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Introduccion y planteo del
problema




Uso seguro de hierbas medicinales en Uruguay: aseguramiento de la
genuinidad y calidad

sInformacion cientifica multiple y dispersa
sobre hierbas consumidas en Uruguay

*Falta de rigurosidad (nombres vulgares pueden
llevar a confusion)

*Existe diversidad de especies dentro del mismo
género.
(Medicinales vs Adulterantes)

Sequir aportando al conocimiento sobre genuinidad, inocuidad y seqguridad
en plantas medicinales (para la poblacion y la autoridad sanitaria)



INTRODUCCION @

Meétodos Generales de Farmacognosia

W
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Muestreo L

Examen visual e inspeccion macroscopica de las drogas vegetales.

ldentificacidn y cuantificacion de metabolitos (reacciones quimicas de idenuficacion,
ensayos especificos e identificacion cromatografica). [ ]

Cuantificacion.

Determinacion de materia extrana.
Determinacion de agua en drogas vegetales.
Determinacion de cenizas [

Determinacion de aceites esenciales.
Determinacion de aceites fijos.
Analisis Microbioldgico

Residuos de Pesticidas.




DETERMINACION DE MATERIA EXTRANA

Hongos
Se considera materia extrana a cualquier parte de ® Insectos
; - Contaminaciones de origen animal.
la droga vegetal que no esté comprendida en la
definicion o en la descripcion de la monografia
correspondiente.

<2% m/m

Obtener por cuarteo:

Raices, rizomas, cortezas, planta entera y partes aéreas: 500 g;
Hojas, flores, frutos y semillas: 250 g;

Drogas vegetales en fragmentos de 0,5 g o menores: 50 g;
Polvos: 25 g

Extender la muestra en una capa delgada y sobre una superficie plana.
Separar manualmente la materia extrafia a la droga, inicialmente a ojo
desnudo vy, luego, con auxilio de una lente de aumento (cinco a diez
veces). Pesar el material separado.



INTRODUCCION Decreto N° 403/016

Marco Regulatorio para Hierbas Medicinales, Especialidades Vegetales y Medicamentos
Fitoterapicos.

a- HIERBA MEDICINAL. Planta entera o alguna de sus partes con accion farmacolégica, no pulverizada(s) ni
E molida(s), que puede estar cortada en tamaio tal que permita la identificacion macroscépica, y que no se
.| encuentra incluida en el Anexo | (Listado de hierbas cuya comercializacion como hierba medicinal se

encuentra prohibida).

b- DROGA VEGETAL. Plantas o sus partes, enteras, molidas o pulverizadas (se incluyen también las
talofitas, especialmente liquenes, algas, hongos o plantas superiores), asi como ciertos exudados que no han
sido sujetos a tratamientos especificos (resinas, gomas, latex, etc.) las cuales son usadas para propositos
meédicos o farmacéuticos. Las drogas vegetales son consideradas como sustancias activas, se conozcan o no
sus constituyentes con actividad terapéutica.

c- MATERIA PRIMA VEGETAL CON ACTIVIDAD FARMACOLOGICA Droga vegetal y/o aceites fijos,
aceites esenciales, extractos, tinturas o preparados y/o mezclas de las anteriores, empleada en la fabricacion
de Medicamentos Fitoterapicos.

d-ESPECIALIDAD VEGETAL. Hierba medicinal individual o mezcla de hierbas medicinales en cualquier
proporcion, finamente cortadas asi como llex paraguariensis (yerba mate) o Camelia sinensis (té) adicionada
de hierbas medicinales. La proporcién de hierbas medicinales debe estar claramente definida para cada
especialidad vegetal.




Uso seguro de hierbas medicinales en Uruguay: aseguramiento de la
genuinidad y calidad

Desarrollar herramientas para garantizar el uso seguro de
las hierbas medicinales utilizadas en Uruguay.

Relevamiento de datos de ventas Control de calidad
de las hierbas medicinales PRELIMINAR de las hierbas
consumidas por la poblacion seleccionadas.
uruguaya
Busqueda de |dentificacion
fitomarcadores Botanica



Jerarquia taxonomica
Reino
subreino
Infrareino
Superdivision
Division
Subdivision
Clase
superorden
Pedido
Familia
Género
Especies
Especies
Especies
Especies
Especies
Especies
Especies
Especies
Especies

Especies

Género Tilia spp

Plantae - plantes, Planta, Vegetal, plantas
Viridiplantae - plantas verdes

Streptophyta - plantas terresires

Embriofita

Tracheophyia - plantas vasculares, traqueofitas
Spermatophyting - espermatofitos, plantas con semillas, fanérogames
Magnoliopsida

Rosanae

Malvales

Malvaceae - malvas, malvas

Tilia L. - tilo, tilo, tilo, tilleul

Hijos directos:

Tilia americana L. - tilo americano

Molino de Tilia cordata . - tilo de hoja pequefa

Tilia X euchlora K. Koch - tilo de Crimea, tilo del Caucaso
Tilia X europaea L. (pro. sp.) - tilo europeo, tilo comun
Tilia X flavescens A. Braun ex Doll
Tilia japonica (Mig.) Simonk. - tilo japonés, tilo japonés
Tilia X moltkei Spath ex CK Schneid.
Tilia petiolaris DC. - tilo de plata colgante
Tilia platyphylios Scop. - tilo de hoja ancha

Tilia fomentosa Moench




COMPENDIO

EDICION

DEF. DROGA VEGETAL

Farmacopea Argentina

Farmacopea Europea

Farmacopea Britanica

7ma Ed

10ma Ed.

Parte Usada: Inflorescencias enteras desecadas- (Aclara en el texto a qué le llama
droga vegetal a: |la parte usada)
Nombre cientifico: Tilia spp, (Se excluye Tilia argentinensis L)
(Tiliaceae)

Lime flowerTiliae.flos. Inflorescencia entera y seca de Tilia cordata Miller, de Tilia
platyphyllos Scop., de Tilia x vulgaris Heyne o una mezcla de
éstas.

Whole, dried inflorescence of Tilia cordata Miller, of Tilia platyphyllos Scop., of
Tilia x vulgaris Heyne or a mixture of these.

Monografias WHO

NIS
2010

Flos Tiliae consiste en la inflorescencia seca entera o cortada de plantas silvestres
o
cultivadas de Tilia cordata Mill. y Tilia platyphyllos Scop. (Tiliaceae) recogidas
durante la fase de floracién (1).




FARMACOPEA EUROPEA

LIME FLOWER

Tiliae flos

DEFINITION

Whole, dried inflorescence of Tilia cordata Miller, of Tilia
platyphyllos Scop., of Tilia x vulgaris Heyne or a mixture of
these.

Droga vegetal de Tilo

CTERS
Faint aromafi
Faint, sweet and mucilaginous taste.

s

TESTS

Foreign matter (2.8.2): maximum 2 per cent, determined on
30 g. There are no inflorescences with a bract bearing at the
abaxial face stellate, five- to eight-rayed trichomes and flowers
European having an apparent double corolla by transformation of five
LGRS IR stamens into petallike staminoids and having a pistil which
15 not lobular nor indented. Hexamerous flowers occur only
occasionally (Tilia americana L., Tilia tomentosa Moench).

Loss on drying (2.2.32): maximum 12.0 per cent, determined
on 1.000 g of the powdered drug (355) (2.9.12) by drying in an
oven at 105 °C for 2 h.

Total ash (2.4 16): maximum 8.0 per cent.




WHO monographs on

medicinal plants
commonly used in the
Newly Independent
States (NIS)

Definition

Flos Tiliae consists of the whole or cut dried inflorescence of wild or cul-

tivated Tilia cordata Mill. and Tilia platyphyllos Scop. (Tiliaceae) collected
during the flowering phase (7).

Note: According to the European Pharmacopoeia, Flos Tiliae consists of
the whole, dried inflorescences of 7ilia cordata Miller, of Tilia platyphyl-
los Scop., of Tilia x vulgaris Heyne or a mixture of these (Tiliaceae) (2).
They are usually supplied whole, but the materials used for commercial
purposes may be broken up (3).

O

EUROPEAN MEDICINES AGENCY

SCIENCE MEDICINES HEALTH

22 May 2012
EMA/HMPC/337066/2011
Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC)

Community herbal monograph on Tilia cordata Miller, Tilia
platyphyllos Scop., Tilia x vulgaris Heyne or their
mixtures, flos

Community herbal monograph on Tilia cordata Miller, Tilia
platyphyllos Scop., Tilia x vulgaris Heyne or their mixtures,
flos

1. Name of the medicinal product

To be specified for the individual finished product.

2. Qualitative and quantitative composition!2

Well-established use Traditional use

With regard to the registration application of Article
16d(1) of Directive 2001/83/EC as amended

Tilia cordata Miller, Tilia platyphyllos Scop., Tilia x
vulgaris Heyne or their mixtures, flos (lime flower)

i) Herbal substance

Not applicable.

ii) Herbal preparations
a) Comminuted herbal substance

b) Liquid extract (DER 1:1), extraction
solvent ethanol 25% V/V

c) Tincture (ratio of herbal substance to extraction
solvent 1:5), extraction solvent ethanol 45% V/V




Objetivo

Caracterizar las drogas Tiliae flos

comercializadas en Uruguay: identificar
botanicamente las especies y estudiar su
composicion fitoqtiminn




Diseno experimental
RESULTADOS

a-Control de calidad
b-ldentificacion botanica

c-Caracterizacion fitoquimica




Muestreo
material de estudio

Proveedor A Proveedor B Proveedor C Proveedor D Proveedor E
Lote A1 Lote A2 Lote Bl Lote B2 LoteCl LoteC2 Lote D1 LoteD2 |LoteEl Lote E2
Al-1 A2-1 B1-1 B2-1 C1-1 C2-1 D1-1 D2-1 E1-1 E2-1
Al-2 A2-2 B1-2 B2-2 C1-2 C2-2 D1-2 D2-2 E1-2 E2-2
Al-3 A2-2 B1-3 B2-3 C1-3 C2-3 D1-3 D2-3 E1-3 E2-3
Al-4 A2-4 B1-4 B2-4 Ci1-4 C2-4 D1-4 D2-4 El1-4 E2-4
Al-5 A2-5 B1-5 B2-5 C1-5 C2-5 D1-5 D2-5 E1-5 E2-5

Tamano de la muestra-
50 bolsas de hierbas in natura TILO.
Peso neto oscila entre 10g y 259



a-Control de calidad

120

Masa de material é,a 100-

vegetal (Tilo) X Tagp -

respecto al V'falor .5 S 60 -
declarado en etiqueta o9

para cada lote (n=>5) £ 40
o O

o = 20 -

0 -

A2 B1 82 C1 CZ D1 D2 E1
Lotes

Materia
extrana



a-Control de calidad

¢, Cual es la droga vegetal en tilo? _
*Bracteas + flores= Inflorescencia

(,Cuales son los MATERIAS EXTRANAS mas comunes?
PlZ =

Materia extrana es cualquier material que
F: = "w"*

, Tierra no esté comprendida en la definicidn de
FLOWERING 1 i
°FPL§WN,TS ; 1 que no son DV. droga de la monografia c?orrespondlente.
ot : Las drogas deben estar libres de hongos,
de insectos y de otras contaminaciones de
origen animal.

Decreto N° 289/018 (Métodos de Farmacognosia Farmacopea MERCOSUR)



Promedio %

inflorescencias

Droga vegetal:
inflorescencia
(bracteas y flores)

100
80 1
60
40
20

"A1 A2 B1 B2 C1 C2 D1 D2 E1 E2
Lotes

Masa de droga vegetal respecto al
material vegetal para cada lote (n=5)

Porcentaje de droga vegetal
en los 50 lotes estudiados

10%

=<50%
=50-90%

- 60% ©91-100%

60% de las 50 muestras estudiados
contienen mas del 90% de droga vegetal



Variabilidad del contenido de flores o droga vegetal con respecto al material
vegetal en cada lote estudiado.
120,

80 -

40

20 I

0 L L

A1 A1 A2 A2 B1 B1 BZ BZ C1 C1 C2 C2 D1 D1’ DZ DZ E1 E1 E2 E2
Lotes

% Promedio F 6 DV con respecto

al material vegetal.




b-ldentificacion botanica

Relevamiento de documentacion botanica para la tipificacion de las hierbas seleccionadas y
elaboracién de guias de identificacion rapida y de fichas por especie.
1L T— Flora Mediterranea

Registration at Tnbunale di Palermo

no. 27 of 12 July 1991

ISSN 1120-4052 (Print)

ISSN 2240-4538 (Online) 4
DOI: 10.7320/FiMedit

&%MISSOURI BOTANICAL GARDEN EUROPEANS CCOOP
ON PHYTOTHERAPY

WHO monographs on
selected
medicinal

VOLUMEN | P kzn ts

Volume 1

Visit ~ ThingsToDo  Learn&Discover ~ Gardens & Gardening  Sustainability ~ Plant Conservation

Integlated Taxonomic Information System | Report

Home  AboutITIS Data Access and Tools Get ITIS Data Subm

Roval

Jonk KGW’

International Plant
Names Index

European
Pharmacopoeia

Plants of the
World Online

Sistema Regional de Informacion en Linea para
Revistas Cientificas de América Latina, €l Caribe,
Espafia y Portugal




e Lupa
¢ Microscopio
e Caracteres diagnostico

eldentificacion b

Fichas FARMACOBOTANICAS de identificacion rapida

FICHA TECNICA RAPIDA DE IDENTIFICACION BOTANICA | =

Nombre cientifico: Tilia platyphyllos Scop.

FICHA TECNICA RAPIDA DE IDENTIFICACION BOTANICA

Foto: Plants of the

Word Online.org
(Plants of the

Nombre cientifico: Tilia cordata Mill.

Nombre comun: Tilo de hoja pequena.

JERARQUIA TAXONOMICA

Foto: Plants of the
Word Online.org REINO Plantae
{Plants of the Word
Online) SUBREINO Viridiplantae
INFRAREINO Streptophyta
RANGO NATIVO. SUPERDIVISION Embryophyta
DIVISION Tracheophyta
Casi toda Europa, excepto
en el extremo N (Aedo, SUBDIVISION Spermatophytina
1993). CLASE Magnoliopsida

SUPERORDEN Rosanae




Fichas FARMACOBOTANICAS de identificacion rapida

roto: Plases of the
wWord Onlne.ong
(Plants of the word
Online)

RANGO NATIVO.

Casi toda Europa, excepto
en el extremo N (Aedo,
1993)

FICHA TECNICA RAPIDA DE IDENTIFICACION BOTANICA [ = |
Nombre cientifico: Tilia cordata Mill.
Nombre comun: Tilo de hoja pequena.
| JERARQUIA TAXONOMICA
REINO Plantae .
© 7 , ,
e Ty — CARACTERES MACRO Y MICROANATOMICOS DIAGNOSTICOS
INFRAREING Swrepbopints Pt wor IDENTIFICACION INEQUIVOCA DE LA ESPECIE
SUPERDIVISION Embryophyta
DIVISION Tracheophyta
SUBDIVISION Spermatophytina —/
Cuase Magnoliopsida sty
SUPE RmMN Rm ;::'::sg:‘;:: Fig 2: Frutos inmaduros. Fig 3: Cimas de flores erectas.
ORDEN Malvales
FAMILIA Malvaceae

Las ilustraciones
pertenecen a:
Lam 53. Tilia
cordata. Herrerias

Fig 4: Fruto de Tilia cordata Mill.

Fig 5. Seccion transversal del
fruto

(Cantabria) MA
486313

—




b-ldentificacion botanica Estaminodios en Tila

tomentosa Moench.

Tilia Tilia x moltkei
Tilia cordata tomentosa Spath ex
Mill Moench. C.K.Schneid.

Tricomas estrellados en envés de hoja (Tilia tomentosa
Moench y xmoltkei Spath ex C.K.Schneid

Difieren en densidad de
tricomas estrellados en
envés de hoja (Tilia
tomentosa Moench y
xmoltkei)

Presencia o ausencia de costillas bien
marcadas en el fruto




b-ldentificacion botanica

: : , Especie por Ident.
Lote Tilo | Especie declarada segun rotulado P p )
Botanica

Tilia tomentosa Moench. .
Tilia cordata

Al Inflorescencia

Tilia tomentosa M'oench. Tilia cordata
A2 Inflorescencia
Bl Tilo Tilia tomentosa
B2 Tilo Tilia tomentosa
C1 Tilo. Tilia tomentosa Moench Tilia tomentosa
C2 Tilo. Tilia tomentosa Moench Tilia cordata
D1 Tilo Tilia x moltkei.
D2 Tilo. Tilia tomentosa Moench. Tilia cordata
El Tilo (Tilia spp) Tilia x moltkei
E2 Tilo (Tilia spp) Tilia x moltkei

De los 10 lotes estudiados, solamente UNO SOLO declara
inequivocamente la especie contenida.



c-Caracterizacion fitoquimica

Fenoles totales:
Folin-Ciocalteau

Preparacién de muestra:

La lectura de la absorbancia a 760 nm
1g flores Filtrar por luego de las 2 hs en |la oscuridad.

en polvo gravedad Reactivos.  1-Folin  Ciocalteu 1N,
2-solucion de Na,CO, (ac) 20 %
(Na,CO, Merck, Germany), 3-H,0O MilliQ

Los resultados fueron expresados en mg de acido galico
equivalentes por gramo de flores individuales secas.



Analisis cuantitativo de fenoles totales por espectrofotometria

T w

&
»
i

Contenido de fenoles (expresados en mg

GAE / g de flores secas)




b-Caracterizacion fitoguimica

Preparacién de muestra:

1qg flores Filtrar por Flavonoides
en polvo gravedad

Alicuota de SM + 200
uL CH,COK (ac) 1M +
200 pL AI(NO3)3 (ac)
10% + MeOH a 10mL

— Amax=434nm
40 min en la
1-Solucion 2-Solucién oscuridad a T amb.
madre de madrede |
quercetina en quercetina en CHBISS)CE:(ZO)OJ& .
MeOH ,COK (ac
0,5 mg/mlL MeOH 200uL AI(NO,), (ac)
-2 Me/m 0,125 mg/mL 10%a Vf 10mL con
MeOH




Comparacién el contenido de flavonoides en las especies de tilo identificadas

f—ﬁ'mtm—

—

Y vk ]

]

T .'um-/s-

Contenido de flavonoides (expresado en

mg EQ/ g de flores secas)

Estadisticamente no existen diferencias entre lotes en cuanto al contenido de
fenoles y flavonoides por gramo de flores individuales en peso seco




0 Los resultados obtenidos serviran para una mas precisa
definicion de la droga Tiliae flos, que combine no solo
aspectos botanicos sino una exhaustiva descripcién de
su fitoquimica, que pueda ser transferida a Ilas
autoridades de salud para facilitar la deteccidon de
fraudes.

0 Se hace necesario estudios mas abarcativos para
corroborar los hallazgos de este trabajo y asegurar la
calidad de la droga Tiliae flos comercializada en Uruguay.
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Analisis cuantitativo de FLAVONOIDES

El contenido de flavonoides totales fue determinado mediante colorimetria segun el método descrito por Lock
et al. (2006), La cantidad de flavonoides fue expresada en equivalentes de quercetina (mg de quercetina/ g de
peso seco de flores individuales), interpolando los valores de absorbancia en una recta patréon de quercetina.

@ e

1-Solucién 2-Solucién
madre de madre de
quercetina en guercetina en
MeOH MeOH
0,5 mg/mL 0,125 mg/mL

Alicuota de SM + 200 pL
CH,CO,K (ac) 1M + 200 pL
AI(NO,), (ac) 10% + MeOH

a10mL

—_

40 min en la oscuridad a
T amb.

Blanco: 200 plL
CH,CO K (ac) 1M +
200uL AI(NO,), (ac)
10%a Vf 10mL con

MeOH

é Aqué A mido?




Amax=434nm

>

Curva de calibracion Flavonoides

Abs promedio

Conc (mg/L)| Abs prom
0,125 0,039
0,15 0,044
0,25 0,048
0,5 0,080
1,25 0,150
2,5 0,270
3,5 0,356
5 0,481
6,5 0,637

"

A

A

A

o

Conc quercetina (mg/L)




TESTS ESTADISTICOS. ANOVA tenotes romces

Para el contenido fenoles totales

1-H, la media del contenido de fenoles totales en (Tilia cordata, tomentosa y x moltkei) es
estadisticamente igual con un 95% de confianza

H, la media del contenido de fenoles totales es diferente.

p es mayor que 0,05- Asumo H |

2-Diferencias inter—especies? Ho la media del contenido de fenoles totales en las especies estudiadas es
estadisticamente igual con un 95% de confianza. H_ la media del contenido de fenoles totales en las especies estudiadas es

distinto. p €S mayor que 0,05- Asumo I-ilo

NO EXISTE EVIDENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE LAS MEDIAS DE LOS
GRUPOS ESTUDIADOS.



TESTS ESTADISTICOS. ANOVA ravonoies

Para el contenido de flavonoides.

1-H, la media del contenido de flavonoides en (Tilia cordata, tomentosa y x moltkei) es
estadisticamente igual con un 95% de confianza

H, la media del contenido de flavonoides es diferente.

P es mayor gue 0,05- Asumo HO

2-Diferencias inter-especies?

Ho la media del contenido de flavonoides en las especies estudiadas es estadisticamente igual con un
95% de confianza
H, la media del contenido de flavonoides en las especies estudiadas es distinto.
Valor p cercano a 0,05 hay diferencias estadisticas minimas.
Al no evidenciar normalidad.... TEST NO PARAMETRICO (KRUSKAL -WALLIS)
Existe o no evidenua significativa entre las medias de los grupos independientes?

NO EXISTE EVIDENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE LAS MEDIAS DE LOS GRUPOS
ESTUDIADOS.



Analisis cuantitativo de FENOLES TOTALES

T

A =760 nm

Conc (mg/L)| Abs prom

1 0,046
_ 1> 0,097 Curva de Calibracion. Fenoles Totales
0,140

~

2
Alicuota de SM 4 0,297
Acido gélico en +500 pL 6 0,478
agua MilliQ FC+1500 pulL 7 0,546 /
0,1g/L Na,CO,(ac)+
SM=Solucién H,0 MilliQ a /
Madre 4mlL

2 hs OSCURIDAD

Abs promedio obtenida

Blanco: FC+ Na2C03 /

(ac)20% + H,O >
MilliQ 's

Concentracion de acido galico (mg/L)



