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Métodos analíticos específicos para el control de calidad farmacobotánico de plantas medicinales


En la actualidad las principales ﬁrmas farmacéuticas del mundo estudian, investigan y desarrollan nuevos medicamentos provenientes del reino vegetal, empleando la planta entera o sus extractos, aislando sus principios activos o a través de la hemisíntesis química tomando como punto de partida una molécula vegetal. De esta manera es que el mercado de drogas derivadas de productos naturales crece día a día. Muchas de las drogas con efectos terapéuticos más importantes provienen de la naturaleza o son sintetizadas por el hombre imitando productos naturales. 
El valor de las plantas medicinales se incrementa cada vez más, siendo reconocidas en los programas de salud, especialmente en los países en desarrollo.
Es esencial establecer pautas internacionalmente reconocidas, para asegurar la calidad de las plantas medicinales, usando técnicas modernas y aplicando métodos adecuados.
El análisis y control de las drogas vegetales y derivados, especialmente productos extractivos, constituye uno de los pasos imprescindibles que debe efectuarse previamente a su utilización en un proceso de elaboración industrial o magistral de medicamentos.
Su realización responde a la necesidad de asegurar su identidad, de garantizar su pureza, es decir, de descubrir eventuales adulteraciones, falsificaciones o contaminaciones, de certificar su estado de conservación y de identificar y valorar su contenido en principios activos, los cuales son, en definitiva, los responsables de su acción farmacológica y los que le confieren valor terapéutico.
Las normas de calidad de las drogas se encuentran en las Farmacopeas. Actualmente las drogas vegetales ﬁguran en todas las Farmacopeas del mundo estableciendo parámetros para su identiﬁcación botánica y ﬁtoquímica, su pureza y su contenido en principios activos.  
En la Argentina pocas de las drogas vegetales nativas cuentan con los suﬁcientes estudios botánicos y químicos para establecer parámetros para su control de calidad y poder ser incorporadas en la Farmacopea Argentina. Por este motivo, se hace necesario el estudio  botánico, ﬁtoquímico y farmacológico de manera de colaborar con la confección de normas para su control.
Cada monografía de las plantas medicinales codificadas en la Farmacopea Nacional Argentina consta de una definición, en la que se incluyen el nombre científico de la especie que se trata, la parte utilizada y su estado (generalmente desecado) y algún dato cuantitativo.
En el cuerpo de la Monografía, en los ensayos de identificación, aparecen una descripción macroscópica de dicha parte usada, luego una descripción del transcorte y de la droga en polvo y técnicas cromatográficas para la determinación cualitativa de los principios activos. 


Requisitos que deben cumplir los medicamentos
Antes de emplear una droga en terapéutica es necesario realizar ensayos que permitan su identificación, detectar posibles adulteraciones u observar su estado de conservación para que su empleo se realice con calidad y seguridad, pues de ello dependerá su eficacia. 

Calidad
Es el cumplimiento de las normas que aseguran que el producto es auténtico y que se encuentra libre de contaminantes (identidad y pureza).
Seguridad
Se refiere a la inocuidad o ausencia de toxicidad del producto a las dosis indicadas. Está  relacionada con la aparición de eventos adversos.
Eficacia
Está relacionada con la constatación de la actividad biológica esperada. Efectividad del producto para el empleo que se propone. Se refiere a la potencia y selectividad en el tratamiento de la dolencia.



Términos relacionados con la identidad y calidad de las drogas vegetales
Contaminación
Es la mezcla accidental de una especie vegetal con otra o con materiales ajenos a ella.
Adulteración
Es la mezcla dolosa de una especie vegetal con otra de menor calidad o con materiales ajenos a ella.
Sustitución  
Es un tipo particular de adulteración: una droga vegetal se cambia por otra especie de inferior calidad; la parte usada se cambia por otra parte de la misma planta que posee menor actividad terapéutica o carece de ella; o la especie autentica se cambia con materiales completamente ajenos a ella. Es una forma extrema de adulteración.


Contaminación
· visible
· excremento de roedor o de aves
· pelos (generalmente de roedor)
· plumas
· huevos, larvas e insectos adultos
· tierra
· otras especies vegetales
· otros órganos de la misma planta

· invisible
· carga microbiana (bacterias y hongos)
· presencia de restos de pesticidas
· presencia de metales pesados (Pb, Cu, Cd, As)
· presencia de micotoxinas, especialmente aflatoxinas


CONTROL DE CALIDAD

[bookmark: _GoBack]Previamente a la realización de las técnicas de control de calidad, se debe realizar el muestreo de la partida de drogas vegetales, que consiste en tomar una muestra que sea representativa del lote a analizar, manteniendo su homogeneidad, uniformidad e integridad.  

1. Análisis fitosanitario. Para detectar la contaminación visible e invisible. Ensayos microbiológicos, para determinar toxicidad, etc.
2. Análisis farmacobotánico. Para identificar la droga, descartar adulteraciones o falsificaciones.
3. Analisis fitoquímico. Para comprobar la presencia de determinados principios activos y/o sustancias de caracterización y proceder a su valoración.


ANÁLISIS FARMACOBOTÁNICO
Los materiales vegetales se describen de acuerdo a sus características organolépticas, macroscópicas y microscópicas, las que constituyen el primer paso para establecer la identidad y el grado de pureza de tales materiales, y deben ser llevados a cabo antes de cualquier otro ensayo.
La descripción botánica constituye el método de identificación primario tanto para las drogas crudas como para las plantas para tisanas y las drogas pulverizadas, lo que es tomado en cuenta por las farmacopeas de estándares de calidad al menos en caso de drogas vegetales organizadas.





1. Análisis macroscópico
Inspección visual o por medio de una lupa, de las características morfológicas (forma simple y rápida, a través de la cual, se puede establecer en lo posible, la identidad, pureza y calidad de la droga cruda). 

·  Descripción macroscópica
La valoración macroscópica del material vegetal se basa en:
· Forma de presentación
· Dimensiones
· Caracteres organolépticos (color, olor, sabor). En algunos casos son específicos de determinadas drogas. (Ej: corteza de canela con olor, sabor y color sui  generis  = “canela”; raíz de regalíz con sabor dulce; raíz de genciana intensamente amarga). Pueden servir para detectar una mala conservación (colores blanquecinos por mohos, olores desagradables por fermentaciones).
· Características de las superficies externa e interna
· Tipo de fractura
Debido a que estas características son subjetivas y a que los adulterantes pueden ser muy similares al material genuino, a menudo, es necesario avalar estos resultados mediante análisis microscópicos o físico-químicos.

·  Determinación de materia extraña
El material a analizar se extiende  sobre una hoja de papel blanco. Se procede a su observación a ojo desnudo y bajo lupa.
Se informará: 
1) El aspecto general de la muestra (si se trata de una sola especie vegetal, se tratará de determinar si la muestra resulta homogénea o no. En caso de no resultar homogénea, se procede como se indica en RESOLUCIÓN DE MEZCLAS. Luego se verificará si se trata de una contaminación o  de una adulteración del producto);
2) Si aparecen huevos o larvas de insectos;
3) Si aparecen insectos vivos o muertos y si están o no relacionados con el cultivo de la especie vegetal;
4) Si aparecen arena, guijarros o tierra;
5) Si aparecen excrementos de roedores o de otros animales;
6) Si aparecen pelos o plumas;
7) Si aparece cualquier otro tipo de material extraño a la especie o especies vegetales que constituyen el producto a analizar.

2. Análisis microscópico
Una vez que el material vegetal ha sido examinado y clasificado de acuerdo a sus características macroscópicas, el paso siguiente es la evaluación microscópica. 
La micrografía de una droga consiste en observar al microscopio los contenidos celulares y los elementos celulares de valor diagnóstico que son característicos de una droga y que sirven para su identificación.
Las técnicas utilizadas en micrografía que a continuación se enumeran se encuentran detalladas para su consulta en el complemento teórico de Microtécnicas Botánicas.

·  Raspado, reducción a polvo
·  Disociaciones (leves o fuertes)
·  Técnica de Metcalfe para obtención de epidermis foliar
·  Corte y coloraciones
·  Diafanizados (para la determinación de índices)




·  Reacciones histoquímicas:
· Detección histoquímica de paredes: celulósicas, lignificadas, suberificadas, cutinizadas.
· Detección histoquímica de contenidos celulares: aleuronas, cristales, grasas, aceites volátiles, resinas, grupos químicos, mucílagos, almidón.
·  Determinación de índices (aplicables todos al análisis de hojas):
· índice de empalizada
· índice de estomas
· índice de islotes venosos 

Los elementos histológicos que pueden encontrarse en la droga en estudio dependen del vegetal y de la parte de éste utilizada en su elaboración.
Las técnicas se deben adecuar al material que se está analizando y a la forma de presentación.

CONTROL DE CALIDAD DE RAICES
· Raspado o reducción a polvo: observación de almidones. Reacción para inulina. Observación de elementos conductores.
· Disociado leve: Observación de súber o de tejidos epidérmicos, elementos fibrovasculares, parénquima. Pueden aparecer esclereidas y laticíferos.
· Corte y coloración: Disposición de todos los tejidos.

CONTROL DE CALIDAD DE TALLOS ENTEROS, DE CORTEZAS Y DE LEÑOS

Tallos subterráneos:
· Raspado o reducción a polvo: Observación de almidones. Reacción para inulina.
· Corte y coloración: Disposición de todos los tejidos.

Tallos aéreos:
· Reducción a polvo: Observación de almidones.
· Disociación leve: Observación de epidermis, células cristalíferas, fibras aisladas y esclereidas aisladas o en cúmulos.
· Corte y coloración: Disposición de todos los tejidos.

Cortezas comerciales:
· Reducción a polvo: Observación de almidones.
· Disociación leve: Observación de súber, fibras aisladas, radios floemáticos, células cristalíferas,  esclereidas aisladas o en cúmulos. Puede o no aparecer cristales y esclereidas. No se deben encontrar elementos xilemáticos.
· Corte y coloración: Disposición de los tejidos.

Leños:
· Reducción a polvo: Observación de almidones y de cristales.
· Disociación fuerte: Observación de tipos de unidades de vaso, fibras, traqueidas, células parenquimatosas.
·  Corte y coloración: Disposición de los tejidos.

CONTROL DE CALIDAD DE HOJAS
· Disociación leve: epidermis con estomas, parénquima clorofílico, cristales en el parénquima o sueltos, esclereidas, pelos, fibras. Se observan las nervaduras enteras. Si la hoja viene en polvo se realiza reacción con lugol, da reacción negativa debido a que las hojas y flores no acumulan almidón de reserva.
· Corte y coloración: disposición de todos los tejidos.



INTRODUCCIÓN A LA RESOLUCION DE MUESTRAS
En el comercio existen un gran número de productos elaborados en base a mezclas de hierbas. En estos casos, previamente a realizar el estudio farmacobotánico de cada componente para asegurar su autenticidad es necesario implementar un método que permita determinar cuántas especies vegetales están presentes en el producto.
Los pasos a seguir son los siguientes:

1. Homogenización de la muestra
La muestra debe ser homogénea y representativa de la totalidad del producto. Se debe tener la seguridad de que todos los componentes están presentes en ella.
La masa de muestra a analizar dependerá de su aspecto general. Lo más usual es que se analicen 5 g de la mezcla, pero esta cantidad puede ser menor.

2. Separación de los componentes
Generalmente se recurre al empleo de una lupa binocular. Con ayuda de una pinza de puntas finas y de agujas histológicas, se procede a separar aquellos trozos que muestren un aspecto exomorfológico similar (similar coloración, similar textura, etc.).

2.a Procedimientos alternativos
Se pueden emplear otros métodos para la separación de los componentes.
Tamizado: si la granulometría lo permite, se pueden aislar uno o más componentes utilizando diferentes tamices;
Flotabilidad: si existen diferencias de densidad entre los componentes, se puede emplear un líquido apropiado que permita su separación. Antes de proceder al análisis micrográfico, el material debe estar seco nuevamente.

3. Análisis micrográfico
Una vez separados los componentes constitutivos de la mezcla, se procede a su análisis siguiendo las metodologías anteriormente explicadas. Lo más común es que se recurra al empleo de disociaciones leves y a la realización de reacciones histoquímicas para determinar almidones y lípidos.

4. Comparación con materiales de referencia o con bibliografía autorizada
Todo análisis debe concluir con una comparación de los resultados obtenidos del análisis micrográfico con materiales de referencia o con bibliografía autorizada, tales como farmacopeas o publicaciones en revistas científicas de renombre.
En cuanto a los materiales de referencia, se los puede confeccionar en base a muestras recibidas anteriormente y que estén debidamente autenticadas.
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