad del
material vegetal. Algunos de ellos, ya se encuentran descritos en la edicién vigente de la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM, 2000). Asi como también se
consideraron los limites establecidos en la USP 24 para Tanacetum parthenium.

La adquisicion del material vegetal se realizé en el Mercado de Sonora (México D. F.). Esta
muestra fue recolectada en el mes de Agosto de 1998, proveniente del estado de Puebla. El

material vegetal fue identificado taxonémicamente por un botanico y el ejemplar de herbario esta
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depositado en ¢! Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSSM), con el

nuomero 13622,

53.1 IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DEL MATERIAL VEGETAL.

La identificacion del material vegetal se llevé a cabo mediante un analisis cromatografico
cualitativo en capa fina, para la cual se emplearon placas de vidrio recubiertas de gel de silice con
un espesor de 0.25 mm (Silica gel FzsaMerk), utilizando un extracto estandarizado y una
referencia autentica.

La muestra se prepard de la siguiente manera: 5 g de la hoja pulverizada. se extrajeron por
maceracion con una mezcla de CH:Cla:Metanol (1:1) por 24 horas a temperatura ambiente (22
°C). Al término de la extraccién la solucién resultante se filtré y se concentro a presion reducida.
El extracto resultante se reconstituyé con 15 mL de la mezcla CHCl3:Metanol (1:1). La
aplicacién de la muestra (20 pL) se realiz6 con una micropipeta en forma de gota. Se corri6 junto
con un extracto estandarizado de la hoja de T. parthenium y una referencia autentica de
partendlida (1 mg en | mL de metanol).

El proceso de elucion se llevo a cabo con el sistema CH,Cl;:Acetona en proporcion 85:15 y
como agente cromogeno se utilizo vainillina-H;SOs (Sol. 1, 5% 4cido sulfiirico en etanol, Sol. 2,
1% vainillina en etano!). Se visualizo la piaca con luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365
nm): posteriormente se revel6 con el cromogeno antes descrito (rociar la placa con 10 mL de la
solucion 1. e inmediatamente después con 10 mL de la solucion 2), para el desarrollo de color fue

necesario calentar por cinco minutos a 100 °C aproximadamente.

5.3.2 ELEMENTOS EXTRANOS

Se pesaron 100 g de hojas frescas y se extendieron sobre una superficie apropiada formando
una capa delgada. Los elementos extrafios se detectaron con ayuda de una lupa (X 6). Se
separaron los elementos extrafios, cabe destacar que el tallo y las flores del arbusto se

consideraron elementos extrafios, se pesaron y se calculé el porcentaje que representan. Se
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realizaron 6 repeticiones y los resultados se expresaron con respecto a 100 g de planta fresca

(Real Farmacopea Espaiiola, 1997).
5.3.3 FRAGMENTACION DEL MATERIAL VEGETAL

La hoja fresca libre de elementos extrafios, se seco a temperatura ambiente en una superficie
plana y posteriormente se procedi6 a fragmentarla en un molino Thomas-Willey Modelo 4 a

tamafio de polvo fino {malla 200).
5.3.4 CONTENIDO DE CENIZAS

A) Cenizas totales

En un crisol previamente puesto a peso constante, se pesé 1 g de la hoja pulverizada. La
muestra sé precalcino con un mechero cuidando de no perder material en ninglin momento.
Posteriormente se incineré a 600 °C + 25 °C hasta que el registro del peso fue constante.
Finalmente se dej6 enfriar en un desecador, se peso y se calculd el por ciento de cenizas totales.
Se trabajaron 5 repeticiones independientes y los resultados se expresan con respecto a 1 gramo
de planta seca (FEUM, 2000; OMS, 1988).
B) Cenizas insolubles en dcido

En un crisol previamente puesto a peso constante, se afiadi6 el residuo obtenido en la
determinacioén de cenizas totales y se agregaron 15 mL de égua y 10 mL de 4cido clorhidrico
concentrado. La mezcla antes se cubrid con un vidrio de reloj y se calento hasta ebullicién
suavemente durante 10 minutos, al termino de este tiempo la mezcla resultante se dejo enfriar y
se filiré el residuo obtenido a través de un papel filtro libre de cenizas, posteriormente se lavé con
agua caliente hasta que el filtrado fue neutro, el residuo obtenido se colocé en un crisol
previamente puesto a peso constante, se dejd secar y se calcind al rojo oscuro, posteriormente se
dejo enfriar en el desecador y se peso. Se repiti6 la calcinacion hasta que la diferencia entre dos
pesadas sucesivas no fue superior a 1 mg. Se realizaron 5 repeticiones y los resultados se
expresaron con respecto a | gramo de planta seca (FEUM, 2000: OMS. 1988; Real Farmacopea
Espaiiola. 1997).
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5.3.5 DETERMINACION DE FIBRA CRUDA.

Para determinar la cantidad de fibra cruda presente en el material vegetal, se pesaron 2 g del
material vegetal, y se extrajeron mediante un proceso de reflujo con 50 mL de éter etilico durante
30 minutos. Al termino de la extraccion se eliminé por decantacién el éter etilico y se adiciono al
residuo obtenido 200 mL de una solucién 1:78 de acido sulfirico en ebullicién. La mezcla
resultante se sometio a un proceso de reflujo durante 30 minutos con agitacién suave. Al termino
de la extraccion, la solucién resultante se filtro a través de un lienzo de lino y se lavo con agua
caliente hasta que e! filtrado fue neutro. El residuo sélido asi obtenido nuevamente se sometié a
un proceso de reflujo con una solucién de hidréxido de sodio al 1.25% (libre de carbonato de
calcio). La mezcla resultante se filtro a través de papel filtro libre de cenizas y el residuo se lavo
con agua caliente hasta que el filtrado fue neutro. Posteriormente, el residuo se seco a 110 °C
durante 3 horas. Este procedimiento se repitié hasta que el peso fue constante.

Finalmente. el residuo junto con ¢l papel filtro se calcino en una mufla a 600 °C + 25 °C,
durante 3 horas. La calcinacion de la muestra se repitié hasta que el peso fue constante. Se
realizaron 5 repeticiones y los resultados se expresaron con respecto a | gramo de planta seca. El
porcentaje de fibra cruda se calculo empleando la siguiente formula: 100 (P xC)/M

Donde P representa el peso del residuo seco obtenido a 100 °C; C es el peso obtenido

después de su calcinacion a 600 °C y M es el peso de la muestra (FEUM, 2000).

5.3.6 DETERMINACION DE MATERIAL EXTRAIBLE.

Este método determina la cantidad de constituyentes extraibles con diferentes disolventes y
se especifica como sustancias extraibles en alcohol, en alcohol diluido y en hexano.

Se prepararon tres extractos diferentes con hexano, etanol y etanol-agua (70:30) de acuerdo al
siguiente procedimiento: en un matraz conico apropiado, se introdujo 4.0 g de la hoja pulverizada
y 100 mL de disolvente. Se agitd constantemente durante las primeras 6 horas y se dejé en reposo
hasta que transcurrieron 24 horas. Se filtr6 rapidamente, sin perder el disolvente y se transfirieron

25 mL del filtrado a un matraz previamente tarado, posteriormente se evapor6 a sequedad en un
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baito de agua. Se secé el residuo a 105 °C durante seis horas, se dejo enfriar en un desecador
durante 30 minutos y se peso. Se calculé ¢! contenido de material extraible en mg por g de planta
seca. Se trabajaron 5 réplicas por tratamicnto y los resultados se expresaron con respecto a |
gramo de planta seca (OMS, 1988).

53.7 DETERMINACION DE PERDIDA AL SECADO.

Se colocé sobre la charola de aluminio de la Termobalanza (Termobalanza Ohaus modelo
6010) 3 g de la hoja pulverizada. Sc accioné la termobalanza durante 15 minutos a 80 °C y se
registré la lectura del porcentaje de humedad perdida. Se realizaron 6 repeticiones y los

resultados se expresaron con respecto a 3 gramos de planta seca (OMS, 1988).

53.8 DETERMINACION DEL {NDICE DE HINCHAMIENTO.

Prueba preliminar. Se pes6 0.5 mg de la hoja pulverizada, se le adicioné 1 mL de 4cido
sulfirico diluido y 1 mL de una solucion saturada de carbonato de calcio. Como se presentd
efervescencia que indic6 una prueba positiva, se realizé lo siguiente: en una probeta graduada de
25 mL con tapdn esmerilado, se introdujo un gramo de la hoja pulverizada y se humedecié con |
mL de alcohol y se aftadié 25 mL de agua. Se tapo la probeta y agité enérgicamente cada 10
minutos durante un periodo de una hora. Se dejé en reposo durante 3 horas y se elimin6 por
decantacion la mayor parte posible del liquido retenido al nivel de la droga y las particulas de la
misma que flotan en la superficie del liquido. Se midié el volumen ocupado por ia droga,
incluyendo el mucilago que pudo estar adherido a la misma. Se efectuaron 3 ensayos simultineos.
Se realizaron 6 repeticiones y los resultados se expresaron con respecto a 1 gramo de planta seca

(Real Farmacopea Espaiiola, 1997).

539 DETERMINACION DE METALES PESADOS.

La metodologia a seguir fue la misma que para la determinacién de cenizas insolubles en
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4cido. Una vez obtenidas las cenizas insolubles en dcido, se determinaron los niveles de metales
pesados plomo, cadmio y mercurio en la hoja pulverizada por la técnica de absorcién atomica, la
cual consisti6 en: adicionar 10 mL de 4cido clorhidrico concentrado a la muestra de cenizas
insolubles en 4cido y mantenerla por 60 minutos en bafio de agua a ebullicion. Al terminé de esté
tiempo se filtré y aford a 50 mL. Se colocd la muestra en el equipo y se registr6 la lectura de los
resultados de plomo, cadmio y mercurio obtenidos, en el espectro Aanalyst 100 Perkin-Elmer, a
una longitud de onda de 283.3 nm.

El estandar se preparé a partir de una solucién Stock de plomo, cadmio y mercurio para

absorcion atémica. La flama fue una mezcla de Oxigeno-Acetileno.

5310 DETERMINACION DEL LIMITE MICROBIANO Y AUSENCIA DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS

5.3.10.1 Limites microbianos.

5.3.10.1.1 Recuento de organismos mesofilos aerobios

Preparacién de la muestra.

Las muestras a evaluar se prepararon de la siguiente forma: 10 g de la hoja pulverizada se
suspendieron en 90 mL de una disolucion de peptona-cloruro de sodio (pH 7.0) previamente
esterilizada (Apéndice I). A partir de la suspensién anterior, se prepararon 8 diluciones seriadas,
en donde | mL de la disolucién contenia aproximadamente entre 30 y 300 UFC (Unidades
Formadoras de Colonias).

Como controles positivos se emplearon en todos los ensayos las cepas de referencia indicadas
en el siguiente cuadro. E! mismo procedimiento se sigui6 para los controles negativos que
contenian unicamente la disolucion amortiguadora de peptona-cloruro de sodio. Se trabajaron
cinco réplicas independientes por muestra.

Microorganismos de referencia empleados para los diferentes ensayos.

Microorganismo Numero de cepa Medio de cultivo
Staphylococcus aureus ATCC 6538p Agar soya-caseina
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 Agar soya caseina
Salmonella typhi ATCC 6539 Caldo lactosa
Escherichia coli ATCC 10536 Caldo lactosa
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1. Recuento de bacterias (Método en placa).

Los ensayos se realizaron en cajas de Petri de 10 cm de didmetro interno. Para cada muestra
de prueba se prepararon 8 diluciones seriadas. de forma tal de obtener concentraciones finales de
100. 10. 1. 0.1 mg/mL 10, 1, 0.1, pg/mL y 100 ng/mL. A continuacion, se transfirieron a las cajas
de Petri 1 mL de las diluciones de prueba conteniendo las concentraciones antes indicadas y 15
mL del medio agar soya tripticaseina previamente esterilizado (Apéndice 1) y mantenido en un
bafio de agua a una temperatura aproximada de 45 °C-48 °C. Con movimientos rotatorios suaves,
se mezcl6 la alicuota de 1a muestra con el medio de cultivo. Posteriormente, se dejo solidificar el
medio a temperatura ambiente. Las placas se incubaron en posicion invertida a 35 °C durante 48
horas. Al finalizar el tiempo de incubacién. se procedid a contar con ayuda de una lupa el numero
de UFC. Se realizaron 5 réplicas y los resultados se expresaron con respecto a un gramo de planta
seca (OMS, 1988; FEUM. 2000).

El mismo proceaimiento se sigui6 para el control negativo que contenia Gnicamente solucion
amortiguadora. Como control positivo se emple6 una cepa de Escherichia coli. Se trabajaron

cinco réplicas independientes por muestra.

2. Método en tubo (Ndmero mas probable, NMP)

1 mL de las diluciones 107'-10°® se transfirieron a 8 tubos de ensayo conteniendo exactamente
9 mL de medio caldo soya tripticaseina, previamente esterilizado. Los tubos se incubaron a 33 °C
durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se procedi6 a contar el nimero de tubos que presentan
turbidez debido al crecimiento microbiano (FEUM, 2000).

Los resultados se expresaron como el nimero mas probable (NMP) de microorganismos por

gramo de planta seca utilizando la tabla 2 (Collins y Lyne, 1989}, se realizaron 5 réplicas.

5.3.10.1.2 Recuento de hongos filamentosos y levaduras (Método en placa).

El recuento de hongos filamentosos y levaduras se realizé de acuerdo a la metodologia
descrita en la seccién 5.3.10.1.1 (Recuento de bacterias). Para este ensayo se empleé como medio
de cultivo Agar Sobouraud-Dextrosa con cloramfenicol. Las placas se incubaron en posicion

invertida a 25 °C por un periodo de 5 dias.
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Los resultados se expresaron como el nimero de UFC por gramo de planta seca. Se
realizaron 5 réplicas (OMS, 1988; FEUM. 2000).

El mismo procedimiento se sigui6 para el control negativo que contiene unicamente solucién
amortiguadora, Como control positivo se empled una cepa de Candida albicans. Se trabajaron

cinco replicas independientes por muestra.

5.3.10.2 Identificacién de microorganismos patégenos
5.3.10.2.1 Identificaci6n de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp, Escherichia coli.
Pseudomonas aeruginosa

10 g de la hoja se suspendieron en 90 mL de la disolucion amortiguadora de peptona-cloruro
de sodio pH 7.0 (Apéndice 1). La suspensin anterior se agito para homogenizar y se incub6 a 37
oC durante 48 horas. Posteriormente, se prepararon aislamientos sobre placas con el medio sélido
agar cetrimida (Apéndice 1) y se incubaron a 37 °C por 48 horas. Posteriormente la placa de agar
cetrimida se comparé contra un control positivo de P. aeruginosa, asi como también con la
bibliografia correspondiente (Koneman et al., 1992; Finegold y Baron 1989; MacFadin, 1991).

PRUEBA DE LA OXIDASA: una tira de papel filtro se impregno con una disolucién al 1 %
de diclorohidrato de N,N,N’,N’tetrametil p-fenilendiamina y se colocé sobre ella una pequeia
porcion de la colonia sospechosa. La ausencia de una coloracion plrpura en 10 segundos fue
indicativa de una prueba negativa para P. aeruginosa. Como control positivo se emple6 una cepa
de P. aeruginosa.

Saimonella sp.

Preparacion de la muestra: 10 g de la hoja pulverizada se suspendieron en 90 mL de caldo
soya tripticaseina. La suspension anterior se agito para homogeneizar y se incubo a 35 °C durante
12 horas {OMS, 1988).

Ensayo primario: 10 mL del cultivo anterior se transfirieron a 100 mL del medio liquido
tetrationato, bilis y verde brillante. Ei cultivo anterior se incubo a 42 °C durante 24 horas. Al cabo
de este tiempo. se prepararon aislamientos sobre placas de agar Salmonella-Shigella, agar sulfito

de bismuto, agar xilosa, lisina y desoxicolato, y agar verde brillante (Apéndice I).
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Las placas se incubaron a 42 °C durante 48 horas. Posteriormente las placas de los diferentes
medios empleados se compararon contra un control positivo de Salmonella sp., asi como también
con la bibliografia correspondiente (Koneman er al.. 1992; Finegold y Barén 1989; Mac Fadin,
1991).

Ensayo secundario: Las colonias que presentaron las caracteristicas de bacterias del género
Salmonella. se transfirieron al medio s6lido agar triple azicar con hierro, mediante siembra en
superficie y profundidad. y se compararon los resuliados con la bibliografia correspondiente
(Koneman et al.. 1992; Finegold y Bardn 1989, MacFadin, 1991).

Escherichia coli.

Preparacion de la muestra: 10 g de la hoja pulverizada se suspenderon en 90 mL de caldo
lactosa (Apéndice I). La suspension anterior se agitd para homogenizar y se incubd a 35 °C
durante 3 horas. Transcurrido esté tiempo se sembro en agar Mac Conkey (Apéndice ) y agar
Eosina - azul de metileno. Las placas se incubaron a 42 °C durante 48 horas. Posteriormente las
placas de los diferentes medios empleados se compararon contra un contro! positivo de
Escherichia coli, asi como también con la bibliografia correspondiente (Koneman ef al., 1992;
Finegold v Barén 1989; MacFadin, 1991).

5.3.10.2.2 Identificacion de Staphylococcus aureus

La muestra a analizar se prepar6 de acuerdo a la metodologia descrita para P. aeruginosa.
Posteriormente, se prepararon aislamientos sobre placas de agar sal manitol, agar Voguel Johnson
y agar gelosa sangre y se incubaron a 37 °C por 48 horas. Después de las 48 horas, las placas de
los diferentes medios empleados se compararon contra un control positive de Staphylococcus
aureus, asi como también con la bibliografia correspondiente (Koneman er al., 1992; Finegold y
Barén 1989: MacFadin, 1991).

Se realizaron las siguientes prucbas bioquimicas, para las colonias sospechosas obtenidas en
los medios selectivos con la finalidad de determinar con certeza la presencia de algin

microorganismo patogeno (Koneman ef al.. 1992; Finegold y Barén 1989; MacFadin, 1991).
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TABLA 2. Nimero mas probable para usar con diluciones decimales y cinco tubos por dilucién

(Collins y Lyne, 1989)

Numero mas probable dado por P3

P P2 0 1 2 3 4 5
0 0 —— 0.018 0.036 0.054 0.072 0.090
0 ] 0.018 0.036 0.055 0.073 0.091 0.110
0 2 0.037 0.055 0.074 0.092 0.110 0.130
0 3 0.056 0.074 0.093 0.110 0.130 0.150
0 4 0.075 0.094 0.110 0.130 0.150 0.170
0 5 0.094 0.110 0.130 0.150 0.170 0.190
1 0 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.120
i ] 0.040 0.061 0.081 0.100 0.120 0.140
1 2 0.061 0.082 0.100 0.120 0.150 0.170
1 3 0.083 0.100 0.130 0.150 0.170 0.190
] 4 0.110 0.130 0.150 0.170 0.190 0.220
1 5 0.130 0.150 0.170 0.190 0.220 0.240
2 0 0.045 0.068 0.091 0.120 0.140 0.160
2 ] 0.068 0.092 0.120 0.140 0.170 0.190
2 2 0.093 0.120 0.140 0.170 0.190 0.220
2 3 0.120 0.140 0.170 0.200 0.220 0.250
2 4 0.150 0.170 0.200 0.230 0.250 0.280
2 5 0.170 0.200 0.230 0.260 0.290 0.320
3 0 0.078 0.110 0.130 0.160 0.200 0.230
3 1 0.110 0.140 0.170 0.200 0.230 0.270
3 2 0.140 0.170 0.200 0.240 0.270 0.310
3 3 0.170 0.210 0.240 0.280 0.310 0.350
3 4 0.210 0.240 0.280 0.320 0.360 0.400
3 5 0.250 0.290 0.320 0.370 0410 0.450
4 0 0.130 0.170 0.210 0.250 0.300 0.360
4 1 0.170 0.210 0.260 0.310 0.360 0.420
4 2 0.220 0.260 0.320 0.380 0.440 0.500
4 3 0.270 0.330 0.390 0.450 0.520 0.590
4 4 0.340 0.400 0.470 0.540 0.620 0.690
4 5 0.410 0.480 0.560 0.640 0.720 0.810
5 0 0.230 0.310 0.430 0.580 0.760 0.950
5 1 0.330 0.460 0.640 0.840 1.100 1.300
5 2 0.490 0.700 0.950 1.200 1.500 1.800
5 3 0.790 1.100 1.400 1.800 2.100 2.500
5 4 1.300 1.700 2.200 2.800 3.500 4.300
5 S 2.400 3.500 5.400 9.200 1600 | -
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Pruebas Bioquimicas

Rojo de metilo Fermentacion de Glucosa
Voges-Proskauer Fermentacién de Manitol
Citrato de Simmons Fermentacién de Lactosa
Sulfuro de H: Produccién de indol
Ureasa Sacarosa

Malonato Motilidad (SIM)

Citocromo oxidasa

5.3.10.2.3 ldentificacion de bacterias gram negativo
La identificacién de bacterias gram negativo se realizé mediante el emple6 del sistema
BBLCRYSTAL E/NF ID. Apéndice Il.

54 DESCRIPCION DEL ANALISIS REOLOGICO DE LAS HOJAS
PULVERIZADAS DE Tanacetum parthenium

1. Apariencia
Se tomo una muestra y se procedié de la siguiente manera, se realizé una seleccion de las
hojas pulverizadas y se analizd su apariencia (color, textura, olor), asi tambi¢n se buscaron

cuerpos extrafios al material vegetal analizado. Se realizaron seis repeticiones.

2. Determinacion de perdida al secado (FEUM, 2000)
Se colocd sobre la charola de aluminio de la Termobalanza Ohaus (modelo 6010) 5 g de la
muestra a analizar. Se accion6 la lampara durante 15 minutos a 80 °C y se registro la lectura del

por ciento de perdida al secado en la muestra. Se realizaron seis repeticiones.
3. Densidad aparente (Da) (Real Farmacopea Espafiola, 1997)

Se pesé una probeta de 50 mL vacia, sin tapon esmerilado y posteriormente se le adiciond la

muestra. Se levo el volumen ocupado por las hojas pulverizadas, se pesé la probeta con la
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muestra y se sacé por diferencias de peso. el peso de la muestra. Se realizaron seis replicas. Se
calculé la densidad aparente mediante la siguiente férmula:
Da = m/v
m = peso de la hoja pulverizada (g)
v = volumen ocupado (mL)

Da = Densidad aparente

4. Densidad compactada (Dc) (Real Farmacopea Espafiola, 1997)

Se tapé la probeta que contiene la muestra del anterior analisis con el tapon esmerilado y se
dej6 caer verticalmente 100 veces sobre una superficie lisa a una altura de aproximadamente 2.5
cm. Se midi6 el volumen ocupado y se calculé la densidad compactada con la siguiente formula.
Se realizaron seis repeticiones.

Dc = miv
m = peso de las hojas pulverizadas (g}
v = volumen compactado (mL)

Dc = Densidad compactada

5. % de Compresibilidad (Indice de Carr) (Carr, 1965)
Se calcul6 a partir de la siguiente férmula:
% Compresibilidad = ((Dc-Da)/Dc) x 100
Dc = densidad compactada
Da = densidad aparente

Se realizaron seis repeticiones

6. Indice de Hausner (Carr, 1965)
Se calcui6 a partir de la siguiente formula:
Indice de Hausner = Dc/Da
Dc = densidad compactada

Da = denstdad aparente Se realizaron seis repeticiones
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7. Distribucién del tamafio de particula (FEUM, 2000)

Se colocaron en forma ascendente las siguientes mallas base, 300, 250, 200, 120, 100, 80, 60
y 40. se tomo una muestra de 100 g de hoja pulverizada y se colocé en la malla 40,
posteriormente. se colocaron las mallas sobre el rotap y se sometieron a agitacién durante 20
minutos. Se peso la hoja pulverizada retenida en cada una de las mallas y se calculé el % en peso

retenido en cada malla.

5.5 ESTABILIDAD DE LAS HOJAS PULVERIZADAS DE Tanacetum parthenium

Para el estudio de estabilidad de la hoja, se siguié el procedimiento que a continuacion se
describe: 1 g de la hoja pulverizada fue sometido a diferentes condiciones de temperatura (40 °C,
50 °C, 60 °C: 40 °C/90% de humedad relativa), en estufas de estabilidad con temperatura
controlada a 15 dias. El material de empaque utilizado fueron frascos viales de vidrio con tapén
de hule.

La estabilidad de tas hojas se evalué por apariencia fisica (cambio de color, aspecto y olor) y
por comparacion de los espectros de U.V. de las muestras sometidas a las diferentes condiciones
con una muestra preparada en el momento, esto se llevé a cabo realizando un barrido de 250-500
nm y registrando la lectura del maximo de absorcion, lievando a cabo el siguiente procedimiento:
18 mg de la muestra en estudio fue sometida a un proceso de maceracion con 10 mL de metanol
durante 15 minutos. El extracto resultante se filtro, para obtener Ja concentracién requerida del
producto se transfirié 1 mL del filtrado a un matraz aforado de 10 mL y se llevé al aforo con
metanol, de esta dltima dilucion se realizo la lectura de la muestra. En un espectrofotémetro
Beckman digital modeto DU-65.

5.6 COMPATIBILIDAD DE COMPONENTES (Eleccién de los excipientes)
1. Estudio de compatibilidad por condiciones de temperatura y humedad extremas.

Para la realizacién del estudio de compatibilidad de las hojas de T. parthenium frente a los

diversos excipientes: celulosa microcristalina (Helmcel 200 MCC 102 NF), lactosa
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monohidratada USP 23/NF18 (Pharmatose DCL 11 USP/NF), glicolato sodico de almidén
USP/NF, estearato de magnesio y aerosil. se formaron mezclas 1:1, con mezclas finales de lg.
Las muestras se sometieron a las siguientes condiciones: 40 °C, 50 °C, 60 °C y 40 °C/90 % de
humedad relativa. Este estudio se llevé a cabo en estufas de estabilidad con temperaturas
controladas a 15 dias. Los materiales de empaque utilizados fueron frascos viales de vidrio con
tapén de hule.

La compatibilidad de las hojas pulverizadas frente a los excipiente se evalud por apariencia
fisica (cambio de color, aspecto y olor) y comparando los espectros de U.V.,, de las muestras
‘sometidas a las diferentes condiciones con una muestra preparada en el momento, como se

describe en la seccion 5.5,

2. Estudio de compatibilidad por calorimetria.

Como en el punto anterior, se formaron mezclas 1:1 de planta-excipiente. Se pesaron 300 mg
de muestra en ¢! crisol de aluminio y se colocaron bajo las siguientes condiciones: un flujo de
nitrogeno de 25 mL/min y una velocidad de calentamiento de 15 °C/min, en el calorimetro
(Modelo DSC7 Perkin-Elmer), posteriormente se accion6 este y se trabajo. Obteniendo los

termogramas reportados.

5.7 PROCEDIMIENTO DE MANUFACTURA

El procedimiento empleado en este trabajo para la elaboracion de la formulacién final (Tabla 10)

fue el siguiente:

A. Se pesaron 359.89 g de celulosa microcristalina (Helmcel 200), 85 g de lactosa
monohidratada (Pharmatese DCL 11), 34 g de glicolato sédico de almidén USP/NF,
354.11 g de hoja pulverizada, 8.5 g de estearato de magnesioy 8.5 g de aerosil.

B. Se paso a través de la malla manual No. 30 la celulosa microcristalina (Helmcel 200),
lactosa monohidratada (Pharmatose DCL 11), glicolato sédico de almid6én, por malia No.

80 el estearato de magnesio y el aerosil.
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. Se coloct la celulosa microcristalina (Helmncel 200), lactosa monohidratada (Pharmatose
DCL 11), glicolato sédico de almidén en un mezclador planetario y se mezclé por 20
minutos a 30 r.p.m.

. Se colocéd la mezcla de polvos en una bolsa de plédstico y fue tomada una muestra, para

realizar los controles de proceso siguientes:

%Humedad Angulo de reposo
Velocidad de Flujo Indice de Carr
Densidad Aparente Indice de Hausner
Densidad Compactada Apariencia

. Se Colocé la mezcia de polvos en un mezclador planetario, se agregd el estearato de
magnesio y el acrosil, se mezelo 5 minutos a 30 r.p.m.

Se procedi6 a tabletear la mezcla de polvos en una tableteadora monopunzonica (Modelo
Kilian & C, GMBH. Koln-Niehl, TypeKS 705030-214), realizando el control de proceso
siguiente:
Variacién de peso Friabilidad
Desintegracion Dureza
. Se colocd el producto en una bolsa y se procedid a realizar los andlisis correspondientes al

producto a granel.

Apariencia Desintegracion
Variacién de peso Peso promedio
Friabilidad Dureza
%Humedad

. Una vez realizados los andlisis indicados en el punto anterior, se procedié a recubrir las
tabletas por el método de pelicula fina con una capa incolora a base de Eudragit E 12.5, talco
y alcohol isopropilico.

Con base al peso de las tabletas se realizaron los cdiculos correspondientes para saber que
cantidad de Eudragit E 12.5, talco y alcohol isopropilico se requiere para recubrirlas. Se
colocaron las tabletas en el bombo. se colocd la pistola de aspersion y el aire, posteriormente

se procedid a recubrir las tabletas, bajo las siguientes condiciones:
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Presion de aspersion I Kg/cm®
Presi6n de trabajo 6 Kg/cm?
Velocidad de la bomba 9 rpm
Velocidad del bombo 14 rpm
Temperatura de inyeccion de aire 55°C

L. Se coloco el producto terminado en una bolsa y se procedié a analizar.

Apariencia Desintegracion
Variacion de peso Peso promedio
Friabilidad Dureza
Uniformidad de dosis %Humedad

Limites microbianos

5.8 DESCRIPCION DEL ANALISIS REOLOGICO DE LA MEZCLA DE POLVOS

1. Apariencia (Ver descripcion del anélisis reologico de las hojas pulverizadas, seccion 5.4)

2. Determinacién de perdida al secado (Ver descripcion del andlisis reolégico de las hojas

pulverizadas, seccién 5.4)

3. Densidad aparente (Da) (Ver descripcion del analisis reologico de las hojas pulverizadas,
seccion 5.4)

4. Densidad compactada (Dc) (Ver descripcion del anélisis reolégico de las hojas pulverizadas,

seccion 5.4)
5. Angulo de reposo (a) (Real Farmacopea Espafiola, 1997)

Se coloco el embudo sobre el anillo de hierro de tal manera que la punta del embudo quedé a

una altura de 5 cm de la base del soporte, se pesaron 40 g de la mezcla de polvos y se obstruyo la
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salida del embudo con una espétula, se adicion6 la mezcla de polvos pesada en el embudo. Se
retiro la espatula y se dejo caer el polvo. Se midid posteriormente la altura y el didmetro del cono
formado y se calculé el angulo de reposo con Ja siguiente férmula. Se realizaron seis repeticiones.
a=(H/R)
H= altura del cono (cm)

R= radio del cono (cm) a = Angulo de reposo

6. Velocidad de Flujo (VF)

Se pesaron 40 g de la mezcla de polvos, se colocaron en el embudo de acero inoxidable del
flujometro v se acciono el equipo. Posteriormente se registro la lectura del equipo, que fue el
tiempo en segundos que tardo en pasar el polvo. Se realizaron seis repeticiones. Se calculd la
velocidad de flujo con la siguiente férmula:

VF =mft
m = peso de la mezcia de polvos (g)
t = tiempo (s)
VF = Velocidad de flujo

7. % de Compresibilidad (Indice de Carr) (Ver descripcion del andlisis reolégico de las hojas

pulverizadas, seccion 5.4)

8. Indice de Hausner (Ver descripcion del andlisis reoléogico de las hojas pulverizadas, seccién
5.4)

5.9 DESCRIPCION PARA EL ANALISIS DE TABLETAS
1. Apariencia

Se tomo una muestra y se procedid de la siguiente manera, se analizd su apariencia (color,

textura. olor, tamario y forma). Se realizarén 6 repeticiones.
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2. Dureza (Farmacopea Britdnica. 1998)
Se tomaron 20 tabletas y se colocé una a una cada tableta en el Durémetro Schleuniger-ZF y

se acciond el equipo, se anot6 la dureza registrada. Se calculé el promedio de las 20 tabletas.

3. Peso promedio (USP 24, 1999)
Se pesé individualmente 20 tabletas en la Balanza Analitica Ohaus (modelo AS120) y se

anoto el peso. Se calculod el promedio de las 20 tabletas.

4. Friabilidad (USP 24, 1999)

Se tomaron 20 tabletas. se limpiaron con un cepillo y posteriormente se pesaron juntas, se
anotd el peso (PI) y se colocaron en el Fragilizador Erweka T. A, se accioné el equipo a una
velocidad de 20 r.p.m.. durante 5 minutos. Posteriormente se retiré cuidadosamente el polvo de
las tabletas con un pincel, se pesaron nuevamente y se anot6 el peso (PF). Se calcul6 el por ciento
de Friabilidad a partir de la siguiente férmula: '

%Friabilidad = (PF-PI) / PF) x 100

S. Tiempo de desintegracién (FEUM, 2000)

Se utilizé un Desintegrador Modelo Elecsa Des-30. Se colocaron 900 mL de agua destilada
en un vaso de 1000 mL, se calentd a bafio Maria el agua del vaso a una temperatura de 37 °C 2
°C y se depositaron en la canastilla 6 tabletas (una en cada tubo), se colocaron los discos, se
acciond el equipo y se comenzd a medir €l tiempo en que tardan en desintegrarse las tabletas

completamente.

6. Determinacién de perdida al secado (FEUM, 2000)

Se pulverizaron 65 tabletas equivalentes a 18 g. Se colocaron en la charola de aluminio vacia
de la Termobalanza Ohaus (modelo 6010) 3 g de la mezcla de polvos, se acciond la
Termobalanza durante 15 minutos a 80 °C. Se leyd en la Termobalanza el por ciento de humedad.

Se realizaron seis repeticiones.
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7. Uniformidad de dosis por el método de variacién de peso (USP 24, 1999}
Muestra

Se pesd con precision individuaimente 10 tabletas y se calculd la masa promedio. Se
pulverizaron y se tomaron 43 mg del polvo resultante, se pasaron a un matraz volumétrico de 10
mL y sé aforo con metanol. se filtré v se tomé una alicuota de 1 mL y se afor6 a 10 mL con
metanol.
Referencia

Se pesaron 18 mg de hoja pulverizada y se pasaron a un matraz volumétrico de 10 mL, se
aforé con metanol, se filtr6 y se tomé una alicuota de 1 mL y sé aforo a 10 mL con metanol.
Ambas muestras se leyeron en el Espectrofotometro Beckman digital (modelo DU-65), en UV a

320 nm.

8. Recuento de organismos meséfilos aerobios (FEUM, 2000)
Recuento de Bacterias (Método en placa). .

Se pulverizaron 40 tabletas para pesar 10 g y se procedi6 a realizar su control microbiologico,
como se describe en la seccién 5.3.10.1.1, se realizaron cinco repeticiones.

Después del periodo de incubacion se conté el nimero de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias). auxilidndose de una lupa. Se anot6 el promedio de colonias por dilucién y se informé
el nimero de UFC por tableta del producto. se consideré el factor de dilucion de ia muestra.
Recuento de hongos filamentosos y levaduras (Método en placa).

Se pulverizé el nimero de tabletas necesarias para pesar 10 g y se procedié a realizar su
control microbioldgico. como se describe en la seccién 5.3.10.1.2.

Después del periodo de incubacion se conté el numero de UFC, auxilidndose de un contador
de colonias. Se anot6 el promedio de colonias por dilucion, se registré el nimero de UFC por
tableta del producto, considerando el factor de dilucién de la muestra (FEUM, 2000).

Como no se observo desarrollo en la dilucién 1:10, se expresaron los resultados como: menos
de 10 UFC por tableta de! producto (FEUM, 2000).
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 BIOENSAYO PRELIMINAR DE LA RELAJACION DEL MUSCULO LISO DE
AORTA DE RATA.

La partendlida y los extractos cloroformicos de T. parthenium provocan vasorelajacion en
aorta aislada de rata (Barsby er al.. 1992; Barsby er al., 1993; Hay et al., 1994).

Una vez contraido el tejido con fenilefrina (10°M), se adicion6 el extracto cloroférmico de la
hoja de T. parthenium y se observod la relajacién del musculo liso de la aorta de rata en un 100%,
para la concentracién de 300 pg/mL y siendo menor para la concentracién de 100 pg/ml., como
se observa en la figura 2.

Este experimento preliminar, permitié demostrar que las hojas de 7. parthenium cultivadas en
Meéxico tienen la misma actividad vasorelajante, a pesar de no contener partenélida como se
menciona mas adelante en Ja seccién 6.2 (Figuras 2 y 4), que la descrita en la bibliografia para T.
parthenium que contiene partendlida. Lo cual indica que la planta cultivada en México, puede

contener otros metabolitos responsables de esta actividad.

6.2 ANALISIS POR CG-EM.

E! método de CG-EM nos permitié conocer la presencia de los diferentes compuesté)s
presentes en la planta, por medio de la resolucion y separacion de los constituyentes de la planta,
y también por su espectro de masas.

La presencia de la partendlida en el 7. parthenium se ha asociado a la actividad bioldgica de
la planta, de hecho se ha tomado como compuesto marcador para la estandarizacion de los
extractos de esta planta (Heptinstall ef al., 1992), sin embargo es conocido que T. parthenium que
crece en América carece de este compuesto y de manera arbitraria se ha descalificado como
materia prima para la elaboracion de formulaciones para el tratamiento de la migrafia
(Heptinstall. er al.. 1992: Romo ef al.. 1970).
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Mg 8wy Dexg

I. Extracto cloroféormico de la hoja de Tanacerum parthenium (Concentracion 100 pg/ml)

Adicién del Extracto

!

iy

Adicion de fenilefrina (10°M)

2. Extracto cloroférmico de la hoja de Tanacerum parthenium (Concentracion 300 pg/mL)

Adicion del Extracto

!

Adicion de fenilefrina (10°M)

Figura 2. Relajacion del musculo hso de aorta de rata.
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1. Partenélida
188
52
a1
T T T T T M T M T v T T T T T T T T T ¥ L T 1 " T
2 4 ) 8 18 12 14 i6 18 e gl 24 pad o 28

Tiempo (minutos)

2. Extracto cloroférmico de la hoja de Tanacetum parthenium
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Figura 3. Cromatogramas generados por CG-EM.
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Por lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo se decidi6 conocer si la planta T.
parthenium cultivada en México contenia partenélida, llevandose a cabo un andlisis por CG-EM
para el extracto de la planta y comparando el cromatograma obtenido contra su respectiva

referencia auténtica de partenélida (Ver Figura 3).

Los resultados obtenidos indican que la partenélida con un tiempo de retencién de 17.51
minutos no se encuentra presente en el extracto de las hojas de Tanacetum parthenium. El
extracto presenta compuestos con tiempos de retencidn cercanos a 17.51 minutos (Pico 21, tg =
17.35 minutos) con lo cual cabria la posibilidad de la presencia de la partendlida (Ver Figura 3).
Pero esto se descarta de manera definitiva ya que el espectro de masas fue muy distinto al de la
partendlida. Ademas el analisis por cromatografia en capa fina, que se empleo como técnica para
la identificacion de la especie, también demostrd la ausencia de la partenélida en los extractos
cloroférmicos de la hoja, flor y tallo, como se puede apreciar en la figura 4, encontrandose que el
Rf de la partendlida no coincidié con ninguno de los extractos cloroférmicos antes mencionados;
asi como tampoco el color azul-morado que caracteriza a la partendlida al ser revelada la placa
con el cromogeno, se observo en los extractos a ese mismo Rf, por lo tanto se puede decir que la
Santa Maria (Tanacetum parthenium) cultivada en México no presenta partenélida, pero si posee

actividad como se demostrd anteriormente (Ver Figura 2 y 3).

6.3 CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL (Hojas de Tanacetum

parthenium).

Ante el incremento significativo en el uso de los medicamentos herbolarios a partir de los
afos sesenta, se ha evidenciado la necesidad de asistir a las autoridades regulatorias, a
organizaciones cientificas y a fabricantes con informacion actualizada y autorizada.

Un reflejo de la presencia creciente de los medicamentos herbolarios y un indicador de
tendencias futuras se manifiesta en la apremiante preocupacion por parte de la OMS (OMS,
1988) por definir los criterios basicos para evaluar su calidad, seguridad y eficacia. Asi mismo

este organismo internacional planteo la necesidad de elaborar monografias especificas para cada
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planta medicinal. que incluya los métodos generales de control de calidad. En el caso de la planta
medicinal objeto del presente estudio, la edicién vigente de la Farmacopea de los Estados Unidos
de Norteamérica (USP 24), contiene la monografia para evaluar la calidad de esta planta. Sin
embargo en México no se cuenta con una monografia que describa la estrategia metodoldgica

para evaluar la calidad de esta especie.

La identificacién de la especie Tanacetum parthenium se llevo a cabo con un analisis
cualitativo por cromatografia en capa fina, se prepararon extractos de cloroformo del tallo, flor y
hoja, y se compararon cromatograficamente con un extracto estandarizado y con una solucién
estandar de partendlida. Como se puede observar en la figura 4, los extractos analizados son
cromatograficamente similares con el extracto de referencia, la unica diferencia es que este
aitimo presenta una ligera coloracién al mismo Rf que la partendlida (Rf de la partenolida 1.23
cm) y de! mismo tono de color. Lo que nos indica que e! extracto de referencia si presenta
partenolida y las muestras analizadas ( hoja, flor, y tallo) no presentan este ‘metabolito, ya que
ninguno de los extractos analizados presenta una coloracién al mismo Rf de la partenélida.

El proceso de control de calidad se inicio con la determinacién de elementos extrafios, el
material vegetal examinado mediante inspeccion visual se encontrd libre de contaminacién por
materias organicas (insectos, animales pequefos. etc), no obstante se encontraron materias
extrafias como plastico, piedras, polvo, etc., las cuales constituyen en promedio el 0.41% con
relacién al peso de la planta. Es importante destacar que la flor y el tallo, se consideraron
elementos extrafios, ya que no constituyen la planta vegetal propiamente dicha. Los elementos
extraios pueden ser un indicativo de la manipulacién que ha sufrido la planta y en consecuencia
sufrir una disminucion en sus propiedades terapéuticas por contaminacién, ademas de provocar
un mal aspecto al material vegetal y también causar interferencia en las pruebas de control
posteriores.

Una vez realizada la determinacion de elementos extrafios, se procedi6 a secar las hojas de 7.
Farthenium y a fragmentarlas en un molino Thomas-Willey modelo 4 a tamafio de polvo fino
(malla 200). con la hoja pulverizada se realizaron los diferentes ensayos de control de calidad.

Como se desprende de los resultados obtenidos en la Tabla 3 los valores obtenidos en la
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Figura 4. Cromatografia en capa fina.

1. Tallo 2.Flor 3.Extracto de referencia 4. Hoja 5. Partenélida
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presente investigacion se encuentran en armonia con los limites reportados en la USP 24. Sin

embargo. en el caso particular del contenido de cenizas totales se observo una pequefia diferencia

en el resultado obtenido y su respectivo limite. Es importante dejar en claro que el contenido de

cenizas 1otales se encuentra sujeto a variaciones ontogénicas y de tipo geografico (suelo, clima,

etc.,). En la tabla 3 se resumen los resultados del control de calidad efectuados al material

vegetal.

TABLA 3. Control de calidad del material vegetal (Hojas de Tanacetum parthenium).

hexano

PRUEBA RESULTADOS (media y LIMITES USP
desviacion estindar)

**Elementos extrafos 041 +0.10 10.0 %
**Perdida al secado 6.77+0.15 10.0 %
*Cenizas totales 13.032 + 0.076 13.0 %
*Cenizas insolubles en 0.92 +0.09 3.0%
acido

**Indice de hinchamiento 258 £ 22.56 -
*Material extraible en 1.643 £ 0.205 -

*Material extraible en
Etanol - Agua 70 %

7.6206 £ 0.1424

No menos del 15 %

*Material extraible en
Etanol

3.2924 £ 0.2737

*Fibra cruda 0.0689 £ 0.0106 -

*Metales pesados No maés del 0.002 %
Plomo 1.25 ppm

Cadmio Ausencia

Mercurio Ausencia

*Bacterias aerobias totales

2.54 x 10°/ gramo de muestra

Presencia de Klebsiella oxytoca

*Hongos y levaduras

Menos de 10 UFC /gramo de
muestra

*NMP

2.2 x 10°/ gramo de muestra

La cuenta total de bacterias no
ebe de ser mayor de 10,000 por
ramo.

Debe presentar ausencia de
almonelia, E. coli, S. aureus

Cada valor representa el promedio de *5 6 **6 repeticiones independientes y se encuentran expresados en porcentaje

Recuento de microorganismos aerobios viables totales.

El recuento de microorganismos aerobios viables totales, se determino por los métodos de

recuento en placa (UFC) y dilucion serial (NMP) (FEUM, 2000). Mediante la aplicacién de estos
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métodos. se realizo tanto el recuento de bacterias como de hongos filamentosos y levaduras. Los
resultados de estas determinaciones indican que el material vegetal objeto de estudio presenta una
cuenta microbiana total de 2.54 x 10° microorganismos por gramo de muestra. Los resultados
obtenidos rebasan el limite establecido por la OMS (1x10° UFC/gramo), para plantas medicinales
de consumo humano. Sin embargo en el campo de los productos alimenticios se considera que la
carga microbiana total tiene una importancia relativa con respecto a la ausencia de
microorganismos patégenos y al limite en el nimero de enterobacterias. Por otra parte el material

vegetal cumple con los requerimientos para la contaminacién por hongos y levaduras.

Determinacion de microorganismos patégenos.

Debido a que la cuenta de bacterias acrobias fue muy elevada y siguiendo los procedimientos
de la OMS (OMS, 1988), se realizaron pruebas para microorganismos patdgenos (Escherichia
coli, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylacoccus aureus).

La identificacion de microorganismos patégenos en la planta pulverizada se realizo mediante
la evaluacion de las caracteristicas metabélicas de los microorganismos en diferentes medios de
cultivo.

Para la identificacion de la especie Staphylococcus aureus, se utilizaron los medios de
manitol sal agar, Vogel Jonson y agar sangre de camero, de manera general las caracteristicas
morfolégicas de las colonias desarrolladas por el material vegetal no corresponden con las
caracteristicas morfologicas desarroliadas por la cepa de referencia.

En el caso de la especie Pseudomonas aeruginosa no se presentd crecimiento microbiano en
la superficie del medio agar cetrimida, asi mismo las pruebas bioquimicas caracteristicas de este
microorganismo dieron negativas, como lo es la produccién de la enzima citocromoxidasa que es
caracteristica de esta especie.

Para identificacién de la especie Escherichia coli se emplearon los medios MacConkey y
EMB (eosina — azul de metileno), cabe destacar que la morfologia de las colonias desarrolladas
en la superficie de estos medios no corresponde con las caracteristicas descritas en la literatura
para estos microorganismos.

Finalmente la identificacion de la especie Salmonella sp se realizo utilizando los medios de
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agar XLD, agar sulfito de bismuto, agar verde brillante y agar Salmonella-Shigella. De manera
general las caracteristicas morfologicas de las colonias desarrolladas por el material vegetal no
corresponden con las caracteristicas desarrolladas por la cepa de referencia.

Los resultados de estas evaluaciones sugieren que el material vegetal se encuentra libre de
contaminacién por microorganismos patgenos, sin embargo para la confirmacion del resultado
se realizaron pruebas bioquimicas adicionales. Los resultados de estas evaluaciones se resumen
en la Tabla 4.

Un anélisis comparativo de los resultados obtenidos en la Tabla 4, con aquellos reportados en
la literatura sugieren que la especie recuperada pertenece al genero Klebsiella.

Con la finalidad de corroborar Ja presencia del genero Klebsiella, se emple6 un kit comercial
BBLCRYSTAL. (Equipo para la identificacién de patogenos entéricos/no fermentantes), para la
identificacién de bacterias gram-negativas Este Kit contiene 30 sustratos bioquimicos diferentes y
de acuerdo con el anlisis estadistico realizado por el sistema, los resultados fueron 99.6 %
reproducibles de acuerdo al certificado del equipo.

El analisis detallado de estos estudios permitié comprobar fa presencia de la especie
Klebsiella oxytoca. Esta bacteria es considerada como parte de la flora fecal normal, algunas
cepas se encuentran en el medio ambiente. Lo cual explica su presencia en el material vegetal. Se
han aislado de tracto respiratorio, orina, heridas y sangre (Finegold and Barén, 1989).

Considerando el origen de la muestra (Mercado de Sonora), era de esperarse tanto una cuenta
microbiana elevada. como la presencia de algiin microorganismo de origen fecal, debido a que las
condiciones en el cultivo y la recoleccién del material vegetal no fueron las ptimas bajo las
cuales se debe tratar un material vegetal que se va a emplear para el consumo humano. Ya que no
se cuenta con la infraestructura adecuada como serian cultivos de plantas dedicadas al uso
exclusivo de consumo humano, regadas y tratadas de la manera més higiénica posible y que se¢
encuentren en un control de calidad continuo. No se justifica la presencia de Klebsiella oxytoca,
pero la ausencia de microorganismos patégenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhi (considerados en los documentos de la OMS, 1988),
nos deja ver que a pesar de la contaminacion tan elevada del material vegetal, este no podria

legar a ser causa de muerte para ! humano. También se debe considerar que es una practica
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comin en este tipo de productos la esterilizacién por diferentes medios, dependiendo de los
constituyentes quimicos de la planta, con lo que se conseguird tener un producto libre de
microorganismos.

Para una mejor calidad del material vegetal y considerando la mala calidad en el cultivo de la
planta, asi como su recoleccion y afiadiendo que no se cuenta con un cultivo adecuado para la
produccion de la planta medicinal con fines farmacéuticos. Se recomienda esterilizar el material
vegetal mediante procedimientos indicados en la monografia, antes o una vez concluido el
proceso de tableteado. En la tabla 3 se resumen los resultados del control de calidad efectuados al

material vegetal.

TABLA 4. Resultados de las pruebas bioquimicas para bacterias presentes en las hojas de
Tanacetum parthenium. asi como los resultados reportados en la bibliografia para enterobacterias

y P. Aeruginosa.

Prueba Bioquimica | Hoja de | Klebsiella | Escherichia | Salmonella | Salmonella | Pseudomona
Santa | oxytoca coli typhi s.p aeruginosa
Maria
Rojo de metilo - - + + + -
Voges-Proskauer + + - . N _
Citrato de Simmons + + - - + +
Sulfuro de Ha - - - + + -
Fermentacion de
Lactosa + + + - - -
Glucosa + + + + + -
Manitol + + + + + -
Motilidad (SIM) - - + + + +
Produccién de Indol + + + - - -
Ureasa + + - - - v
Malonato + + - - R +
Sacarosa + + - - - -
Citocromoxidasa - - - - - +

{ -) Prucba negativa  (+) Prueba positiva  (v) Prueba variable

Los resultados obtenidos para ei control de calidad de las hojas de Tanacetum parthenium

nos llevan a la propuesta de una Monografia, como se describe a continuacion.
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MONOGRAFIA PROPUESTA PARA LAS
HOJAS PULVERIZADAS DE Tanacetum
parthenium (L) Schultz-Bip., Asteraceae

Nombre Cientifico Tanacetum parthenium
(L) Schultz-Bip., Asteraceae.

Sinénimos.  Chrisaniemum parthenium L.
Bernh., Leucanthenum parthenium (L.} Gren y
Go'rdon, y Pyretrum parthenium.

Nombres Comunes Santa Maria, Altamisa,

Manzaniila Silvestre, Matricaria, Quinina
silvestre, =~ Amarganza, Hierba  Santa,
Mastranzo.

Descripcion. Es un arbusto pequefio de 15 a
60 cm de alto. Las hojas tienen un color verde
amarillo, son alternas, pecioladas, ovaladas y
divididas pinadamente, tienen los bordes lisos
o crenados. Las flores, que aparecen en julio a
octubre, estan dispuestas en corimbos de hasta
30 piezas, con algunas florecillas blancas
alargadas y otras amarillas en forma de disco
con bracteas involucradas cubiertas de pelusa.
Las flores se parecen a las de la manzanilla
(Matricaria chamomilla) con la que algunas
veces se confunde.

Procedencia. Especie originaria de Iran. Irak
y de Europa. En México se encuentra
distribuida en los estados de Chiapas, Oaxaca,

Guerrero, Morelos. Tlaxcala y Veracruz.
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Composicién. Destaca la presencia de
lactonas sesquiterpenicas.

Usos. Se ha utilizado como febrifugo, para el
tratamiento de la artritis, la migrafia y el
asma.

Apariencia. Las hojas secas y pulverizadas
presentan una textura suave al tacto Yy
presentan un color verde obscuro.

QOlor. Caracteristico fuertemente aromatico,
penetrante.

Sabor. Amargo

Elementos extraiios. No mas del 0.51%
Cenizas totales. No mas del 13.11%
Cenizas insolubles en scido. No mas del
1.02%

Perdida al secado. No mas del 6.92%
Indice de hinchamiento.
280.56%

No mas del

Material extraible en hexano. No menos
del 1.44 %

Material exraible en Etanol-Agua 70%.
No menos del 7.76%

Material extraible en Etanol. No menos del
3.57%

Fibra cruda. No mas de 0.079%

Metales pesados.

Plomo menos de 10 ppm

Cadmio menos de 0.3 ppm

Mercurio menos de 0.1 ppm
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Ver guia de la OMS (OMS; 1988) del control
de medicamentos herbolarios.

Microbiologia

El material vegetal debe mostrar ausencia de
microorganismos patégenos tales como:

* Salmonella nphi

s  Salmonella sp

e Staphylococcus aureus

¢ Pseudomonas aeruginosa

El limite maximo aceptable para otros
microorganismos es de:

No mas de 10°/g Bacterias aerobias

No mas de 10'/g Escherichia coli

No mas de ]03/g de otras enterobacterias que
no sean Salmonella.

No mas de 10%/g Hongos y Levaduras

Ver guia de la OMS (OMS; 1988) del control

de calidad para medicamentos herbolanos.
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6.4 REOLOGIA DE LAS HOJAS PULVERIZADAS DE Tanacetum parthenium

La hoja pulverizada hasta polvo fino (malla 200) presenta un color verde obscuro y al tacto su
consistencia es aceitosa.

Los resultados obtenidos en el porcentaje de compresibilidad (Indice de Carr) e Indice de
Hausner indican que el flujo es pobre. esto puede deberse a la consistencia de aceite que presenta
la hoja comparada con los principio activos utilizados para la elaboracién de medicamentos
al6paticos, por lo tanto se requiere el empleo de un elevado porcentaje tanto de lubricante, como

-de deslizante, para mejorar las condiciones de flujo, de tal manera que se facilite el proceso de
tableteado. Los resultados de estas determinaciones se resumen en la Tabla 5. Como se puede
observar en la Gréfica | la compactacion de la hoja pulverizada se mantiene constante después de
60 golpes, lo que nos indica que nuestro polvo es facilmente compactable ya que los espacios de
aire entre cada particula son pequefios, esto se puede apreciar con el valor de compactacién el
cual es apreciable siendo de 39.96 %.

La finura de un polvo puede expresarse, en relacion a los tamices que cumplen las
especificaciones de los tamices no analiticos, ya que cuando la finura de un polvo se determina
por tamizado, se define en funcién del nimero o nimeros del tamiz o de los tamices utilizados.

La distribucién del tamafio de particula se realizo empleando la metodologia descrita en ¢l
punto 7 de la seccién 5.4. En la tabla 6 y la Grafica 2 se observa la distribucion del tamafio de
particula, donde se ve claramente que la mayor parte se encuentra retenida en la malla No. 120,
siendo el porcentaje retenido en la malla de 22.326 %, por lo que se considera que tiene un
tamafio de particula de 125 pm y una distribucion homogénea, donde el histograma de
frecuencias presenta una distribucion normal. Por lo que se podria considerar que su distribucién
es aceptable. Esta caracteristica de polvo fino y su pobre fluidez hace concluir que la forma de la
particula es irregular, los polvos de plantas presentan estas formas ademas de cierta abrasividad y

cohesividad durante su manejo.
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TABLA 5. Reologia de las hojas pulverizadas de Tanacetum parthenium.

PRUEBA LIMITE RESULTADO
Apariencia Polvo de color verde olivo de Polvo de color verde
consistencia suave y aceitosa al obscuro
tacto
Perdida al secado Alrededor del 10 % 6.77 %
Densidad aparente (Da) Sin limite 0.344 g/mL
Densidad compactada (Dc) Sin limite 0.573 g/mL
Indice de Carr (% de|% Compresibilidad Flujo 39.96 %
compresibilidad) 12-16 Buena
18-21 Regular Flujo muy pobre
22-35 Pobre
33-39 Muy pobre
Indice de Hausner Valores < 1.25 indican buen flujo 1.66
Valores >1.5 indican pobre flujo_ Flujo pobre

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones.

Ao 4

13 1

0

% de Compactacion

Is e 15 30 35 40 43 S0 35
Namero de golpes

&0 63 1o s 30

Grifica 1. Por ciento de compactacién de las hojas pulverizadas de Tanacetum parthenium
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TABLA 6. Distribucion del tamafio de particula de las hojas pulverizadas de Tanacetum

parthenium,
Malla Peso de las hojas % Y%
En Peso En Peso Acumulado

40 0.043 0.04 0.04
60 2.866 2.87 2.91
80 11.368 11.37 14.28
100 19.262 19.26 33.54
120 22.326 22.33 55.87
200 19.153 19.15 75.02
250 16.929 16.93 91.95
300 6.329 6.33 98.28

Base 1.721 1.72 100.00

99.997 100

NOTA: Promedio de dos determinaciones.

25

% del peso de la hoja pulverizada

60 80 100

Nimero de malla

Grifica 2. Histograma de la distribucién del tamarfio de particula, de las hojas pulverizadas

de Tanacetum parthenium
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6.5 ESTABILIDAD DE LAS HOJAS PULVERIZADAS DE Tanacetum parthenium

Los resultados obtenidos (Tabla 7 y 8). demuestran que no se present6 degradacion de la hoja
de Tanacetum parthenium debido a que no se observo cambio fisico de color en la hoja
pulverizada al analizarla visualmente, as{ como también no se present6 variacion en el maximo
de absorbancia del extracto metandlico. en las muestras sometidas a las diferentes condiciones de
temperatura y humedad (40 °C, 50 °C, 60 °C; 40 °C a 90 % de humedad relativa), al comparar los
espectros de U.V de las muestras sometidas a las diferentes condiciones con una muestra

preparada en el momento.

6.6 COMPATIBILIDAD DE COMPONENTES (Eleccién de los excipientes).

Los excipientes de la formulacién, para las tabletas por compresién directa de Tanacerum
parthenium, se seleccionaron con base a los resultados obtenidos en las pruebas de
compatibilidad excipiente-hoja pulverizada. Realizados de dos maneras, compatibilidad por
condiciones extremas de temperatura y humedad (Tabla 7 y 8) y compatibilidad por calorimetria

(Termogramas, apéndice 111).

El fosfato de calcio dibasico tiene la propiedad de ser diluyente, por lo que se considero para
los estudios de compatibilidad de esta formulacién, se tiene qhe en las pruebas de compatibilidad
los resultados mostraron que interaccion6 demasiado con la planta, ya que se observo un cambio
notable en la coloracién de la muestra pasando de un color verdoso a un color café-verdoso
(Tabla 7 y 8), asi como también un cambio notable en el termograma (Apéndice Iil, Figura 5a).
La lactosa anhidra también considerada para esta formulacion, presenté una mayor interaccién
con la planta en los estudios de compatibilidad, que la lactosa monohidratada también
considerada en la formulacién, por lo que se selecciond a esta Gltima como agente diluyente, ya
que el unico inconveniente fue que presenté una ligera interaccion a altas temperaturas {60 °C) y

con 90 % de humedad relativa a 40 °C y aun asi es mucho menos la interaccion que presenta
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comparada con los anteriores diluyentes propuestos {Tablas 7 y 8; Apéndice 111, Figuras 2a, 5a y
8a).

Otro diluyente que se selecciono para la formulacién, fue la celulosa microcristalina 200,
que presenta casi los mismos resultados de compatibilidad que la celulosa microcristalina 100 a
excepcion de los obtenidos a la temperatura de 40 °C a 90 % de humedad relativa, en donde se
observa una mayor interaccion de esta aitima con la planta (Tablas 7 y 8). Debido a esta pequefia
diferencia, que se puede apreciar mejor en los termogramas, ya que en el rango de temperaturas
de 150 °C a 190 °C, si comparamos los termogramas de la celulosa microcristalina 200 y 100 con
. el de la hoja, podemos observar un cambio en este rango para la celulosa microcristalina 100, lo
cual no sucede con la celulosa microcristalina 200, ya que se mantiene parecido al termograma de
la hoja (Apéndice I1I. Figuras la. 3a y 4a), por lo que se opto por seleccionar a la celulosa
microcristalina 200.

Como agente desintegranté’ se empled glicolato sédico de almidén, el cual no mostré
interaccion apreciable con las hojas (Tablas 7 y 8; Figura 7a).

Como lubricante y deslizante se tiene en la formulacién al estearato de magnesio y al
aerpsil. donde la mayor interaccién planta-excipiente con el estearato de magnesio se observo a
temperaturas elevadas (60 °C) y a la temperatura de 40 °C con humedad relativa de 90% (Tabla 6
y 7, Apéndice ll1, Figuras 6a y 10a). Es importante mencionar que también tiene propiedades
antiadherentes. El aerosil también presenté interaccion, pero considerando las condiciones del
estudio con respecto a la proporcion planta-excipiente (1:1) y sabiendo que en la formulacién se
encuentran en un porcentaje muy bajo (1%), estos resultados obtenidos de los estudios de
compatibilidad para el estearato de rhagnesio y el aerosil no reflejan la realidad en la formulacion
de la tableta, ya que si hay una interaccidn esta seria menor que los resultados obtenidos, debido a
la proporcion en la que estarian en la formulacion. Esto dltimo también seria aplicable a los
demads excipientes empleados en la formulacién ya que todos los estudios de compatibilidad
fueron 1:1 y en la formulaciéon la relacion es diferente, sin embargo es indicativo de las
interacciones potenciales. _

El plasdone que es un agente cohesivo presentd una interaccidon marcada con la planta por lo

que no se consideré como excipiente de esta formulacion. Ademds, va anteriormente se habia
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seleccionado a la lactosa monohidratada que presenta mejores resultados en las pruebas de
compatibilidad y que ademas de ser diluyente tiene propiedades cohesivas (Vertabla 7 y 8). Los
termogramas de los estudios de compatibilidad se presentan en las figuras la a la 10a del
apéndicé I11. donde se pueden ver cambios notables y no solamente en el rango de temperatura de
150 °C a 190 °C, como sucede con otros excipientes, esto se puede verificar si se comparan los
termogramas de la hoja pulverizada con los de la mezcla de polvos del plasdone-hoja
pulverizada.

En el caso de medicamentos herbolarios (fitomedicamentos) es dificil elegir los excipientes
que van a ser empleados, debido a que no sélo es un principio activo, sino una mezcla de
compuestos y es dificil encontrar que ninguno de los excipiente interaccione con los componentes
de la hoja. Pero siempre existe la posibilidad de que alguno interaccione, en una forma minima,
esto debido a la composicién tan compleja de la planta. Por fo tanto se eligieron los excipientes
que presentaron menor interaccion en las pruebas de compatibilidad, como se mostrd en las tablas
7 y 8. asi como en las figuras del apéndice 111, donde los termogramas realizados demostraron
que los excipientes que interaccionaron con la hoja pulverizada presentaron un cambio notable en
el rango de temperaturas de 150 °C a 190 °C y los que interaccionaron demasiado mostraron un

cambio en todo el termograma.
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ESTUDIO DE INTERACCION DE LOS EXCIPIENTES Y LAS HOJAS
PULVERIZADAS DE Tanacetum parthenium, TABLAS 7Y 8.

TABLA 7. Evaluacién por apariencia fisica de las hojas pulverizadas de Tanacetum parthenium

(Cambio de color, aspecto y olor).

EXCIPIENTE 40 °C 40 °C con H. 50 °C 60 °C
R 90 %

Hoja seca pulverizada - - - - - - - -
Lactosa monohidratada - - + + + + + +
Celulosa microcristalina 100 - - + + + + + +
Celulosa microcristalina 200 - - + + - - + +
Fosfato de calcio dibasico ++ ++ L e e L e et
Estearato de magnesio - - + + - - + +
Aerosil - - + + - - + +
Glicolato sédico de almidén - - - - + + + +
Lactosa anhidra + + ++ ++ + + “++ ++
Plasdone + + ++ ++ + + ++ ++

TABLA 8. Cambios observables de los maximos de absorbancia de la mezcla de excipiente-hoja,

comparado con el maximo de absorbancia del extracto metandlico de las hojas de Tanacetum

parthenium.

EXCIPIENTE 40 °C 40 °C con H. 50 °C 60 °C

R 90%

Hoja seca pulverizada - - - - - - - -
Lactosa monohidratada - - ++ ++ + + ++ ++
Celulosa microcristalina 100 + + ++ ++ + + ++ ++
Celulosa microcristalina 200 + + + + + + ++ ++
Fosfato de calcio dibasico + + +H+ | | [ A
Estearato de magnesio - - ++ ++ - - + +
Aerosil - - ++ ++ - . ++ ++
Glicolato sodico de almiddn + + + + + + 4 “++
Lactosa anhidra +++ +++ |+ | 4+ | =+ | |
Plasdone +4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++

(-} Sin Cambio. (+)Cambio tenue. (++) Cambio notable, (+++) Cambio muy notable, (++++) Cambio dréstico

Estos resultados se confirmaron por un estudio de calorimetria diferencial como se muestira en el

Apéndice IIl. en las Figuras la - 10a.
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6.7 FORMULACION

Tomando en cuenta que se trata de un medicamento herbolario en el cual se debe considerar
la estabilidad de todos fos compuestos que integran la planta, no se selecciond un proceso de
granulacién por via himeda debido a que un exceso de humedad ejerce dos efectos negativos
sobre la conservacién del material vegetal; por una parte puede estimular la actividad enzimética
y dar lugar asi a la degradacion de algunos principios activos y por otra aumenta la probabilidad
de que se produzcan ataques de hongos u otros microorganismos. Por lo que es conveniente
mantener un control de humedad en el material vegetal empleado.

Es importante resaltar las ventajas de la compresion directa como: a) El aspecto econémico
que es el més obvio, pues reduce el tiempo de proceso y los costos laborales, ya que requiere de
menos etapas de manufactura y equipos, requiere de menor espacio y disminuye el consumo de
energia. b) La ventaja de mayor significancia en términos de calidad de la tableta es que, el
proceso no necesita de la humectacion y el calor para llevar a cabo el secado de los polvos. Por lo
que el proceso no afecta en la estabilidad del principio activo y no origina un riesgo de
contaminaci6n microbiana. ¢) El didmetro promedio de particula menor en las mezclas para
compresidn directa ayuda a optimizar el tiempo de desintegracion de la tableta, favoreciendo asi
la velocidad de disolucién. Con esto, las particulas del principio activo son liberadas con mayor
rapidez y se disponen por lo tanto a una mejor biodisponibilidad. Con base a lo mencionado
anteriormente se consideré que el proceso de manufactura adecuado deberia ser por compresién
directa.

Para liegar a la formulacion final establecida, se partié de una formulacién proporcionada por
la compafiia Helm de México S. A., ademas de considerar las pruebas de compatibilidad y la
dosis de la planta de 125 mg por tableta. En el proceso de obtener la formulacion final se
elaboraron tres formulaciones “piloto”. La formulacién I no se selecciond debido a que no
alcanzaba la dosis de la hoja que era de 125 mg, ademas la mezcla de polvos no contaba con un
buen flujo en el momento de tabletear, por lo que al plantear la formulacién 1l se considero
adicionarle un deslizante aparte del estearato de magnesio, que fue el aerosil, lo que permiti6 un

mejor flujo, pero esta formulacién tampoco fue la dptima ya que, aunque se contaba con un buen
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flujo. la dosis de la hoja no era la adecuada, por lo tanto se plante6 una formulacion 111, en donde
la dosis fue 1a adecuada y el flujo de la mezcla fue bueno, por lo tanto se eligi6 esta formulaci6n
como la éptima para la elaboracion de los tres lotes finales (MMAN-5, MMAN-6, MMAN-7)
(Tablas 9 y 10).

Se considero un peso tedrico de 300 mg £ 5 % (285 - 315 mg) por tableta (41.66 % de hoja y
58.34 % de excipientes).

TABLA 9. Formulaciones preliminares

Ingredientes/ Formulaci6n I I I
Hoja pulverizada 106 mg 107 mg 125 mg
Celulosa microcristalina) Helmcel 200 136 mg 132 mg 127 mg
(Lactosa monohidratada) Pharmatose DCL 11 43 mg 43 mg 30 mg
Glicolato sédico de almidén 12 mg 12 mg 12 mg
Estearato de magnesio 3mg 3mg Img
Aerosil - 3mg 3mg
Peso de la Tableta 300 mg 300 mg 300 mg

Especificaciones de la tableta

Descripcion

Producto: Tabletas de Tanacetum parthenium
Contenido de planta 125 mg/Tableta

Tamafio de los lotes 3000 Tabletas por lote.
TABLA 10. Férmula de la tableta final

Ingredientes mg / Tableta

Hoja pulverizada 125 mg
(Celulosa microcristalina) Helmcel 200 127 mg
{Lactosa monohidratada) Pharmatose DCL 11 30mg
Glicolato sddico de almidén 12 mg
Estearato de magnesio Img

Aerosil Img

Peso de la Tableta 300 mg

Con la finalidad de tener reproducibilidad en los datos se realizaron tres lotes MMAN-1-5,
MMAN-1-6 y MMAN-I-7.
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6.8 REOLOGI{A DE POLVOS DE LA MEZCLA EXCIPIENTE-PLANTA.

Los resultados obtenidos en las pruebas de reologia de polvos para los tres lotes (MMAN-1-5,
MMAN-1-6, MMAN-1-7), se presentan en las tablas de la 11 a la 13. Los resultados son muy
similares lo cual nos indica que la metodologia seguida y la elaboracién de los lotes son
reproducibles.

En cuanto a la apariencia, la mezcla de polvos presenta una textura suave al tacto, un color
blanco-verdaceo y un olor caracteristico.

Comparando los resultados obtenidos respecto al 4ngulo de reposo indican que el flujo de la
mezcla de polvos es excelente (Tabla 11, 12 y 13), lo cual nos indicd que no existe una gran
friccion entre las particulas de los polvos. Pero desconciertan los resultados obtenidos en el
Indice de Carr e Indice de Hausner. ya que para el primer caso los resultados obtenidos para los
tres lotes se encontraron dentro de la escala de flujo pobre, asi como para el Indice de Hausner los
valores obtenidos indicaron también un flujo no muy bueno. Lo cual pue_dc deberse a la alta
cantidad de humedad que contiene la mezcla de polvos (aproximadamente 5.2 %) y a la
consistencia aceitosa que presenta la planta, lo cual complica la fluidez de esta mezcla de polvos.

Esto puede estar respaldado por la prueba de velocidad de flujo, ya que al colocar la mezcla
de polvos en el embudo del flujémetro y accionarlo esta no fluyd bien y requirié de ayuda, por lo
que la prueba ya no es valida y por lo tanto no se considero. Con la finalidad de conocer el flujo
de la mezcla final de polvos, se realizaron pruebas ya teniendo el estearato de magnesio y el
aerosil, y los resultados fueron muy diferentes, ya que con estos excipientes mejord notablemente
el flujo, obteniéndose valores de angulo de reposo de 20, Indice de Carr 21.99 %, Indice de
Hausner 1.28 y velocidad de flujo de 8.32 g/seg, que al compararlos con los limites mencionados
en las tablas 11, 12 y 13, son de mayor aceptacion. Estas pruebas se realizaron con la finalidad de
constatar, que la mezcla de polvos final antes de tabletear si contara con un buen flujo, que
facilitara el tableteado.

En las Tablas 11, 12 y 13 se puede apreciar los resultados obtenidos, asi como en las graficas
3.4y 5. se puede apreciar la compactacién de la mezcla de polvos, la cual se mantiene constante

después de los 60 golpes.
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TABLA 11. Reologia de la mezcla de polvos del lote MMAN-1-5

Valores >1.5 indican pobre flujo

PRUEBA LIMITE RESULTADO | RESULTADO
: Sin aerosil y Con aerosil y
estearato de estearato de
magnesio magnesio
Apariencia Polvo fino de color blanco- Mezcla de polvos —
verdaceo, de consistencia suave |fina de color
al tacto blanco-verdaceo
Perdida al secado % Alrededor del 10% 52% | e
Densidad aparente (Da, No especificado 0.388 g/mL 0.480 g/mL
| g/mL)
Densidad compactada No especificado 0.554 g/mL 0.615 g/mL
(Dc, g/mL)
Angulo de reposo (a) Ang. de reposo Flujo Cilindro 24.40 20
<25 Excelente
25-30 Bueno
30-40 Regular
> 40 Pobre
Velocidad de flujo No especificado No se determino 8.32 g/seg
(VF, g/seg)
Indice de Carr (% de|% Compresibilidad Flujo 29.96 % 21.99 %
compresibilidad) 12-16 Buena
18-21 Regular
23-35 Pobre
33-38 Muy pobre
Indice de Hausner Valores < 1.25 indican buen flujo 1.43 1.28

Cada valor representa ef promedio de 6 repeticiones
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TABLA 12. Reoclogia de la mezcla de polvos del lote MMAN-1-6

Valores >1.5 indican pobre flujo

PRUEBA LIMITE RESULTADO | RESULTADO
Sin aerosil y Con aerosil y
estearato de estearato de
magnesio magnesio
Apariencia Polvo fino de color blanco- | Mezcla de polvos —
verdaceo, de consistencia suave |fina de color
al tacto blanco-verdaceo
Perdida al secado % Alrededor de 10% 6.0 % -—---
Densidad aparente (Da, No especificado 0.385 g/mL 0.480 g¢/mL
| g/mL)
Densidad compactada No especificado 0.566 g/mL 0.615 g/mL
(Dc. g/mL)
Angulo de reposo (a) Ang. de reposo Flujo | Cilindro 24.26 20
<25 Excelente
25-30 Bueno
30-40 Regular
> 40 Pobre

Velocidad de flujo No especificado No se determino 8.32 g/seg
(VF, g/seg)
Indice de Carr (% de|% Compresibilidad Flujo 31.98% 21.99 %
compresibilidad) 12-16 Buena

18-21 Regular

23-35 Pobre

33-38 Muy pobre
Indice de Hausner Valores < 1.25 indican buen flujo 1.47 1.28

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones
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TABLA 13. Reologia de la mezcla de polvos del lote MMAN-1-7.

Valores >1.5 indican pobre flujo

PRUEBA LIMITE RESULTADO | RESULTADO
Sin aerosil y Con aerosil y
estearato de estearato de
magnesio magnesio
Apariencia Polvo fino de color blanco- Mezcla de polvos e
verdaceo. de consistencia suave |fina de color
al tacto. blanco-verdaceo
Perdida al secado (%) Alrededor de 10% 52% e
Densidad aparente (Da, No especificado 0.386 g/mL 0.480 g/mL
| g/mL)
Densidad compactada No especificado 0.567 g/mL 0.615 g/mL
(D¢, g/mL)
Angulo de reposo (a) Ang. dereposo  Flujo Cilindro  22.50 20
<25 Excelente
25-30 Bueno
30-40 Regular
> 40 Pobre
Velocidad de flujo No especificado No se determino 8.32 g/seg
(VF, g/seg)
Indice de Carr (% de|% Compresibilidad Flujo 31.92 % 21.99 %
compresibilidad) 12-16 Buena
18-21 Regular
23-35 Pobre
33-38 Muy pobre
Indice de Hausner Valores < 1.25 indican buen flujo 1.47 1.28

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones
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Grafica 4. Por ciento de compactacién de la mezcla de polvos, lote MMAN-1-6
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6.9 ELABORACION DE LAS TABLETAS POR COMPRESION DIRECTA DE LAS
HOJAS DE Tanacetum parthenium.

Después de la elaboracion de las tabletas, siguiendo su control de proceso y realizando las
prucbas finales a las tabletas (no recubiertas), como se muestra en las tablas 14, 15, 17, 18,20 y
21, se procedié a recubrir las tabletas con la finalidad de enmascarar propiedades como ¢l olor y
sabor de la planta. No se le dio un color a la tableta ya que esa no era la finalidad, ademas se
queria conservar el aspecto fisico que tiene. La tableta se recubri6 con una capa incolora
compuesta por Eudragit E 12.5. talco y alcohol isopropilico, el recubrimiento no altera a la
tableta quimicamente. sélo modificé €1 por ciento de friabilidad y el tiempo de desintegracién de
las pruebas de control realizadas a las tabletas como se observa en las tablas 15, 16, 18, 19,21 y
22, donde se tiene que las tabletas en los tres lotes se encontraron dentro de especificaciones. En
las pruebas de friabilidad y desintegracion las diferencias en los resultados eran de esperarse, ya
que las tabletas al ser recubiertas, ademas de enmascarar el olor y sabor de la planta como ya se
menciono anteriormente, también el recubrimiento ayuda a evitar el deterioro de la tableta (su
desgaste) y al recubrir la tableta el tiempo de desintegracion aumenta, pero sin rebasar él limite
establecido (30 minutos). Se tiene que los resultados son reproducibles para los tres lotes.

Al analizar los resultados de microbiologia de UFC, se encontré que la cuenta microbiana
para bacterias en los tres lotes fue muy elevada alrededor de 1 x 10° UFC por tableta, las colonias
se contaron despues de mantenerlas en incubacion a 35 °C — 37 °C por 48 horas. Resultados muy
diferentes se presentaron para la prueba de hongos ya que no se observo crecimiento aiglino
después de mantenerlas en incubacién por una semana a 22.5 °C * 2.5 °C. No solo por los
resultados expuestos anteriormente, si no ademas porque es una practica comin en este tipo de
formulaciones la sanitizacién por diferentes medios dependiendo de la composicién quimica del
material vegetal empleado como materia prima, se recomienda este proceso para esta

formulaci6n, con la finalidad de obtener un producto confiable para el publico.
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PRUEBAS DEL CONTROL DE PROCESO, A GRANEL Y FINALES REALIZADAS A
LAS TABLETAS DE Tanacetum parthenium

A continuacién se presentan los resultados para los tres lotes obtenidos en las pruebas del
control del proceso, a los diferentes tiempos en que se tomaron las muestras; asi como los

resultados de las pruebas de control de calidad realizadas a las tabletas antes y después de

recubrir,
TABLA 14, Control del proceso lote MMAN-1-5
PRUEBA / TIEMPO Cero 3 6 9 12 15
minutos | minutos | minutos | minutos | minutos | minutos
Dureza (Kg) 54 4.8 5.0 5.0 4.5 4.2
Variacion de peso (mg) 302 300 303 301 300 295
Friabilidad (%) 0.40 0.53 0.52 0.60 0.42 0.60
Desintegracion (min. y seg.) 2 3 2’ 2’ 2 1’30

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones

TABLA 15. Tabletas sin recubrir lote MMAN-1-5

PRUEBA LIMITE RESULTADO
Variacion de peso (mg ) 285-315mg 298 mg
Dureza ( Kg) 4-10 kg 5.6 Kg
Friabilidad ( %) <1% 039%
Desintegracion ( minutos y segundos ) < 30 minutos 2’33

Cada valor representa ¢! promedio de 6 repeticiones

TABLA 16. Tabletas recubiertas lote MMAN-1-5.

PRUEBA LIMITE RESULTADO

Apariencia Tableta céncava, lisa de | Tableta concava, lisa de

: color blanco-verdaceo color blanco-verdaceo
Variacion de peso ( mg ) 285-315 mg 285-315mg
Peso promedio ( mg ) 300 mg 300 mg
Dureza (Kg ) 4-10 Kg 4.7Kg
Friabilidad ( %) <1% 0.11 %
Desintegracién ( minutos y segundos ) < 30 minutos 13’
Perdida al secado ( %) < 10% 4.7 %
Uniformidad de dosis (referente al 85-115 % 100.70 %
contenido de la hoja)
Bacterias aerobias totales < 100 UFC/tableta 4.12x10° UFC/tableta
Hongos y levaduras < 10 UFC/tableta < 10 UFC/tableta

Cada valor representa el promedio de 6 repeliciones
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TABLA 17. Control del proceso lote MMAN-1-6

PRUEBA / TIEMPO Cero 3 6 9 12 15
minutos { minutos | minutos | minutos | minutos | minutos
Dureza 4.4 44 4.6 5.2 6.0 4.8
Variacidn de peso (mg ) 292 293 296 297 309 299
Friabilidad ( % ) 0.4 0.48 0.41] 0.47 0.26 0.40
Desintegracion (min. y seg.) 2 130" 1 1730 | 1730 | 3°30 | 2° 30

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones

TABLA 18. Tabletas sin recubrir lote MMAN-1-6

PRUEBA LIMITE RESULTADO
Variacion de peso ( mg ) 285-315mg 296 mg
Dureza { Kg ) 4-10Kg 4.9 Kg
Friabilidad (%) <1% 0.33 %
Desintegracion ( minutos y segundos ) < 30 minutos 2" 43

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones

TABLA 19. Tabletas recubiertas lote MMAN-1-6

PRUEBA LIMITE RESULTADO

Apariencia Tableta coéncava, lisa de | Tableta concava, lisa de
color blanco-verdaceo color blanco-verdaceo

Variacién de peso ( mg ) 285-315 mg 285-315mg
Peso promedio ( mg ) 300 mg 300 mg
Dureza ( Kg ) 4-10 Kg 50Kg
Friabilidad ( % ) <1 % 0.07
Desintegracion ( minutos y segundos ) < 30 minutos 97
Perdida al secado ( % ) < 10% 51%
Uniformidad de dosis (referente al 85-115% 104.7%
contenido de la hoja)
Bacterias aerobias < 100 UFC/tableta 1.92 x 10° UFC/tableta
Hongos y levaduras < 10 UFC/tableta < 10 UFChtableta

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones
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TABLA 20. Control del proceso lote MMAN-1-7

PRUEBA / TIEMPO Cero 3 6 9 12 15
minutos | minutos | minutos | minutos | minutos | minutos
Dureza (Kg) 5.8 6.3 5.7 5.7 5.8 5.5
Variacion de peso (mg ) 297 305 297 300 292 294
Friabilidad (% ) 0.26 0.33 0.30 0.34 0.28 0.38
Desintegracién {(min. y seg.) 2 2' 30 2’ 2 2’ 2’
Cada valor representa el promedio de 6 repeliciones
TABLA 21. Tabletas sin recubrir lote MMAN-1-7
PRUEBA LIMITE RESULTADO
Variacidn de peso ( mg ) 285-315 mg 295 mg
Dureza ( Kg ) 4-10 Kg 6.3 Kg
Friabilidad ( %) <1% 0.58%
Desintegracion ( minutos y segundos ) < 30 minutos 2’ 33>
Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones
TABLA 22. Tabletas recubiertas lote MMAN-1-7
PRUEBA LIMITE RESULTADO

Apariencia

Tableta concava, lisa de
color blanco-verdaceo

Tableta concava, lisa de
color blanco-verdaceo

contenido de la hoja)

Variacion de peso ( mg ) 285-315 mg 285-315 mg
Peso promedio ( mg ) 300 mg 300 mg
Dureza ( Kg) 4-10Kg - 6.2 Kg
Friabilidad ( %) <1 % 0.11%
Desintegracion ( minutos y segundos ) < 30 minutos 10° 33"
Perdida al secado ( % ) <10% 5.5%
Uniformidad de dosis (referente al 85-115% 106.5 %

Bacterias aerobias

< 100 UFChableta

2.18 x 10° UFC/ableta

Hongos y levaduras

< 10 UFChableta

< 10 UFChableta

Cada valor representa el promedio de 6 repeticiones
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DATOS FARMACOTECNICOS DE LA ELABORACION DE TABLETAS, POR
COMPRESION DIRECTA DE Tanacetum parthenium.

Reologia de la mezcla de polvos.

Apariencia. Mezcla de polvos fina. de textura suave al tacto, de color blanco-verdaceo, olor
caracteristico y libre de particulas extrafas.
_Perdida al secado. 5.5 %
Densidad aparente. 0.386 g/mL
Densidad compactada. 0.562 g/mL
Angulo de reposo, 23.72
Indice de Carr. 31.29 %

Indice de Hausner. 1.46

Pruebas para las tabletas

Apariencia. Tableta concava, de 9 mm de diametro, de superficie lisa y de color blanco-
verdaceo.

Peso promedio. 300 mg

Variacién de peso. 285-315 mg

Dureza. 5.3 Kg

Friabilidad. 0.10 %

Tiempo de Desintegracién. 10" 30™
Perdida al secado. 5.1%

Uniformidad de dosis. 104 %

Bacterias aerobias. 2.74 x 10° UFC/tableta
Hongos y levaduras. 10 < UFC/tableta
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7. CONCLUSIONES
Las conclusiones que se derivan de este estudio son las siguientes:

» La planta Tanacetum parthenium cultivada en México, presenta actividad vasorelajante in
vitro a pesar de no contener partenélida. lo cual indica que esta actividad puede deberse a la

presencia de otros componentes presentes en la planta.

¢ Siguiendo los métodos recomendados por la OMS para el andlisis de plantas medicinales se
elaboré una propuesta de monografia que incluye los controles de calidad de las hojas de

Tanacetum parthenium cultivada en México.

» Se elabor6 una formulacién de tabletas de Tanacetum parthenium por compresién directa,
empleando las hojas de Tanacetum parthenium cultivada en México, que cumplen con la
calidad requerida para la elaboracién de un medicamento herbolario. Esta formulacion puede
ser la base para la elaboracién a nivel industrial de tabletas de Tanacetum parthenium,

empleando materia prima nacional.
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PERSPECTIVAS

Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto activo de la hoja de Tanacetum
parthenium cultivada en México, con el fin de conocer los metabolitos responsables de la
actividad de la planta. Dado que la planta cultivada en México presenté actividad

vasorelajante como se demostré en el bioensayo preliminar.

Una vez conocidos los metabolitos responsables de la actividad, estos se pueden emplear para
estandarizar una técnica analitica que sirvan de referencia como parte de! control de calidad,
en cuanto a la presencia de estos compuestos encontrados en la planta de Tanacetum

parthenium cultivada en México.

Realizar el control de calidad del material vegetal a un nimero mayor de muestras,
considerando diferentes lugares de recolecta, asi como diferentes épocas del afio. Con la
finalidad de tener un mayor nimero de datos y poder establecer limites en cuanto a las
pruebas de control de calidad realizadas al material vegetal para la planta de Tanacetum

parthenium cultivada en México.
Con la finalidad de tener un estudio completo de las tabletas de las hojas de Tanacetum

parthenium, se recomienda realizar los estudios de estabilidad a diferentes temperaturas,

como lo menciona la NOM de Estabilidad.
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Apéndice J

APENDICE I.
MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

Disolucién tampén peptona-cloruro de sodio a pH 7.0

Dihidrégeno fosfato de potasio 3.56¢
Hidrégeno fosfato de disodio dihidratado 723¢g
Cloruro de sodio 430¢g
Peptona de carne o de caseina 1.0g
Agua purificada 1000 mL

Puede afladirse de 1 g/L a 10 g/L. de polisorbato 20 é 80. Esterilizar por calentamiento en un

autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agar de soya y caseina digeridas

Digerido pancratico de caseina 15.0g
Digerido con papaina de harina de soya 50¢g
Cloruro de sodio 50¢g
Glucosa monohidrato 15.0g
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH de forma que después de la esterilizacion sea de 7.3 + 0.2. Esterilizar por

calentamiento en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Caldo de lactosa

Extracto de buey .3.0 g
Digerido pancredtico de gelatina 50¢g
Lactosa 50g
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH de forma que después de la esterilizacion sea de 6.9 £ 0.2. Esterilizar por

calentamiento en un autoclave a 121 °C, durante 15 minutos y enfriar inmediatamente.
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Agar MacConkey

Digerido pancredtico de gelatina 170¢g
Peptonas (de carne y caseina) 30g
Lactosa 10,0 g
Cloruro de sodio 50g
Sales biliares 1.5g
Agar 13.5
Rojo neutro 30 mg
Violeta cristal 1 mg
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH de forma que después de la esterilizacion sea de 7.1 + 0.2. Calentar a ebuliicion
durante 1 minuto con agitacidén constante, luego esterilizar por calentamiento en un autoclave a

121 °C durante 15 r.ninutos.

Agar de desoxicolato, lisina y xilosa

Xilosa 3s5g
L-Lisina 50¢g
Lactosa 75¢g
Sacarosa 75¢g
Cloruro de sodio 50g
Extracto de levadura 30¢g
Rojo de fenol 80 mg
Agar 13.5g
Desoxicolato de sodio 25¢g
Tiosulfato de sodio 68¢g
Citrato de amonio y hierro (1lI) 08¢g
Agua purificada 1000 mL

Ajustar el pH de forma que después del calentamiento sea de 7.4 +0.2. Calentar hasta el inicio de

la ebuilicion. enfriar a 50 °C y transferir a placas de Petri. No calentar en autoclave.
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Agar de sacarosa, lactosa, rojo fenol y verde brillante

Peptonas (de carne y caseina) 10.0 g
Extracto de levadura 30g
Cloruro de sodio 50g
Lactosa 10.0 g
Sacarosa 10.0g
Agar 200¢g
Rojo de fenol 80 mg
Verde brillante 12.5 mg
Apgua purificada 1000 mL

Calentar a ebullicién. Ajustar el pH de forma que después de la esterilizacion sea de 6.9 + 0.2.
Inmediatamente antes de! uso, esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121 °C durante 15

minutos, enfriar a 50 °C y transferir a placas de Petri.

Agar cetrimida

Digerido pancreético de gelatina 200¢g
Cloruro de magnesio l4g
Sulfato de potasio 100 g
Cetrimida 03g
Agar 13.6g
Agua purificada 1000 mL.
Glicerol 10.0mL

Calentar a ebullicidn durante | minuto con agitacidén. Ajustar el pH de forma que después de la
esterilizacion sea de 7.2 £ 0.2. Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121 °C durante 15

minutos.

Agar Baird-Parker

Digerido pancreatico de caseina 10.0g

Extracto de buey 50g
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Extracto de levadura
Cloruro de litio
Agar

Glicina

Piruvato de sodio

Agua purificada

10g
50g
200¢g
120¢g
i0.0g
950 mL

Calentar a ebullicion durante | minuto con agitacién. Ajustar el pH de forma que después de la

esterilizacion sea de 6.8 £ 0.2. Esterilizar por calentamiento en un autoclave a 121 °C durante 15

. minutos, enfriar hasta 45 °C a 50 °C y afiadir 10 mL de una disolucién estéril de telurito de

potasio a 10 g/L y 50 mL de emulsién de yema de huevo.
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APENDICE 1.
IDENTIFICACION DE BACTERIAS GRAM NEGATIVO

Sistema BBLCRYSTAL E/NF ID

Se colocaron 10 g de la hoja pulverizada en 90 mL de caldo lactosa, se mezclo e incubo a
35 °C-37 °C durante 24 horas. Se Tomo un inoculo y se aislo por estria cruzada en agar
MacConkey, se incubo 24 horas a 35 °C-37 °C. Posteriormente se tomo una asada y se sembré en
agar TSA e incubd 24 horas a 35 °C-37 °C. Se 1omo un *tubo de fluido de inoculo y se adiciono
con ayuda de un asa pléastica desechable una colonia grande y bien aislada de la placa de agar
TSA. Una vez adicionada la colonia en el tubo BBLCRYSTAL de fluido de inoculo para
patégenos fecales/enterobacterias, se puso en suspension. Se tapo el tubo y agito en un vortex
por 10-15 seg. Se tomo una base y marco la clave de la muestra en el costado. **Se Vertié todo
el contenido del fluido de inoculo en el drea demarcada de la base. Se tomo la base con ambas
manos, balancedndola suavemente hasta que todos los pocillos se llenaron con ¢l inoculo. Se
balanceo la base nuevamente para escurrir el exceso de liquido de vuelta al drea demarcada y se
puso la base sobre una mesa. ***Se alineo la tapa de modo que el extremo que se encuentre con
la inscripcidn esté sobre el drea demarcada de la base. Se presiono hacia abajo hasta que se sinti6
una leve resistencia. Se pusieron los pulgares en el borde de la tapa de cada lado y hacia el medio
del panel, y se presiono hacia abajo simultineamente hasta que la tapa embono en su lugar.
Incubacién. Se coloco el panel inoculado en una bandeja de incubacion. El panel debe de
incubarse boca abajo en una incubadora sin CO; con 40% a 60% de humedad relativa. El tiempo
de incubacion para los paneles E/NF fue de 18-20 horas a una temperatura de 35 °C-37 °C.
Lectura. Después del periodo de incubacion recomendado, se saco el panel de la incubadora. El
panel debe de leerse boca abajo usando la caja de iluminacién o visor para panales
BBLCRYSTAL. Se comparo con la grafica de reacciones de color y/o con la tabla de reactivos

usados en el sistema BBLCRYSTAL E/NF ID, para la interpretacion de las reacciones.
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Calculo del nimero de perfil BBLCRYSTAL. Cada reaccion positiva recibié un valorde 4,2 6
1. correspondiente al renglén donde se encuentro la reaccién. Cada resultado negativo recibi6 un
valor de cero. Los niameros (valores) resultantes de cada positivo en cada columna se suman. Se
obtuvo de esta manera un niimero de 10 digitos. éste es el nimero de perfil. El nimero de perfil
resultante y los resultados de pruebas independientes (indol y oxidasa) se tabularon en una
computadora con el libro electrénico de codigos para el sistema BBLCRYSTAL ID instalado,
para poder obtener una identificacion.

Nota. Antes de prepararse los paneles BBLCRYSTAL E/NF, se realizaron pruebas de indol y
oxidasa a partir de una placa de medio no selectivo de menos de 24 horas. Estas pruebas se
hicieron de acuerdo con las instrucciones suministradas en el prospecto incluido con estos

reactivos.

* Tubos BBLCRYSTAL de fluido de inoculo para la identificacién de patdgenos
fecales/enterobacterias. Cada tubo contiene aproximadamente 2.2 mL + 0.1 mL de fluido de
inoculo con la siguiente formula: NaCl 8.50 g, 4cido 3-morfolino propanosulfénico 0.8372 g,
agua purificada 1000 mL.

** Bases BBLCRYSTAL

*** Tapas del panel BBLCRYSTAL E/NF
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APENDICE 111

TERMOGRAMAS
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APENDICE 1V.
CARTAS DE CONTROL POR VARIABLES
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO POt ey
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA z
iy ¥ LABORATORNOS FARMACEUTIOOS ZARAGOZA —
CAKIA DE CONTROL POR VARIABLES mn
e ™
PRODUCTO. _Jobictra de T Pﬂh‘"“m CAPACIDAD DE PRODUCCION:
LOTE No MHAL-1-5 TAMANO DE MUESTRA: g Tabl-tna
TAMARODELOTE. _Z2ax3 Tabidl = FRECUENCIA DE TOMA: .
MAQUINA. UNIDAD DE MEDIDA: _ - - .
OPERACION. LIMITES DE ESPECIFICACION: FECHA;
L )
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b
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Grifica 1a. Carta de control por variables lote MMAN-1-5
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e
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4 ™
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Grifica 2a. Carta de control por variables lote MMAN-1-6
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UNIVERSIDAD RACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
LABORATORIOS FARMACEUTICOS ZARAGOZA

bkl CARTA DE CONTROL POR VARIABLES
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