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l. RESUMEN

La estabilidad de un producto se define como la extension de la vida en anaquel, en la
que este mantiene sus propiedades quimicas y fisicas durante un periodo de
almacenamiento. ) La utilizacion de productos fitoterapéuticos se ha incrementado por el
interés del regreso a lo natural que existe de forma general en la sociedad. Sin embargo,
va mas alla de una simple moda, representa un incremento del interés en los tratamientos
naturales para problemas de salud, con mayor seguridad y eficacia, tratdndose en este

momento mas bien de una tendencia global.

La evaluacion de los medicamentos a base de plantas medicinales debe seguir las
pautas que rigen la evaluacion de los medicamentos obtenidos por sintesis quimica,
debido a que no existen metodologias farmacopéicas de andlisis para dichos productos.
El presente informe, plantea una metodologia para la evaluaciéon de la estabilidad
acelerada de una tintura obtenida a partir plantas medicinales, las cuales poseen actividad
antibacteriana comprobada. Se tomo6 en cuenta para la evaluacién parametros
fisicoquimicos (Caracteristicas organolépticas: color, olor y examen fisico.
Caracteristicas fisicoquimicas: pH, densidad, grado alcohdlico y solidos totales),
microbioldgicos (Conteo aerdbico en placa: bacterias mesofilas, mohos y levaduras.
Recuento de enterobacterias: coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia coli) y
la caracterizacion fitoquimica de grupos comunes (Flavonoides y Cumarinas); los cuales
influyen en la calidad, eficacia y seguridad del fitofarmaco. También se evalud la

actividad antibacteriana in vitro de la tintura por medio de la prueba de Mitscher et al.

La prueba de estabilidad que se realiz6 a los lotes de tintura con propiedad
antibacteriana fue acelerada, la cual utiliza condiciones de almacenamiento extremas,

una temperatura de 40 + 2°C y un tiempo total de 180 dias.

Para obtener un 95% de confiabilidad se evaluaron los resultados de los pardmetros
anteriormente mencionados, en tres diferentes lotes de tintura a tiempo 0, 90 y 180 dias.

El andlisis estadistico se realizd de manera descriptiva aplicando medidas de tendencia



central en cada tiempo de medicion. La medicion de las variables cuantitativas se realizd

por triplicado en cada una de las mediciones.

Luego de la evaluacion en cada tiempo se recopilaron los resultados en tablas
individuales para cada lote. Los resultados obtenidos demostraron que luego de 180 dias
de almacenamiento a condiciones extremas de temperatura, las caracteristicas
fisicoquimicas y microbiologicas de la tintura se mantienen dentro de los rangos
aceptados para la forma farmacéutica, con excepcion del grado alcoholico. También se
encontré que los metabolitos activos no desaparecen después del tiempo de prueba y que
en los tres lotes analizados la actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Salmonella, Bacilus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y E. coli, es positiva contra S.
aureus en los tres lotes y el lote C se logr6 la inhibicion ademas de B. subtilis y P.

aeruginosa.



1. INTRODUCCION

Las tinturas son preparaciones liquidas, por lo general obtenidas por extraccion de
materia vegetal con alcohol o mezclas hidroalcohdlicas. Tradicionalmente, las tinturas de
articulos potentes de origen botanico representan la actividad de 10 g del farmaco en 100
ml de tintura, ajustdndose la concentracion después de la prueba para ajustar el contenido
de principios activos o compuestos marcadores.'”

La estabilidad de un producto se define como la extension de la vida en anaquel,
en la que este mantiene sus propiedades quimicas y fisicas durante un periodo de
almacenamiento. Este estudio es muy importante, ya que se debe establecer y mantener la
estabilidad de los productos que se manufacturan para prevenir un fallo terapéutico y
reacciones contrarias.®

La calidad es un requisito basico de los medicamentos, no solo por su
significacion intrinseca, sino porque constituye la base para la reproducibilidad de los
parametros de seguridad y eficacia; pardmetros que resultan ser mucho mas complejos en
los preparados a partir de plantas medicinales, que en farmacos preparados con moléculas
obtenidas por sintesis quimica. Generalmente un fitofAsrmaco es un sistema complejo de
compuestos y no un compuesto puro, por lo cual la caracterizacion y demostracion de la
estabilidad de los componentes se hace mucho mas dificil.

Aunque la evaluacion de los medicamentos a base de plantas debe seguir las
pautas que rigen la evaluacion de los medicamentos producto de sintesis quimica, las
reglamentaciones existentes, generalmente designadas pensando en principios activos
constituidos por una sola molécula, no siempre se adaptan a fitocomplejos como es el
caso de las drogas vegetales y extractos, de los cuales ademas no se conocen con certeza
los componentes responsables de su actividad. Por otra parte las diferencias existentes en
la evaluacién de la calidad, seguridad y eficacia entre los diferentes paises pueden
representar un riesgo al consumidor y dificultar la libre circulacion de medicamentos a
base de plantas.

El presente trabajo, plante una metodologia para la evaluacion de la estabilidad

acelerada de una tintura con propiedades antibacterianas, tomando en cuenta parametros

microbiologicos, fisicoquimicos, caracterizacion fitoquimica de grupos comunes y



actividad antibacteriana; los cuales influyen en la calidad, eficacia y seguridad del

fitofarmaco.



I1l.  ANTECEDENTES

Después de una revision bibliografica acerca de productos fitoterapéuticos, no se
encontro referencia alguna sobre estudios de estabilidad para productos fitofarmacéuticos
de tipo tintura en los listados de tesis o libros en la Biblioteca de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, la biblioteca de la
Universidad del Valle de Guatemala, o alguna referencia en paginas de Internet en
espafiol. Unicamente se cita las caracteristicas que debe tener un producto dependiendo
de la forma farmacéutica, para cumplir con las especificaciones de calidad y las
condiciones que debe mantener a través de su tiempo de vida 1util.

Al hablar de estabilidad la definimos como la capacidad que posee un producto
para mantener sus condiciones y caracteristicas dentro de los limites especificos a través
de un periodo de almacenamiento y uso. Este debera mantener las mismas caracteristicas
que tenia en el momento de su manufactura. M

Existen varios factores que pueden afectar la estabilidad del producto y cada
componente de un medicamento puede ser responsable potencial de un cambio en la
potencia del producto. Los principales factores son: factores ambientales, tales como
temperatura, radiacion, luz, aire (presencia de oxigeno, dioxido de carbono y vapor de
agua), humedad, tamafo de particula, pH, propiedades de los disolventes o del agua,
naturaleza de los contenedores y contaminantes. ‘"

Todos los estudios deben llevarse a cabo en muestras en contacto con la tapa para
determinar si existe alguna interaccion que afecte la estabilidad del producto y es
necesario que se utilicen tres lotes de produccién con la formulacion y el material de
empaque o envase primario.

Los estudios de estabilidad a tiempo real (a largo plazo), son experimentos
relacionados con las caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, biofarmacéuticas y
microbiologicas de un medicamento, durante y mas alla del tiempo de conservaciéon y el
periodo de almacenamiento previstos, y que se hacen en muestras mantenidas en
condiciones de almacenamiento semejantes a las que habrd en donde habran de
comercializarse. Los resultados determinan el tiempo de conservacién previsto y

. .. . 2
recomiendan las condiciones de almacenamiento.®



Los estudios acelerados de estabilidad, estan ideados para aumentar la tasa de
degradacion quimica y fisica de un medicamento sometiéndolo a condiciones de
almacenamiento excesivas. Los datos que se obtienen pueden utilizarse para evaluar los
efectos quimicos a largo plazo en condiciones no aceleradas y para determinar el efecto
de las desviaciones a corto plazo de las condiciones sefialadas en la etiqueta. Los
resultados obtenidos no pueden predecir alteraciones fisicas, sino son estudios de tipo
presuntivo, por lo cual necesitan de un estudio a tiempo real (a largo plazo) paralelo, que
apoye con buenos resultados la concentracion de principio activo, las caracteristicas
organolépticas, el pH, los limites microbianos y cuando proceda la suspendibilidad (en
suspensiones), pérdida de peso (envase de plastico), prueba de eficacia de conservadores
y valoracion de los mismos, esterilidad y materia particulada. ®

Existen cinco tipos de estabilidad reconocidos, la estabilidad quimica en la cual
todo ingrediente activo debe retener la integridad quimica y la potencia reportada, de
acuerdo a los limites especificados. La estabilidad fisica en la que el producto debera
conservar sus propiedades fisicas tales como apariencia, palatabilidad, uniformidad y
disolucion. La estabilidad microbiologica, ya que el producto debe demostrar falta de
contaminacion o resistencia al crecimiento microbiano de acuerdo a las especificaciones.
En caso de tener agentes antimicrobianos, debe retener la efectividad dentro de los limites
de uso. La estabilidad terapéutica, en la que el efecto terapéutico del producto no debe
cambiar y estabilidad toxicolodgica, en la que no debe ocurrir ningun incremento
significativo de toxicidad del producto. "

Para determinar la efectividad de la actividad de la potencia antibacteriana de los
productos medicinales puede realizarse bioensayos, que demuestren cualitativamente o
cuantitavamente la capacidad de la sustancia activa, para inhibir el crecimiento de la o las

bacterias, para las cuales tiene una indicacion terapéutica.



IV. JUSTIFICACION

En la actualidad, no existen procedimientos o monografias individuales para la
determinacion de las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbiologicas y
potencia de la actividad de productos medicinales de origen botanico. Es por esto que
plantear el alcance y la metodologia de un estudio de estabilidad resulta ser muy

importante.

Es frecuente que el formulador de un producto determine en primer lugar los
efectos que tienen sobre el o los ingredientes activos factores tales como la temperatura,
la luz, el aire, el pH, la humedad, los rastros de metales y los excipientes o disolventes
utilizados en la formulaciéon. Tomando esto en cuenta se debe valorar la potencia
empleando un método indicador de estabilidad, se inspecciona el producto en busca de
cambios fisicos y si corresponde se somete a pruebas de carga microbiana y/o resistencia

al crecimiento microbiano y para evaluar la toxicidad y la biodisponibilidad.

Aunque la evaluacion de los medicamentos a base de plantas debe seguir las
pautas que rigen la evaluacion de los medicamentos obtenidos por sintesis quimica, las
reglamentaciones existentes, generalmente designadas pensando en principios activos
constituidos por una sola molécula, no siempre se adaptan a los fitocomplejos como es el
caso de las drogas vegetales y extractos, de los cuales ademas no se conocen con certeza
los componentes responsables de su actividad o bien se trata del efecto sinérgico de
varias moléculas. Por otra parte las diferencias existentes en la evaluacion de la calidad,
seguridad y eficacia entre los diferentes paises pueden representar un riesgo al
consumidor y dificultar la libre circulacion de medicamentos a base de plantas. Es por
esto que resultaria de gran utilidad realizar bioensayos, para determinar cualitativamente
o cuantitativamente, la potencia de la actividad terapéutica que se le atribuye a la

sustancia estudiada.
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V. OBJETIVOS

A. Generales

1.

Determinar las caracteristicas de una tintura con propiedades antibacterianas
comercializada en Guatemala, preparada a partir de plantas medicinales,

mediante pruebas de estabilidad acelerada.

B. Especificos:

1.

Determinar la estabilidad organoléptica, fisicoquimica y microbioldgica de
una tintura vegetal con propiedades antibacterianas, producida a partir de

plantas medicinales

Establecer directrices para los estudios de estabilidad de  productos
fitofarmacéuticos, para el establecimiento del tiempo de validez, la fecha de

vencimiento de cada lote y las condiciones de almacenamiento.

Adaptar una metodologia de analisis de estabilidad de productos naturales a

partir de las pruebas utilizadas para medicamentos de sintesis.
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VI. HIPOTESIS

Las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbiologicas y de potencia
de la actividad antibacteriana de una tintura preparada a partir de Gnaphalium
stramineum HBK (flores), Plantago major L (hoja), Psidium guajava L (hoja) y Tagetes
lucida Cav. (hoja y flor), en solucion alcohdlica al 35%, se mantienen al variar las

condiciones normales de almacenamiento.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Tinturas fitoterapéuticas comercializadas en Guatemala.

B. Muestra
1. Muestras de tres lotes de tintura comercializada con propiedad
antibacteriana, elaborados con Buenas Practicas de Manufactura bajo supervision

de la autora de la investigacion.

B. Recursos Humanos:

Wendy Carolina Flores Barrios Autora
Lcda. Lucrecia Martinez de Haase Asesora
Lic. Armando Caceres Co — Asesor
Licda. Aylin Santizo Revisora

C. Materiales

1. Materia vegetal desecada de:
e Psidium guajava (hoja)
e Gnaphalium stramineum (flor)
e Tagetes lucida (hoja y flor)

e Plantago major (hoja)

2. Cristaleria de laboratorio
e Vasos de precipitar

e Tubos de ensayo



e Tubos para andlisis microbioldgico
e (ajas de Petri

e Varillas de agitacion

e Vidrios de reloj

e Pipetas serologicasde 1, 5y 10 mL
e Crisoles

e Cépsulas de porcelana

e Pipeteadores

3. Equipo de Laboratorio
e Mechero Bunsen
e Campana Microbioldgica
e Percolador de acero inoxidable
e Incubadora a 35°C

e Incubadora para estabilidad 40 + 2°C
e Mufla

e Potenciometro
e Balanza analitica

e Espectrofotometro

4. Material para analisis microbioldgico
e (Caldo lactosado
e (Caldo bilis verde brillante
e Caldo E. coli
e Agar Sabouraud
e Agar plate count

e Agar Muller Hinton

5. Reactivos

e Acido acético

13



e Acetato de etilo

e Eter de petroleo

e Etanol 95%

e Magnesio metalico

e Alcohol octilico

e Estandar de cumarina

e Estandar de hiperosido
e Estandar de Acido Clorogénico
e Estandar de Quercetina
e Estandar de Rutina

e Tolueno

e Hidréxido de potasio

e Agua destilada

Material de laboratorio
e Tubos capilares sin heparina
e Cromatoplacas de Silica gel 60 F - 254
e Papel filtro
e Papel mayordomo
e Picnometro

e Bafo de Maria

Material de oficina
e Computadora personal
e Impresora
e Boligrafos
e Hojas papel Bond 80 g blanco
e Tinta para impresora
e Lapices

e (Calculadora

14
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E. Métodos

1. Disefio experimental:

Por ser un producto cuya actividad depende de fitocomplejos, no fué posible realizar
los calculos de estabilidad establecidos para moléculas sintéticas, por lo que la estabilidad

se evalud a través de los siguientes parametros:

e Fisicoquimicos:
0 Caracteristicas organolépticas: color, olor y examen fisico.
0 Caracteristicas fisicoquimicas: pH, densidad relativa, grado alcohodlico y

solidos totales.

Microbiologicos:
0 Conteo aerdbico en placa: bacterias mesofilas, mohos y levaduras
0 Recuento de enterobacterias: coliformes totales, coliformes fecales y

determinacion de E. coli.

Caracterizacion fitoquimica:
0 Identificacion de flavonoides

0 Identificacidon de cumarinas

Determinacion de la actividad antibacteriana

Para obtener un 95% de confiabilidad se evaluaron los resultados de los pardmetros
anteriormente mencionados, en tres diferentes lotes de tintura a tiempo 0, 90 y 180 dias.
El andlisis estadistico se realiz6 de manera descriptiva aplicando medidas de tendencia

central en cada tiempo de medicion.
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2. Metodologia

Se procedi6 de la siguiente manera:

a) Producto terminado:

La metodologia para la determinacion de estabilidad acelerada de tres lotes de
produccion de tintura antibacteriana comercializada en Guatemala, se llevo a cabo
a tiempo 0 dias (inicial), tiempo 90 dias y tiempo 180 dias; a una temperatura de

40 + 2°C.°Y (Anexo C).

1) Determinacion caracteristicas organolépticas

e Color:

O Prueba 1: Se tomd una muestra de 10 ml en un tubo de ensayo, se verificd
el color de la tintura y se comparé con el catalogo de colores Pantone ®,

durante cada uno de los tiempos de muestreo.

O Prueba 2: Se realizaron 4 diluciones con agua destilada de cada una de las
muestras: 2:1000, 4:1000, 6:1000 y 8:1000 respectivamente, se determin6
la longitud de onda de mayor absorcion por medio de un barrido en un

espectrofotometro.

e Olor: Se tomo una tira de papel filtro de 10 cm de largo por 1 cm de ancho y
se introdujo uno de los extremos en una muestra de 5 ml de tintura. Se
escogid un panel de tres personas para oler y describir las muestras. (Anexo

B)
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e Examen fisico: Turbidez, sedimentacion y separacion de fases.
Se tom6 una muestra de 10 ml de tintura en un tubo de ensayo 13 x 100, se
puso contra la luz, la muestra debia presentarse traslucida, homogénea, en

una sola fase y no debia presentar residuos sélidos.

8. Caracteristicas fisicoquimicas

e pH: Se tomd una muestra de tintura a volumen requerido en un tubo de
ensayo y se midié por potenciometria.
Procedimiento: Se introdujo el electrodo y el termémetro dentro de la
muestra, manteniéndolos dentro de la solucién el tiempo necesario para
estabilizar el electrodo, como minimo 30 segundos. Inmediatamente debia
aparecer el pH y la temperatura. Es posible obtener el valor en mV
presionando el boton Range. Si se van a realizar diferentes mediciones

sucesivamente, es recomendable lavar el electrodo con agua desionizada.

e Densidad relativa: Se tomd un picnémetro previamente lavado y seco. Se
peso y se anoto el peso exacto. Se llend el picnémetro con agua destilada y
se pesod, se anotd el peso exacto. Luego se retird el agua destilada y se lavo
con acetona, se llené el picnémetro con muestra de tintura y se peso, se anotod
el peso exacto. Una vez obtenidos los pesos, se determind la densidad

relativa con la siguiente formula:

Densidad relativa =  (Peso del picnémetro con muestra) — (Peso de picndémetro vacio)
(Peso de picnémetro con agua) — (Peso de picnometro vacio)

e Grado alcohdlico: Se tom6 una muestra de 250 ml de tintura en una probeta

a volumen y se introdujo un alcoholimetro.

e Solidos totales: Se tomaron tres capsulas de porcelana y se secaron en horno
a 100°C por una hora. Las capsulas se retiraron del horno y se colocarén en

una desecadora hasta que alcanzaran temperatura ambiente (25°C). Se peso
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cada una de las cépsulas en una balanza analitica. En una probeta de 25 ml
de capacidad, se midieron 25 ml tintura, los cuales se agregaron en cada una
de las tres capsulas. Se llevo a ebullicion en bafio Maria hasta sequedad para
obtener solidos totales. Luego las capsulas se retiraron del bafio Maria y se
secaron en horno a 100°C durante 6 horas. Las capsulas se colocaron en una
desecadora hasta que alcanzaron temperatura ambiente. Las capsulas fueron
pesadas con los solidos totales y se determiné la cantidad obtenida con la

siguiente formula:

Soélidos totales =  (Peso de capsula con muestra) — (Peso de cépsula vacia)

ml de tintura

Con los tres datos obtenidos se realiz6 un promedio el cual es el contenido de

solidos totales de 1a muestra.

9. Determinacion de caracteristicas microbioldgicas

¢ Conteo aerobico en placa:

0 Bacterias Mesofilas:

Preparacion de la muestra: Se medié 1 ml de muestra y se agregaron 9 ml
de solucidn salina al 0.85% p/v, en un tubo de ensayo. La mezcla se agitd
hasta obtener una muestra homogénea.

Preparacion de diluciones: A partir de la solucion homogénea se
prepararon tres diluciones. Dilucién 1:100: Se tomo6 1 ml de la soluciéon y
se agregaron 9 ml de solucion salina al 0.85% p/v. Dilucion 1:1,000: De la
dilucion 1:100 se midio 1 ml de solucioén y se agregaréon 9 ml de solucion
salina al 0.85% p/v. Dilucion 1:10,000: De la dilucion 1:1,000, se midi6 1
ml de solucion y se agregaron 9 ml de solucion salina al 0.85% p/v.

Se coloco 0.1 ml de cada una de las diluciones en tres cajas de Petri

estériles de 9 — 10 cm de didmetro, previamente preparadas e incubadas
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con agar Plate count. Se incubo a 35 — 37°C durante 5 dias. ® Los
resultados se interpretaron segun el Anexo D.

0 Mohos y levaduras:
Se coloco 0.1 ml de cada una de las diluciones que se prepar6 en tres cajas
de Petri estériles de 9 — 10 cm de diametro, previamente preparadas e
incubadas con agar Sabouraud. Se incubo a 35 — 37°C durante 5 dias. ¥ Se

interpretaron los resultados segun Anexo D.

e Recuento de Enterobacterias

0 Coliformes totales:
Se prepard caldo lactosado segun instrucciones del envase. En tubos de
ensayo de 20 ml con tapon rosca, se agregaron 9 ml de caldo lactosado 'y
se introdujo una campana de Durham, se prepararon nueve tubos por
muestra. Posteriormente se esterilizaron los tubos en autoclave por 15
minutos a 121°C, y se dejaron enfriar. Se midi6 1 ml de muestra y se
agregaron 9 ml de solucion salina al 0.85% p/v. Se colocaron 3 ml de cada
una de las diluciones preparadas con anterioridad en tres tubos con agar, 1
ml de muestra a cada uno, iniciando con la dilucion 1:100 hasta llegar a la
dilucién 1:10,000 para obtener nueve tubos. ) Se interpretaron los

resultados segun el Anexo E.

0 Coliformes fecales:
Se prepard caldo bilis verde brillante (BVB) segun las instrucciones del
envase. Se agregaron 9 ml de caldo BVB en un tubo de 20 ml con tapon
rosca, y se introdujo una campana de Durham. La cantidad de tubos que se
prepar6 es igual al nimero de tubos con resultado positivo en la prueba de
coliformes totales. Se esterilizaron los tubos en autoclave, por 15 minutos
a 121°C y se dejaron enfriar. En una campana limpia y sanitizada con
anterioridad, se inocularon los tubos de BVB tomando una asada de cada

tubo de caldo lactosado que present6 resultado positivo. Se incubo de 24 a
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48 horas en una incubadora a 42 + 2°C. Se verifico crecimiento bacteriano

con produccion de gas (burbuja de aire en la campana de Durham),
formacion de turbidez o precipitado. Los resultados se interpretaron segun
la tabla de Numero Mas Probable (NMP). (Anexo 5) A los tubos con

resultado positivo se realizé analisis para E. coli. ©

Determinacion de E. coli:

Se prepar6 caldo EC segun las instrucciones del envase. Se agregaron 10
ml de caldo EC en un tubo de 20 ml con tapén rosca y se introdujo una
campana de Durham. La cantidad de tubos que se prepararon fué igual al
nimero de tubos con resultado positivo en la prueba de coliformes fecales.
Se esterilizarén los tubos en autoclave, por 15 minutos a 121°C y se
dejaron enfriar. En una campana limpia y sanitizada con anterioridad se
inocularon los tubos de EC tomando una asada de cada tubo de caldo BVB
que presentaron resultado positivo. Se incubaron de 24 a 48 horas en una
incubadora a 35 + 2°C. El crecimiento bacteriano se verifica con
produccion de gas, formacion de turbidez o precipitado.

Si existio resultado positivo en los tubos, se inocula una muestra de cada
uno, en placas de agar MacConckey. Estas cajas deben incubarse a 43 +
2°C durante 18- 24 horas. El crecimiento de colonias rojas, umbilicadas,

generalmente no mucosas, indican la posible presencia de E. coli. ®

10. Caracterizacion Fitoquimica

Marcha fitoquimica para identificacion de flavonoides:

Se aplicaron las muestras con un capilar sin heparina en una cromatoplaca de
silica gel 60 F-254, utilizando como estandares Quercetina, Hiperdsido,
Acido clorogénico y Rutina.

Fase movil: Acetato de etilo — 4cido formico — dcido acético glacial — agua

(100:11:11:27).
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Deteccion: Sin tratamiento quimico en luz UV — 254 nm, todos los
flavonoides fluorescen azul o amarillo. Luz UV . 365 nm, dependiendo de la
estructura los flavonoides fluorescen amarillo, azul o verde. Con tratamiento
utilizando Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG), se muestra
fluorescencia intensa en luz UV — 365 nm. Al aplicar vapores de amoniaco

se intensifica la coloracion de las manchas.

e Marcha fitoquimica para identificacion de cumarinas:

Se aplicaron las muestras con un capilar sin heparina en una cromatoplaca de
silica gel 60 F-254, utilizando como estandar cumarina al 1% en metanol.
Fase movil: Tolueno — acetato de etilo (93:7)

Deteccion: Sin tratamiento en luz UV — 254 nm, todas las cumarinas
muestran fluorescencia. Sin tratamiento en luz UV — 365 nm, todas las
cumarinas muestran intensa fluorescencia azul o azul — verdosa. Con
tratamiento utilizando reactivo de Hidréxido de potasio al 5% como

revelador, las cumarinas se observan de color azul. ©

11. Determinacion de la actividad antibacteriana: Prueba de Mitscher et al.
Se agregd 1 ml de tintura a 9 ml de agar Muller Hinton fundido a 40°C AMH —
T. Se agité y se vertié6 en una caja de Petri estéril y se dejé solidificar. Se
incub6 a 35°C durante 24 horas. Luego se inocularon las bacterias estandar en
caldo tripticasa y se incubaron a 35°C durante 24 horas. Se diluy6 1:10 en agua
destilada estéril y luego se inocularon por triplicado formando estrias en la caja
AMH — T. Se incubaron a 35°C durante 24 horas y leyeron los resultados. Las
bacterias utilizadas como control fueron Staphylococcus aureus, Salmonella,
Bacilus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y E. coli; las cuales debian estar

inhibidas a la concentracion de prueba.



Para los tres lotes de tintura antibacteriana evaluados, se realizd la medicidon de las
pruebas cuantitativas por triplicado. En las tablas de resultados se reportan los promedios
de dichas mediciones a tiempo 0, 90 y 180 dias. La Tabla No. 1 muestra la temperatura y
las fechas en que fueron realizadas cada una de las mediciones de los pardmetros

propuestos en la metodologia.Los datos de los resultados de las mediciones se describen

en el anexo F.

VIIl. RESULTADOS

Tabla No. 1

LOTES ANALIZADOS

LOTE | TEMPERATURA | TIEMPO O | TIEMPO 90 | TIEMPO 180
DIAS DIAS DIAS

A 40 + 2°C 28—11-07 | 28-02—-08 | 01-06—08

B 40 + 2°C 28—11-07 | 28—-02-08 | 01-06—08

C 40 + 2°C 28—11-07 | 28—02—-08 | 01-—06—08




Tabla No. 2
RESULTADOS DE ESTABILIDAD ACELERADA
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La Tabla No. 2 muestra los resultados obtenidos de la medicion de los parametros de calidad establecidos para la tintura con

propiedades antibacterianas, evaluados a los tiempos 0, 90 y 180 dias, para el lote A, By C.

PARAMETRO ESPECIFICACION RESULTADO TIEMPO 0 DIAS RESULTADO TIEMPO 90 DIAS RESULTADO TIEMPO 180 DIAS
Caracteristicas Organolépticas LOTE A LOTEB LOTEC LOTE A LOTEB LOTEC LOTE A LOTEB LOTEC
Color Catalogo Pantone Pantone 470C Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumople Cumple Cumple Cumple

Longitud de onda de la 200 +2 nm Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
absorbancia maxima
Olor Caracteristico alcoholico Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Examen fisico
Turbidez No presenta turbidez Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Sedimentacién No presenta sedimentacion Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Separacion de fases Liquido homogéneo, presenta una sola Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple No cumple
fase
Caracteristicas fisifcoquimicas
Ph 5.0-6.0 Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Densidad relativa 0.960 — 0-990 g/ml Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Grado alcohdlico 30-35% No Cumple No cumple No cumple No cumple | Nocumple | Nocumple | No Cumple | No cumple No cumple
Solidos totales 0.01635 —0.01808g/ml Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Caracteristicas microbiolégicas
Conteo aerobico en placa
Bacterias mesofilas <1000 UFC Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Mohos y levaduras <1000 UFC Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Recuento de Enterobacterias
Coliformes totales <3 NMP Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Coliformes fecales <3 NMP Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Determinacion de E. coli <3 NMP Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Actividad Antibacteriana
S. aureus Positivo Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Salmonella Positivo No cumple No cumple Cumple No cumple No cumple Cumple No cumple No cumple No cumple
B. subtilis Positivo Cumple No cumple Cumple Cumple Cumple Cumple No cumple Cumple Cumple
P. aeruginosa Positivo Cumple No cumple Cumple Cumple Cumple Cumple No cumple No cumple Cumple
E. coli Positivo No Cumple No cumple No cumple No cumple | Nocumple | Nocumple | Nocumple | No cumple No cumple
Caracterizacion fitoquimica
Flavonoides Fluorescencia azul, amarillo o verde Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
Cumarinas Fluorescencia azul o azul — verdosa Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple Cumple
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En la Tabla No. 2, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de la
estabilidad de los lotes A, B y C; de tintura antibacteriana. Dichos resultados
determinaron las caracteristicas de la tintura, la cual se evalu6 mediante pruebas de
estabilidad acelerada, utilizando como directrices pruebas para productos farmacéuticos
liquidos. La estabilidad de estas caracteristicas se evalu6 durante 180 dias a temperatura

extrema de 40 + 2°C.

Las caracteristicas organolépticas evaluadas, las cuales fueron color y olor,
mostraron que los tres lotes evaluados cumplen con las especificaciones para la forma
farmacéutica luego de transcurridos 180 dias. Se encontré que los pardmetros fisicos no
varian durante el tiempo a excepcion de la sedimentacion, ya que el lote C presentd
sedimentacion luego de 180 dias almacenado a temperatura extrema, por lo cual no

cumple las especificaciones para la preparacion.

De las caracteristicas fisicoquimicas, se encontrd que los valores de pH, densidad
relativa y solidos totales, no muestran una desviacion significativa de los valores
especificados y los resultados obtenidos se encuentran dentro de los rangos permitidos,
por lo que cumple para la especificacion luego de 180 dias de evaluacion. En cuanto a los
valores obtenidos del porcentaje alcohdlico, se puede ver que desde el inicio de la
medicion los valores no cumplen con las especificaciones, ya que estos se encuentran por
debajo del valor minimo permitido y en cada una de las mediciones se mostro una
desviacion mayor a 1, lo cual significa después de cada tiempo de medicion se perdid
mas del 1% de alcohol en las muestras. Esta disminucion pudo haberse evitado si en el
proceso de manufactura, luego de la percolacion se hubiera ajustado el porcentaje de
alcohol hasta lograr que quedara dentro de lo permitido. Es importante mencionar que el
método utilizado para la medicion puede presentar un porcentaje de error alto, ya que se
mide el porcentaje alcohdlico por medio de flotacion y el resultado obtenido depende de
la apreciacion del experimentador, por lo que deberia realizarse la medicion de este

parametro por el Método de Karl Fisher, para determinar cuantitativamente este valor.
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Luego de la evaluacion de las caracteristicas microbioldgicas, se pudo determinar
que la tintura mantuvo su asepsia durante el tiempo, por lo que es apta para el consumo
humano. La identificacion fitoquimica de cumarinas y flavonoides, es importante ya que
los compuestos flavonoides quercetinicos como la guayaberina presentes en P. guajava,
los glicosidos flavonoides de G. stramineum, las cumarinas de P. major y el o —
tertienilo y herniarina de T. lucida; le confieren a la tintura la actividad antibacteriana, es
por esto que se identificaron estos compuestos como indicadores de estabilidad.”) Se
determind cualitativamente que, aunque la temperatura a la que se sometio la tintura fue
extrema, de 40 + 2°C, dichos grupos no desaparecen y que aunque son termolabiles, a
dicha temperatura no alcanzan la descomposicion, por lo que serian sustancias elegibles
como indicadores numéricos de estabilidad si se les cuantifica. En cuanto al parametro de
humedad, las referencias no indican si esta puede causar descomposicion en los
metabolitos activos, pero en este estudio no se tomd en cuenta debido a que el producto
es una preparacion liquida, para la cual no se ha reglamentado que deba alterarse este

parémetro.(6)

Se determind también, luego de realizar bioensayos, que la actividad de la tintura
no se mantiene durante el tiempo de medicion, ya que luego de los 180 dias de medicion
los 3 lotes inhiben el crecimiento tnicamente de S. auerus y el lote C muestra inhibicion

ademas para B. subtilis y P. aeruginosa.

La variacion en los resultados de estabilidad acelerada de los tres lotes de tintura
con propiedad antibacteriana analizados, puede deberse a varios factores como lo son la
época de cosecha de los lotes de las plantas utilizadas en la manufactura, ya que cada
planta tiene una época del afio en la que presenta su mayor cantidad de metabolitos
activos. Por este motivo puede explicarse la aparicion de sedimentacion y la inhibicion de

B. subtilis y P. aeruginosa en el lote C.

Luego de la evaluacion de los tres lotes de tintura antibacteriana se puede

determinar que, para que el producto mantenga la estabilidad de sus caracteristicas
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fisicoquimicas, microbiologicas, fitoquimicas y su actividad contra bacterias, es
indispensable que se controlen todos los procesos involucrados en la produccion del
producto, como lo son las Buenas Practicas Agricolas y las Buenas Practicas de
Manufactura para que los lotes producidos sean reproducibles y que el producto

mantenga su accion terapéutica durante el tiempo asignado para su expiracion.

Las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbiolodgicas y de potencia
de la actividad antibacteriana de la tintura preparada a partir de G. stramineum, P. major,
P. guajava y T. lucida, en soluciéon alcohodlica al 35%, no se mantienen al variar las
condiciones normales de almacenamiento. Es por esto que debe establecerse por medio
de un estudio de estabilidad a largo plazo (estabilidad en anaquel), el tiempo de vida util
del producto, controlando factores que puedan disminuir la actividad del producto como
lo son el material de empaque, el almacenamiento del producto, la distribucion y la zona

climatica de los lugares en donde ha de comercializarse el producto.
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X. CONCLUSIONES

La metodologia de andlisis de estabilidad para productos obtenidos por sintesis
quimica, que se planted para la evaluacion de la estabilidad acelerada de la
tintura con propiedades antibacterianas, preparada a partir de plantas
medicinales, determino las caracteristicas y los parametros de calidad para la
evaluacion del producto.

Las caracteristicas fisicoquimicas evaluadas para la tintura con propiedades
antibacterianas cumplen con las especificaciones de calidad para la forma
farmacéutica con excepcion del porcentaje alcoholico, que se mantuvo por
debajo de los rangos aceptados.

El porcentaje alcohodlico en los tres lotes de tintura con propiedades
antibacterianas evaluados no cumpli6é con las especificaciones permitidas desde
el tiempo 0 dias y luego se encontrd, que este valor disminuy6 en mas del 1%
luego de cada medicidn, por lo que debe utilizarse el método de Karl Fisher
para determinar cuantitativamente este pardmetro, para disminuir el alto
porcentaje de error que se obtiene por el método de flotacion.

Las caracteristicas microbiologicas de los tres lotes de tintura analizados no se
ven afectados por las condiciones extremas de temperatura a la que fueron
sometidos.

Los tres lotes de tintura antibacteriana analizados mantienen la presencia de sus
metabolitos activos luego de 180 dias de almacenamiento en condiciones
extremas de temperatura.

Los lotes A, B y C, inhiben el crecimiento de S. aureus, luego de 180 dias de
almacenamiento en condiciones extremas de temperatura.

El lote C, inhibe el crecimiento de B. subtilis y P. aeruginosa, luego de 180
dias de almacenamiento en condiciones extremas de temperatura.

La época de cosecha de las plantas utilizadas en la produccion de tintura con
propiedades antibacterianas es un factor importante para la reproducibilidad de

los lotes del producto, ya que determina la cantidad maxima o minima de



28

metabolitos activos, los cuales le confieren la actividad antibacteriana a la
tintura.

Las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbiologicas y de
potencia de la actividad antibacteriana de la tintura preparada a partir de
Gnaphalium stramineum HBK (flores), Plantago major L (hoja), Psidium
guajava L (hoja) y Tagetes lucida Cav. (hoja y flor), en solucion alcohdlica al

35%, no se mantienen al variar las condiciones normales de almacenamiento.
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XlI. RECOMENDACIONES

Agricolas, para determinar el tiempo Optimo de cosecha de cada planta utilizada en la
produccion de tintura con propiedades antibacterianas.

Mejorar las Buenas Practicas de Manufactura del producto, para obtener lotes
reproducibles tanto en sus caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y
fitoquimicas, como en la actividad contra bacterias.

Ajustar el porcentaje alcohdlico luego de la extracciéon por percolacion de los
metabolitos activos, para asegurar que el producto cumple con las especificaciones de
calidad para la forma farmacéutica y realizar la mediciéon de este parametro
cuantitativamente por el método de Karl Fisher.

Realizar el estudio de estabilidad del producto terminado a condiciones reales de
almacenamiento, para respaldar los resultados del estudio de estabilidad acelerada y
determinar el tiempo exacto de vida 1util.

Utilizar camaras de estabilidad para la realizacion de estudios de estabilidad acelerada
a fin de establecer la influencia de la humedad en dicho proceso.

Identificar y cuantificar metabolitos secundarios en los productos fitofarmacéuticos,
para que sirvan como indicadores para establecer de forma numérica la estabilidad de
los mismos.

Realizar ensayos in vitro con diferentes concentraciones de la tintura antibacteriana,
para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC), a la cudl pueden ser

inhibidas las bacterias evaluadas.
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X. ANEXOS

A. INFORMACION DE LOS COMPONENTES, CLASIFICACION, ACCION
FARMACOLOGICA Y TERAPEUTICA

1. Gnaphallium stramineum HBK (Sanalotodo). (Se usa también Gnaphallium

viscosum HBK).

a) Descripcion y propiedades medicinales:

Plantas de la familia Asteraceae nativas de Guatemala, en donde tienen un amplio
uso medicinal, su distribucion geografica es restringida y su produccioén es por
recoleccion en areas bajo manejo en el altiplano del pais. Como su nombre lo
indica, en Guatemala se le utiliza para el tratamiento de multiples enfermedades

(6.,8)

principalmente afecciones respiratorias y gastrointestinales . Se le atribuyen

propiedades antibacterianas, antidiarréicas, antitusivas y expectorantes .

b) Informacién farmacologica y toxicologica:

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de flores de G. viscosum posee
actividad contra bacterias Grampositivo (Streptococcus pneumoniae y S. pyogenes)
©® y Gramnegativo (Salmonella typhi y Shigella flexneri) '?. Otras especies del
género, usadas indistintamente en Guatemala, también ha demostrado actividad
contra bacterias Grampositivo como G. brachypterum, G. Satramineum y G.
stolonatum ®. La administracién orogéstrica de la infusion de flores de G.
stramineum inhibe la inflamacion inducida por carrigenina en ratas a dosis de 750
mg/kg, pero las hojas no tienen el efecto aun en dosis de 1g/kg ", la actividad se
atribuye a derivados del 4cido cafeoilquinico y glicésidos flavonoides que

. . < S 12
posiblemente tienen una accion sinérgica 2.

c) Composicion quimica:

La composicion quimica no ha sido suficientemente estudiada, aunque puede

. r1: : 12
asegurarse que las flores contienen compuestos fenolicos y flavonoides &2,
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2. Plantano major L. (Llantén, Raq tzi):

a) Descripcion y propiedades medicinales

Pequeiia planta cosmopolita de la familia Plantaginaceae que tiene un amplio uso
medicinal en todo el mundo y su produccion puede ser por recoleccion o por
cultivo. Su principal uso medicinal es para el tratamiento de afecciones e
inflamaciones particularmente digestivas, respiratorias y dérmicas. "%~ 2. Se le
atribuye propiedad antibacteriana, antidiarréica, antiinflamatoria, antioxidante,
antiséptica, cicatrizante, emoliente, febrifuga, inmunomoduladora, pectoral y

vulneraria ®1%17,

b) Informacién farmacologica y toxicologica:

El extracto alcoholico tiene propiedades antibacterinas in vitro, particularmente
contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus que son agentes causales de
piodermia "® y contra S. typhi y Shigella dysenteriae '” que son causales de fiebre
tifoidea, diarrea y disenteria. En un modulo experimental de piodermia por S.
aureus en ratas albinas se demostré que las lesiones tratadas con extractos
etandlicos sanan mas rapidamente que los controles . El plantaglucésido es una
preparacion de pectina que tiene actividad antiulcerogénica en ratas e inhibe el
edema por dextrano o acido formico ”; la cumarina de las hojas tiene actividad
antiulcerogénica en la ulcera inducida por estrés de inmersién en ratas V. El
extracto de las hojas tiene actividad quemotactica en neutr6filos, pero no aumenta

(22)

la muerte intracelular por la prueba de azul de tetrazoilo ““. La actividad

antiinflamatoria se ha demostrado por reduccion del edema podal por carragenina,

e ., . . fii o (17,23
inhibicién de la formacion de exudado del retorcimiento por acido acético 7.

Los extractos acuosos de hojas se han usado exitosamente en el tratamiento clinico

de ulcera gastrica (1.5 — 3.0 g/dia) '” y de hemorroides *°.

Los extractos acuoso y etandlico no son toxicos a peces del genero Mollinesia .

El extracto acuoso no presenta toxicidad por administracion oral intraperitoneal 7,
el plantaglucésido no es toxico ®”. La DLs, del extracto acuoso en ratas por via

intravenosa es de 175 mg/kg, las hojas incorporadas en 40% a la dieta del raton
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infante no es nefrotoxica, la administracion oral para aplicaciones estomatologicas
(hasta 50 g/L) en humanos no produce manifestaciones de toxicidad o intolerancia
@ Algunos datos son contradictorios, pero puede asegurarse que el extracto
acuoso no presenta genotoxicidad evaluada por la prueba de Ames o por la
segregacion somatica de Aspergillus nidulans D-30 “'”. Es una hierba clasificada

por la FDA como de seguridad no definida .

c) Composicion quimica:

Toda la planta contiene glucdsidos (aucubina o rhinantina y catalpol), cumarinas
(plantaglucésido), alcaloides, flavonoides, derivados del 4acido 14 -
hidroxicinnamico, polifenoles (baicaleina, scutelareina), enzimas (invertina,
emulsina), mucilago y sales organicas y minerales ®* *. Las semillas son ricas en

aucubina, colina, pectina, taninos, grasa y mucilago (8.25)

3. Psidium guajava L. (Guayaba)

a) Descripcion y propiedades medicinales:

Arbol de la familia Myrtaceae autoctono del sur de México y Centro América, su
distribucion geografica es amplia en el continente y su produccién es por
recoleccion y cultivo de zonas célidas y templadas, principalmente por su fruto, del
cual se han desarrollado mas de 60 variedades comerciales ©*. Su principal uso
medicinal es para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, respiratorias y

dermatomucosas 71331339 ge

le atribuye propiedad antidiarréica,
antiespasmodica, astringente, digestiva, emenagoga, hemostatica, sedante,
vermifuga y vulneraria ©*?*%_ La tintura de las hojas se usa para fricciones en los

nifos, con fines cicatrizantes S

b) Informacion farmacoldgica y toxicologica:
Por su alto contenido de taninos y su actividad astringente es efectiva en el
tratamiento de diarrea y espasmo abdominal ©**. La tintura ha demostrado

actividad contra E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. typhi, S. flexieri, S.
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9,10,35 - 38 r ’
s O:10 ). En un modelo en ratén se demostré que

penumoniae y S. aureu
disminuye significativamente el transito intestinal con una relacion dosis — efecto
@7. los glicosidos de quercetina tienen actividad espasmolitica e inhibitoria de la
peristalsis ®” y presentan una clara reducciéon en la amplitud de la respuesta
muscular al prefundirse intraluminalmente el ileon de cobayo en relacion dosis —

(40)

respuesta *, actividad que se ha confirmado en otros modelos de hiperpropulsion

del transito en el intestino delgado de ratas, actuando por un mecanismo de

@D E] extracto metabolico

inhibiciéon del aumento de las secreciones acuosas
inhibe el edema podal inducido por carragenina en la rata “*. Estudios clinicos
para comparar la actividad antidiarréica con caolin y pectina demuestran que los
tratamientos son similares .

La actividad antibacteriana se atribuye a la guayaverina (avicularina), flaconas y

acido guayabolico; la actividad antiprotozoarica al acido psididlico “**. La

actividad antiinflamatoria es producida por el aceite esencial y los flavonoides “2.
La actividad antidiarréica se atribuye a la guayaverina y otras quercetinas, que han
demostrado una definitiva accion antisecretoria en la liberacion de acetilcolina
(ACh), efecto que no es reversible por la naloxona. Este efecto se debe al bloqueo
de los canales de calcio o a la inhibicion del sistema enzimatico responsable de la
sintesis de prostaglandinas, que a su vez se relaciona con la liberacion de ACh; el
extracto etandlico muestra una inhibicion de la liberacion de la ACh similar a la
producida por morfina “°.

La infusion de corteza y hojas ensayadas separadamente en ratones por via oral en
dosis de 1 — 5 g/ kg no presenta toxicidad aguda ®. El extracto metabélico (5 mg /
placa) tiene actividad antimutagénica contra la toxicidad inducida por radiacion

ultravioleta y diversos mutagenos "

c) Composicion quimica:

Toda la planta es rica en taninos (hojas 9 — 12 %; corteza 26 — 32 %) *”. Las hojas
contienen B — sistosterol y dcido maslinico. El aceite esencial contiene
hidrocarburos sesquiterpénicos (aromadenderno, 3 — sistosterol, cariofileno, cinel,

nerelidol, B — selineno y sel — 11 — en — 4a- ol), triterpenoides (4cidos oleanolico,



38

ursolico, crategdlico y guayabdlico), flavonoides (derivados de quercetina,
guayaverina, glicésido de 3 — o — L — arabopiranosido y quercetin 3 — arabindsido),

glicésido del acido elagico, leucocianidina y derivados del 4cido galico '%272%.

Tagetes lucida Cav. (Pericon, lya, Hierbanis)

a) Descripcion y propiedades medicinales

Planta de la familia Asteraceae nativa de Mesoamérica. Tiene una amplia
distribucion y uso medicinal, saborizante culinario y religioso en toda la region. Su
produccion es por recoleccion en areas bajo manejo o cultivo en el altiplano ®. Su
uso medicinal estd muy difundido en toda la poblacion, principalmente la infusion
de hojas y flores para el tratamiento de la diarrea y dolor de estomago 7'**7. Se le
atribuye propiedad antiespasmodica, antiséptica, antibacteriana, antidiarréica,

carminativa, desinflamante, digestiva y febrifuga ®12,15)

b) Informacién farmacologica y toxicologica

La infusion y tintura de hojas y flores tiene actividad contra las bacterias causales

(10)

de diarrea '” e infeccion respiratoria . En un modelo in vivo, se demostré que la

pomada a base de la tintura inhibe el crecimiento de S. dysenteriae en la cornea del

cobayo y disminuye los dias en que cura la queratoconjuntivitis experimental “%.

La actividad antibidtica se atribuye al a — tertienilo que se ha descrito en varias

@9 El extracto acuoso tiene actividad

especies de tagetes y a la herniarina
espasmolitica evaluada en un modelo in vivo usando duodeno de rata aislado, con
DE 5 en raton de 500 mg / ml in vitro y 20 g / kg in vivo ®”; la estructura quimica
responsable es la herniarina “”. Resultados similares se obtuvieron en misculo liso
de yeyuno de conejo ©®" y actividad anticolinérgica en musculo esquelético y

cardiaco de rata

(34

. Los taninos y pectina son responsables de la actividad

antidiarreico
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c¢) Composicion quimica:

Las hojas y flores contienen aceite esencial (limoneno, B — ocimeno, B —
cariofileno, mirceno, acetol, alilanisol, esdragol, éter metilico de eugenol, tagetona,
dihidrotagetona, linalool (52)), alcaloides cuaternarios, cumarinas (dimetilalileter
de 7 — hidroxicumarina, 7 — metoxicumarina y 6,7,8 — tremetoxicumarina),
flavonoides (quercetagerina, patuletina), derivados de tiofeno, a — tertienilo,

saponinas, leucoantocianinas, resinas, taninos, goma y sales minerales (15.29.53)

B. ESPECIFICACIONES DEL PRODUCTO TERMINADO

Prueba Especificacion
Apariencia Liquido transparente o ligeramente opalescente
Color Ambar a ambar oscuro
Olor Caracteristico alcohélico
pH 5.0-6.0
Densidad relativa (25°C) 0.960 — 0.990
Fuente: monografia registro sanitario de producto terminado
Envase Especificacion
Capacidad 120 ml
Material Vidrio
Color Ambar oscuro
Tapadera Bagquelita plastica color blanco

Fuente: monografia registro sanitario de producto terminado

C. CONDICIONES PARA REALIZAR ESTUDIOS ACELERADOS DE
ESTABILIDAD
Se aplica para el registro de un medicamento o modificaciones a las condiciones de
registro; se deben llevar a cabo en tres lotes de produccion con la formulacion y el

. . . . . 2
material de empaque / envase primario sometido a registro. @

Condiciones del Estudio de Estabilidad
Sustancias que no requieren refrigeracion ni congelacion

Tiempo 6 meses (180 dias)

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO ANALISIS

40 °C + 2 °C con 75 % + 5% de humedad relativa para formas Inicial
farmacéuticas solidas 90 dias
180 dias

40 °C # 2 °C para formas farmacéuticas liquidas y semisolidas Inicial
90 dias
180 dias

40 °C £ 2 °C para todas las demas formas farmacéuticas Inicial
180 dias

2)
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D. CONTEO AEROBICO EN PLACA, MOHOS Y LEVADURAS

1. Calculos:
Cajas sin crecimiento bacteriano: El resultado se expresa como menor de la dilucion

mas baja sembrada (3).

Ej: 1:10 1:100
0 0 = 10 UFC/gr 6 ml
0 0

Cajas con menos de 25 colonias: Tomar la dilucién menor y reportar como recuento

aerobico en placa estimado; o tomar como 25 veces la dilucion menor donde aparecen

colonias .
Ej: 1:10 1:100
15 3 = 250 UFC/gr 6 ml
0 0

Cajas entre 25y 250 colonias: El conteo final se obtiene aplicando la siguiente
formula:
N = Sumatoria de Colonias * FD

[(1*NCdb) + (0.1*NCda)]

N: Numero de colonias por g o ml de muestra.
NCdb: Namero de cajas contadas de la dilucion mas baja.
NCda: Numero de cajas contadas de la dilucion siguiente mas alta.

FD: Factor de dilucion menor contada.

Ej: 1:100 1:1000
232 33
244 28

232+244+33+28  *100 = 24,409 = 24,000 UFC/gr 6 ml
[(1*2) + (0.1*2)]
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NOTA: Cuando los conteos de uno de los duplicados esta fuera de ambos limites

(25-250), tome en cuenta sélo los que estan dentro de los establecidos .

Todas las cajas tienen mas de 250 colonias

Se seleccionan los duplicados de la dilucion con el conteo mas cercano a 250.

Si hay menos de 10 colonias por cada cuadro del contador

Si hay menos de 10 colonias por cada cuadro del contador de colonias (cada cuadro
mide 1 cm?), seleccione 12 cuadros (seis horizontales y seis verticales). Si hay mas
de 10 colonias por cuadro, entonces se cuentan solo 4 cuadros. En ambos casos
debe obtenerse el promedio de colonias por cm?. Este resultado se multiplica por el
area de la caja y por el factor de dilucion y se informa como recuento estimado, el
cual se indica con un asterisco (*). El diametro interno de las de tamafios estandar
varia, por lo que el area puede ser @,

65 cm (9 cm de diametro interno)

57 cm (8.5 cm de diametro interno)

Ejemplo:
Cada cm? tiene mas de 10 colonias:
Promedio = 15+16+18+15 = 64/4 =16
RE =16* 57 a* 100b = 91,200 UFC/g-ml

RE = Recuento estimado
a = Area de la caja

b = Factor de dilucion

Cajas con crecimiento excesivo: El conteo excede de 100 colonias por cm” o es Muy
Numeroso Para Contar (MNPC). Se informa como recuento estimado y como mayor

de 5700 UFC @,
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Ej:1:1000 1:10000
MNPC MNPC

100 a * 57b * 10000c = 5,700,000 UFC/gr 6 ml

MNPC = Muy Numeroso Para Contar
a = Colonias
b = Areade la caja

¢ = Factor de dilucién mayor

E. INTERPRETACION DE RESULTADOS

e Coliformes totales:
La presencia de Coliformes totales indica que la contaminacion de la muestra se debe al
proceso que ha llevado desde el inicio, como malas condiciones de secado,

almacenamiento, aire, humedad asi contaminacién por animales, insectos y agua .

Muestra 1: 100 1:1000 1:10000 Resultado (NMP/g-ml

XX 0 0 0 Xx

3

e Coliformes fecales:
La presencia de Coliformes fecales indica contaminacion fecal proveniente del riego con

aguas negras y puede haber potencialmente la presencia de microorganismos patdégenos
3

Muestra 1: 100 1:1000 1:10000 Resultado (NMP/g-ml

XX 0 0 0 Xx

(©)
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NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

Combinacion de NMP por g 6 ml
tubos positives

0-0-0 <3
0-0-1 3
0-1-0 3
0-2-0 3
1-0-0 4
1-0-1 7
1-1-0 7
1-1-1 11
1-2-0 11
2-0-0 9
2-0-1 14
2-1-0 15
2-1-1 20
2-2-0 21
2-2-1 28
2-3-0 12
3-0-0 23
3-0-1 39
3-0-2 64
3-1-0 43
3-1-1 75
3-1-2 120
3-2-0 93
3-2-1 150
3-2-2 210
3-3-0 240
3-3-1 460
3-3-2 1100
3-3-3 2400

(€)

e Escherichia coli:

E. coli se presenta como un microorganismo enteropatdégeno. El producto es aceptado

cuando no presenta crecimiento microbiologico .

Muestra Resultado

XX Positivo o Negativo
3




. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CUANTITATIVAS

Tabla No. 1
pH MUESTRA A
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 5.40
0 dias 2 5.41 5.41 0.01
3 5.43
1 5.60
90 dias 2 5.58 5.59 0.01
3 5.59
1 5.55
180 dias 2 5.52 5.53 0.01
3 5.54
PROMEDIO 5.51
DESVIACION ESTANDAR 0.09
Tabla No. 2
pH MUESTRA B
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 5.60
0 dias 2 5.64 5.62 0.02
3 5.63
1 5.58
90 dias 2 5.56 5.56 0.01
3 5.56
1 5.37
180 dias 2 5.33 5.35 0.02
3 5.36
PROMEDIO 5.51

DESVIACION ESTANDAR

0.14
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Tabla No. 3
pH MUESTRA C

TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 5.55
0 dias 2 5.52 5.53 0.01
3 5.54
1 5.37
90 dfas 2 5.33 5.35 0.02
3 5.36
1 5.40
180 dias 2 5.43 5.41 0.01
3 5.41
PROMEDIO 5.43
DESVIACION ESTANDAR 0.09
Tabla No. 4
DENSIDAD RELATIVA MUESTRA A
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 0.9718
0 dias 2 0.9715 0.9717 0.0002
3 0.9719
1 0.9691
90 dias 2 0.9688 0.9689 0.0001
3 0.9690
1 0.9647
180 dias 2 0.9644 0.9645 0.0001
3 0.9645
PROMEDIO 0.9684
DESVIACION ESTANDAR 0.0036




Tabla No. 5

DENSIDAD RELATIVA MUESTRA B

TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 0.9729
0 dias 2 0.9729 0.9728 5.7735E7
3 0.9728
1 0.9683
90 dias 2 0.9681 0.9682 0.0001
3 0.9684
1 0.9695
180 dias 2 0.9690 0.9692 0.0002
3 0.9691
PROMEDIO 0.9701
DESVIACION ESTANDAR 0.0024
Tabla No. 6
DENSIDAD RELATIVA MUESTRA C
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 0.9640
0 dias 2 0.9636 0.9638 0.0002
3 0.9638
1 0.9678
90 dias 2 0.9673 0.9676 0.0002
3 0.9677
1 0.9674
180 dias 2 0.9675 0.9675 0.0001
3 0.9677
PROMEDIO 0.9663
DESVIACION ESTANDAR 0.0021




Tabla No. 7

GRADO ALCOHOLICO MUESTRA A

TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 25
0 dias 2 25 24.66 0.57
3 24
1 24
90 dias 2 23 23.33 0.57
3 23
1 22
180 dias 2 23 22.66 0.57
3 23
PROMEDIO 23.55
DESVIACION ESTANDAR 1.01
Tabla No. 8
GRADO ALCOHOLICO MUESTRA B
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 29
0 dias 2 28 27.66 0.57
3 28
1 27
90 dias 2 28 27.66 0.57
3 28
1 25
180 dias 2 26 25.33 0.57
3 25
PROMEDIO 26.88
DESVIACION ESTANDAR 1.34




Tabla No. 9
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GRADO ALCOHOLICO MUESTRA C

TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 24
0 dias 2 24 24.33 0.57
3 25
1 25
90 dias 2 24 24.33 1.15
3 25
1 27
180 dias 2 26 26.66 0.57
3 27
PROMEDIO 25.11
DESVIACION ESTANDAR 1.35
Tabla No. 10
SOLIDOS TOTALES MUESTRA A
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 0.0173
0 dias 2 0.0176 0.0175 0.0001
3 0.0176
1 0.0177
90 dias 2 0.0179 0.0177 0.0001
3 0.0176
1 0.0216
180 dias 2 0.0220 0.0216 0.0003
3 0.0213
PROMEDIO 0.0189
DESVIACION ESTANDAR 0.0020




Tabla No. 11
SOLIDOS TOTALES MUESTRA B
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 0.0137
0 dias 2 0.0140 0.0138 0.0001
3 0.0139
1 0.0147
90 dias 2 0.0146 0.0147 0.0001
3 0.0149
1 0.0179
180 dias 2 0.0181 0.0180 0.0001
3 0.0180
PROMEDIO 0.0155
DESVIACION ESTANDAR 0.0021
Tabla No. 12
SOLIDOS TOTALES MUESTRA C
TIEMPO DE MEDICION RESULTADO PROMEDIO DESVIACION
MEDICION ESTANDAR
1 0.0168
0 dias 2 0.0167 0.0168 0.0001
3 0.0169
1 0.0190
90 dias 2 0.0192 0.0191 0.0001
3 0.0193
1 0.0203
180 dias 2 0.0199 0.0201 0.0002
3 0.0202
PROMEDIO 0.0187

DESVIACION ESTANDAR

0.0017
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G. RESULTADOS PRUEBA DE MITSCHER et al.

e Control: Etanol 50%
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H. CARACTERIZACION FITOQUIMICA

e Cumarinas
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Flavonoides
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	       Todas las cajas tienen más de 250 colonias 
	Si hay menos de 10 colonias por cada cuadro del contador de colonias (cada cuadro     mide 1 cm²), seleccione 12 cuadros (seis horizontales y seis verticales). Si hay más de    10 colonias por cuadro, entonces se cuentan solo 4 cuadros. En ambos casos debe   obtenerse el promedio de colonias por cm². Este resultado se multiplica por el área de la caja y por el factor de dilución y se informa como recuento estimado, el cual se indica con un asterisco (*). El diámetro interno de las de tamaños estándar varia, por lo que el área puede ser (3):  
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