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1. Resumen

Los estudios de preformulacion son importantes tanto en principios activos bien
conocidos como en plantas para las que se conocen que tienen algun efecto
terapéutico, con el fin de garantizar que se tiene un producto que cuenta con las

caracteristicas necesarias para ser eficaz y seguro para su uso.

En el presente trabajo se realiz6 el estudio de preformulacion de dos polvos de dos
variedades de chayote, Sechium edule nigrum spinosum var. dulce y Sechium edule
nigrum spinosum var. Amargo, cuyos extractos han demostrado tener efecto
antiproliferativo de varios tipos de células cancerigenas. Para el estudio de
preformulacion se realizaron degradaciones forzadas en solucién y en sélido en
diferentes condiciones de humedad y temperatura. Las muestras, se analizaron por
la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta resolucion y espectrofotometria UV,
se hicieron pruebas reologicas para conocer las propiedades de flujo del polvo y
seleccionar un tamafio de particula apropiado, y se realizaron pruebas de contenido

de humedad ya que este es un factor importante en la fabricacion de capsulas.

Posteriormente se hizo la formulacion de la mezcla de los dos polvos en una capsula
de hidroxipropilmetilcelulosa, se seleccionaron los excipientes que no tuvieron

interaccion, evaluando mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido.
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2. Marco teodrico

2.1 Plantas Medicinales.
Las fuentes de nuevos farmacos son variadas, nuevas moléculas pueden ser
sintéticas o de origen natural y pueden ser moléculas inorganicas o compuestos
purificados de plantas o animales. Los componentes naturales extraidos de plantas

pueden contener moléculas para aplicaciones terapéuticas. 12

Una planta medicinal es cualquier vegetal que contenga, en cualquiera de sus
organos, alguna sustancia con actividad farmacologica que se pueda utilizar con
fines terapéuticos o que se puede emplear como prototipo para obtener nuevos
farmacos por sintesis farmacéutica. Los procesos de estandarizacién permiten
cuantificar la cantidad de principio activo uniforme y tener constancia en esos
resultados. Los principios activos extraidos de plantas son una buena opcién

terapéutica en el area de salud.?3#

México es uno de los paises con mas biodiversidad en el planeta, con mas de 20000
especies endémicas, de las cuales entre 66 y 102 especies han sido domesticadas,
incluyendo sus diferentes variedades, una de estas plantas es el chayote, originario
del centro de América.® En los Gltimos afios las investigaciones sobre chayotes han
ido aumentando ya que recientemente se descubri6 que esta especie tiene actividad

antineoplasica.

2.1.1 Sechium edule.
“Chayote” es el nombre en nahuatl usado en muchas partes de Latinoamérica

para las especies cultivadas de Sechium edule. ©
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El chayote es originario de América central, donde México es el lugar de mayor
biodiversidad, principalmente en Veracruz, Chiapas y Oaxaca.® La fruta es carnosa,
de forma y tamafo variable con una sola semilla ovoide y comprimida, que
generalmente germina dentro de la misma.” Se han hecho trabajos de
caracterizacion por el GISeM (Grupo Interdisciplinario de Investigacion de Sechium
edule en México) y S. edule presenta un amplio rango de tipos biologicos,
incluyendo variedades de uso comun y las obtenidas por mejoramiento, como:
nigrum xalapensis, amarus silvestrys, albus levis, albus dulcis, albus minor, nigrum
maxima, nigrum minor, nigrum levis, virens levis, nigrum spinosum, albus spinosum

y nigrum conus.8?°

Segun la UPOV (La Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales) una variedad vegetal representa a un grupo de plantas definido que tiene
caracteristicas comunes y se considera homogénea si sus caracteres esenciales se
mantienen inalteradas de generacién en generacion al final de un ciclo particular de

reproducciones, multiplicaciones o propagaciones. 8

Las variedades registradas en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales a

partir de 2005 se muestran en la Tabla 1.2
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Tabla 1. Grupo de variedades de chayote (Sechium edule) registradas en el

Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV) del SNICS.10

Grupo Varietal | Denominacion | Origen Registro Legal

nigrum xalapensis | NEJALPA® | México 1917/CHT-008-101109

albus levis MALUCA® México H 1918/CHT-007-101109
albus dulcis CAMBRAY® | México 1919/CHT-004-101109
albus minor LUCPO® México | 1920/CHT-006-101109
nigrum levis BHEZCO® México  1921/CHT-002-101109

nigrum maxima CALDERO® | México | 1922/CHT-003-101109

nigrum minor ROCA® México | 1923/CHT-009-101109
nigrum spinosum VICIS® México K 1924/CHT-010-101109
virens levis BERNYANO® | México H 1925/CHT-001-101109
nigrum conus CHAAVI® México | 1926/CHT-005-101109

Se ha reportado que Sechium edule posee algunas propiedades farmacoldgicas
como actividad antioxidante, antimicrobiana, antihipertensiva, antimutagénica y

anticancerigena, puede actuar como inhibidor de la tripsina y actividad

15



hipocalémica.” Los efectos farmacoldgicos conocidos de Sechium edule, asi como

la fuente de informacién se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Efectos farmacoldgicos de Sechium edule.?

Tipo de extracto Efecto

Extracto metandlico Antiinflamatorio

Cardiotonico

B-sitosterol-B-D- Antiinflamatorio
glucopiranésidoestigmasterol-3-

D-glucopiranésido

Proteina “sechiumina” de Inactivacion ribosomal

extracto acuoso de semilla
Agente

quimioterapéutico

Extractos metandlico y acuoso Antioxidante

Extractos crudos de ocho tipos Antiproliferativo sobre

bioldgicos L-929 Y P-388

Fuente

Salama et al., 1986

Salama et al., 1987

Wu et al., 1998

Ordofiez et al. 2006

Cadena-liiguez et

al., 2007

Los antecedentes indican que los extractos acuosos y metandlicos tienen

propiedades antimutagénicas, antioxidantes y antiinflamatorias, se desconocia si

los extractos mostraban efectos antiproliferativos y efectos citotoxicos. En un trabajo

16



se demostr6 que los extractos de S. edule exhibieron propiedades
anticancerigenas. Se realizaron ensayos dosis-respuesta con células tumorales
L929 (fibrosarcoma de raton) y HeLa (carcinoma de cérvix humano). Los extractos
metanolicos y etandlicos inhiben la proliferacion en ambas células tumorales a

través de un efecto citotoxico.11: 12

El extracto metandlico tiene especificidad al inhibir células tumorales, pero no
células normales. Sechium edule perla negra, es un nuevo genotipo obtenido al
cruzar interespecificamente a S. edule nigrum minor y S. edule amarus silvestrys

fuente de medicina complementaria. % 12 13

Se han caracterizado quimicamente variedades de S. edule para identificar la
diversidad de metabolitos y principalmente contiene triterpenos. De acuerdo con
pruebas realizadas por GISeM, al menos 90% de las variedades tienen actividad
antineoplasica en fibrosarcosma de pulmoén de raton, leucemia y cancer cérvico-
uterino, especificamente en la linea celular humana HelLa. De los triterpenos

identificados se tiene a las cucurbitacinas.!!

2.2. Cucurbitacinas
Las cucurbitacinas son un grupo de sustancias vegetales de sabor amargo
altamente oxigenadas, principalmente tetraciclicas y triterpénicas, de esqueleto del
cucurbitano. No pueden ser considerados como esteroideos puesto que el metilo
del C10 se ha movido al C9. Las cucurbitacinas se encuentran principalmente en la
familia cucurbitaceae, pero también estan presentes en otras familias del reino

vegetal. °
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Cadena-liiiguez reporta que la composicion de la fruta de ocho variedades de S.
edule de los sdlidos solubles totales contiene acido ascérbico y cucurbitacinas,
éstas Ultimas estan tienen una concentracion 100 veces menor en las variedades
de frutas amarillas que las silvestres y tiene una concentracion 10 veces menor que

las variedades cultivadas de frutos verdes.>

Las cucurbitacinas tienen una fuerte accion citotdxica y antitumoral y se han hecho
varios estudios en un intento de demostrar su posible actividad anticarcinogénica,
por lo tanto, son sustancias de potencial desconocido. La cucurbitacina B,
isocucurbitacina B y las especies de plantas en las cuales se encuentran han
demostrado ser fuertemente citotoxicas cuando se prueban en cultivos celulares KB
provenientes de carcinomas humanos nasofaringeos. La cantidad de cucurbitacinas
obtenida a partir de los extractos de algunas variedades de Sechium edule se
muestran en la Tabla 3 y en la Tabla 4 se muestran las propiedades quimicas de
éstas. En el cancer cérvico uterino el extracto metandlico de n. spinosum mostré

una actividad citotéxica a bajas dosis.®

Se ha demostrado que el extracto hibrido de Sechium edule denominado “H-387-
07-GlSeM (resultado de la cruza entre las variedades virens levis, amarus silvestres
y nigrum spinosum) tiene actividad terapéutica antineoplasica mayor que los
extractos de otras especies del género Sechium; ademas de que produce el efecto

terapéutico antineoplasico no presenta efectos colaterales.#1°

18



Tabla 3. Contenido relativo de cucurbitacinas, solidos solubles totales y acido

ascorbico en ocho variedades de frutos de S. edule.*

Variedad

virens levis

nigrum xalapensis

nigrum spinosum

nigrum levis

amarus silvestrys

albus minor

albus dulcis

albus levis

Cucurbitacinas g

100 g

0.0116

0.0195

0.0190

0.0660

0.1456

0.0039

0.0027

0.0088

TSC?e

Brix 2

5.14+0.2

493+0.2

6.43+0.3

5.47+0.2

10.92 £ 0.3

7.66+0.7

7.21+0.9

8.08 £ 0.6

mg 100 g

6.76 £ 0.16

6.53 £ 0.53

4.95+0.49

6.65+0.18

3.99+£0.16

7.82+0.42

7.42 +£1.27

7.75+0.22

1 Contenido soluble total?: media de 196 determinaciones + error estandar.

3 Media de 380 determinaciones + error estandar.

Acido ascorbico3
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Tabla 4. Propiedades quimicas de cucurbitacina E y Cucurbitacina B

CUCURBITACINA E

CUCURBITACINA B

Propiedades quimicas:

Peso molecular: 556.69.

Punto de fusion (experimental): 230 °C.

Punto de ebullicién (esperado): 712.6 +

60.0 °C / Presion: 760 Torr.

Densidad (esperado): 1.24 + 0.1 g/mL /
Condiciones: Temperatura 20 °C;

Presiéon 760 Torr.

pka (esperado): 8.51 + 0.7 / Condicion:

Temperatura de mayor acidez 25 °C.

16, 17

Propiedades quimicas:

Peso Molecular: 558.70

Punto de fusion (experimental): 184 -

186 °C.

Punto de ebullicién (esperado): 699.3 +

55.0 °C / Presion: 760 Torr.

Densidad (esperado): 1.23 + 0.1 g/mL /
Condiciones: Temperatura 20 °C;

Presiéon 760 Torr.

pka (esperado): 12.6 + 0.29 /
Condicion: Temperatura de mayor

acidez 25 °C. 16.17
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Una vez que se ha descubierto que alguna planta tiene algun efecto terapéutico es

posible crear con ella un medicamento que debe cumplir con controles de calidad.

La mayoria de los farmacos se comercializan en tabletas o capsulas, pero antes de
proceder a desarrollar cualquier presentacion es necesario investigar primero las
propiedades fisicas y quimicas del compuesto, ya que de esto dependen los pasos
y métodos utilizados para desarrollar el mismo, este paso se conoce como

preformulacién. & 19

2.3 Preformulacion
Los estudios de desarrollo de farmacos incluyen estudios preclinicos, estudios de
sus propiedades fisicoquimicas y son probados en modelos animales para toxicidad
y actividad. Cuando un farmaco es candidato sigue una linea de desarrollo de la

siguiente manera:

1. Nueva entidad molecular: Puede ser de diferentes fuentes, extraccién de
plantas, sintesis organica, animales o ingenieria genética.
2. Estudios preclinicos: Propiedades fisicoquimicas, seguridad y bioactividad (in

vitro, in vivo), preformulacion.

3. Solicitud del nuevo farmaco en investigacion: propuestas y revision.

4. Desarrollo clinico: Fase |, Fase Il, Fase lll. Y desarrollo farmacéutico:
formulacion del producto, toxicidad, escalamiento y manufactura, empaque y
disefio de la etiqueta.

5. Presentacion del nuevo farmaco: propuestas y revision.
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6. Aprobacion y vigilancia: Fase IV, reporte de reaccion adversa, inspeccion y

reporte de defectos del producto. *

La preformulacion es la caracterizacion fisicoquimica de las propiedades sdlidas y
en solucién de un farmaco. Las pruebas de preformulaciéon abarcan todos los
estudios realizados en un nuevo farmaco con el fin de tener informacién util para
hacer una posterior formulacién en una forma farmacéutica que sea estable y

biofarmacéuticamente adecuada.1® 20

Los estudios de preformulacion van a depender del conocimiento que se tenga del
farmaco que se esté utilizando, del equipo y los reactivos que se tengan disponibles,
asi como de las reglas y restricciones de cada laboratorio, ya que algunos llevan a
cabo estudios detallados y otros realizan una cantidad minima de trabajo para poder
desarrollar formulaciones tan rapido como sea posible. En las ciencias
farmacéuticas, la quimica analitica y el desarrollo de procesos son muy importantes

en los estudios de preformulacion.® 20

Algunos aspectos que se deben considerar son la disponibilidad y la farmacologia
del mismo, asi como las caracteristicas fisicoquimicas, la facilidad de hacer el
proceso a escala, la viabilidad de los métodos analiticos y la forma farmacéutica

que se vaya a emplear, asi como la dosis.*®

En la Tabla 5 se muestra una lista de las pruebas recomendadas durante la etapa

de preformulacion.
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Tabla 5. Caracterizacion de un farmaco mediante la preformulacion. 8

Prueba

Espectroscopia

Solubilidad

Acuosa

pka

Sales

Disolventes

Coeficiente de reparto

Disolucién

Punto de fusion

Desarrollo de la valoracion

Estabilidad (en solucion y

en estado sélido)

Microscopia

Método/funcidn/caracterizacion

Ensayo simple con UV

Solubilidad de fases, pureza

Solubilidad intrinseca, efectos del pH

Control de solubilidad, formacion de sales

Solubilidad, higroscopicidad, estabilidad

Vehiculos, extraccion

Lipofilia, actividad de la estructura

Calorimetria diferencial de barrido: polimorfismo,

hidratos, solvatos

UV, Cromatografia en Capa Fina, Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucién

Térmica, hidrolisis, oxidacion, fotolisis, iones

metalicos, pH

Morfologia, tamafio de las particulas
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Tabla 5 (continuacién). Caracterizaciéon de un farmaco mediante la
preformulacion.1®

Flujo del polvo Presentacion en tabletas y cadpsulas
Densidad
Angulo de reposo
Propiedades de compresion Formacion de tabletas y capsulas

Compatibilidad con el excipiente Eleccion del excipiente

Tener informacién de la estabilidad quimica y fisica de un farmaco en estado soélido
y liquido es importante en el desarrollo de nuevos farmacos, porque a largo plazo
daré conocimiento acerca de la vida til del producto. Es importante también porque
a partir de esta informacién se pueden seleccionar las condiciones de trabajo y los

excipientes para tener una buena formulacion. 19 20

2.3.1 Investigaciones de estabilidad inicial
Diferentes pruebas son utilizadas para darse una idea de la estabilidad de un
farmaco y se utilizan diferentes condiciones de temperatura, pH, luz y oxigeno. La
finalidad de los estudios de estabilidad es identificar las condiciones en las que el
compuesto es estable e identificar sus principales vias de degradacion. En solucién

las principales vias son la hidrélisis, la oxidacién y la fotodegradacion. 19 20
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2.3.2 Estabilidad en solucion
Hidrdlisis: La degradacion por hidrolisis es afectada por diferentes factores como el
pH, las soluciones amortiguadoras, el uso de sales y la fuerza idnica, asi como la

presencia de cosolventes y tensoactivos.

Oxidacion: La oxidacion tiene lugar por la presencia de oxigeno y la reaccion puede
comenzar por la accion del calor, la luz o trazas de iones metalicos. Para saber si
un compuesto es susceptible a la oxidacion, basta con hacer pasar burbujas de aire

a través de la solucién o agregar peréxido de hidrogeno.®21

2.3.3 Estabilidad en estado solido.
Fotoestabilidad: La inestabilidad a la luz puede presentarse tanto en estado sélido
como en solucién. La informacién obtenida en el estudio servira para saber si las
formulaciones deben disefiarse para proteger al compuesto de la luz, asi como la
selecciébn adecuada del envase. También servirA para saber si se necesitan

medidas especiales para la fabricacion.® 2!

Higroscopicidad: Muchos compuestos son sensibles al vapor de agua o humedad.
Cuando los compuestos estan en contacto con la humedad retienen agua en su
superficie o la absorben, en casos extremos se puede presentar la delicuescencia.
La humedad es un factor que puede afectar de manera importante tanto a los
farmacos como a los excipientes, ya que puede provocar hidrolisis. Algunas
propiedades que pueden verse afectadas por la humedad son el flujo del polvo, la

compactacion y la velocidad de disolucion.® 2021
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Una formulacion exitosa depende de la seleccion de excipientes para una facil
administracion, una modificacién en la liberacion, una buena biodisponibilidad o la
proteccion del principio activo o compuesto, para ello se puede utilizar analisis
térmico para predecir las interacciones fisicoquimicas entre los componentes de una
formulacion y por lo tanto se puede usar el método para seleccionar los excipientes

apropiados y compatibles quimicamente. - 18

2.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB).
Es un método sensible para estudiar las propiedades térmicas de las moléculas, se
utiliza principalmente para determinar las energias de las transiciones de fase y
cambios conformacionales, y permite la cuantificacion de su dependencia a la

temperatura. Se utiliza en estudios de excipientes y farmacos.?? 23

La calorimetria diferencial de barrido se utiliza para medir el calor especifico de

eventos térmicamente inducidos como una funcién de temperatura.?? 24

La transicion se reconoce como un pico endotérmico centrado en la temperatura de
fusion y el maximo en el calor especifico se da en la temperatura de fusion. La
integracion del calor especifico contra la curva de temperatura da como resultado la
entalpia de transicién y el cambio en la linea base proporciona el calor especifico.
La calorimetria diferencial de barrido es el Unico método para la determinacion

directa de la entalpia de transicion.?? 2°

Los instrumentos térmicos tienen como finalidad registrar la diferencia entre el
cambio de entalpia que ocurre en la muestra y un material inerte de referencia

cuando ambos se calientan. Los datos se presentan en un grafico de diferencia de
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temperatura en funcion del tiempo de calentamiento. La muestra y la referencia se
calientan de forma independiente, por lo que se puede medir directamente la
diferencia en el flujo de calor para mantener una temperatura igual en ambas. Los
datos se obtienen en forma de entradas diferenciales (dH/dt) en funcién de la
temperatura, esto permite obtener temperatura y entalpias de transicion o de
reaccion. Muchos de los sistemas utilizan un portamuestras de aluminio. La
calibracion del instrumento se hace con un metal de alta pureza con entalpia y punto
de fusion conocidos, el metal generalmente usado es el Indio, con una entalpia de

fusion de 28.55 J/g y un punto de fusién de 429.8 K.?2 23,26

2.4.1 Técnicas de analisis térmico
Existen dos técnicas que suelen utilizarse juntas, ya que pueden explicar los mismos

fenébmenos:

Andlisis térmico diferencial (DTA): es una técnica que mide la diferencia de la
temperatura entre una muestra y un material de referencia, se registra contra el
tiempo o la temperatura mientras la temperatura de la muestra en una atmésfera
controlada se programa. La curva generalmente es una gréafica de la diferencia en
la temperatura (AT) como la ordenada, contra la temperatura T (u ocasionalmente,

tiempo) como la abscisa. Un evento endotérmico muestra un pico hacia abajo.?? 27

Calorimetria diferencial de barrido: es una técnica en la que la diferencia en el flujo
de calor (poder) hacia una muestra (crisol) y hacia una referencia (crisol) se
monitorea contra el tiempo o la temperatura mientras la temperatura de la muestra,

en una atmosfera especifica, se programa. En la practica el calor se suministra hacia
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la muestra contenida en el crisol y de forma similar a la muestra en su crisol. Se

reconocen dos tipos de calorimetria diferencial de barrido:

Calorimetria diferencial de barrido de compensacion de poder: donde la muestra y
la referencia se calientan por separado con calentadores individuales y la diferencia
de temperatura se mantiene cercana a cero, mientras se mide la diferencia en poder

eléctrico necesaria para mantener las temperaturas iguales.?? 28

Calorimetria diferencial de barrido de flujo de calor: donde la muestra y la referencia
se calientan con la misma fuente y la diferencia de temperatura AT se mide, esta
senal se convierte a una diferencia de poder AP utilizando la sensibilidad

calorimétrica.2” 28

En la Figura 1 se muestra el diagrama de un calorimetro. Las partes principales del

equipo son:

Sensores con amplificador

Fuente de calor y sensor de temperatura:

Computadora

Graficador o aparato de obtencién de datos. 2728
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Programmer Sensor a.mplifier

Figura 1: Diagrama de un calorimetro.?’28

Los resultados se pueden ver afectados por la atmdésfera alrededor de la muestra,
el mecanismo que controla la reaccion y las caracteristicas del material de

muestra.2’ 2°

2.4.2 Aplicaciones
Cambios fisicos y mediciones: punto de fusion, cambios de fases cristalinas,
cambios en estados liquidos y liquidos cristalinos en polimeros, diagramas de fase,
capacidad calorifica, interaccidbn farmaco-excipiente, transiciones de cristal,

conductividad, difusividad y emisividad térmica. 23 2°

Reacciones térmicas: deshidrataciones, descomposiciones, curado de polimeros,

formacion de cristal y ataque oxidativo.

Interaccion farmaco — excipiente: esto se refiere a que dos o0 mas componentes de
una forma farmacéutica pueden coexistir sin ninguna interaccion durante la vida de
anaquel de la preparacion. La formulacién a veces contiene el componente activo

(el placebo no contiene el componente activo) junto con otros excipientes para diluir,
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unir o dispersar el farmaco; si hay interaccion fisica o quimica, entonces las
propiedades farmacéuticas se ven afectadas. Cualquier cambio o nueva
caracteristica indica interaccién. Las reacciones quimicas y algunos cambios fisicos
como la cristalizacion ocurren a una velocidad dependiente de la temperatura. Las
reacciones de materiales organicos y de materiales poliméricos tanto naturales
como sintéticos se pueden estudiar con CDB y DTA. Los efectos de la atmésfera
son importantes ya que la degradacién oxidativa se puede dar por diferentes
mecanismos.?® 27 La estabilidad depende de la compatibilidad de los componentes
activos con los excipientes. Es importante que se detecten interacciones, ya que
muchas interacciones cambian la biodisponibilidad y estabilidad de un producto. Los
excipientes pueden afectar la estabilidad de un farmaco en estado sélido de varias
formas, por ejemplo, la interaccion entre excipientes y farmaco o indirectamente por

absorcién de humedad.?229:30

Para dar seguimiento de la calidad de las capsulas se utilizan técnicas como la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, ya que permite la separacion de
mezclas para poder identificar y cuantificar componentes individuales,
generalmente se utiliza una sustancia de referencia. 3! Al tratarse de una planta que
contiene muchos tipos de moléculas, se utilizara un marcador especifico. Las
cucurbitacinas se encuentran en el chayote y se pueden cuantificar con el método

analitico de cromatografia de liquidos de alta resolucion.3 22

2.5 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC).
La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos menciona que la cromatografia

es una técnica desarrollada a principios del siglo XX, que permite la separacion de
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sustancias que se encuentran en una mezcla, se trata de un proceso de migracién
en el cual los componentes de una mezcla son transportados en una fase mdavil
como un gas o un liquido y posteriormente son retenidos en una fase estacionaria,
que puede ser un sélido o un liquido. La cromatografia de liquidos de alta resolucién
es el resultado de la distribucion de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase
movil. Los componentes se separan en una columna y al salir de ésta se conducen
por la fase movil en el orden que emergieron, hacia un detector donde se registra
una respuesta proporcional a la concentracion y sus tiempos de retencion en la
columna. El cromatograma que resulta muestra cada compuesto en forma de picos
simétricos con un tiempo de retencidn caracteristico, por lo que se puede emplear
para identificar compuestos. El tiempo de retencion se mide desde el momento de
la inyeccion de la muestra hasta el momento en que aparece un pico maximo en el

cromatograma. 3132

La técnica de HPLC es comuUnmente utilizada en estudios de preformulacion y
formulacién. Es una técnica sensible, eficaz, fiable y relativamente rapida. Se utiliza
HPLC para evaluar la degradacion de un compuesto en estado solido o en solucion,
de esta forma, con ayuda de otras técnicas como la espectroscopia de masas es

posible conocer la cinética de degradacion y el mecanismo de degradacion.!® 32

Se debe tener en cuenta la finalidad del método, si, por ejemplo, se requiere un
analisis para conocer la solubilidad de un compuesto, un método en “crudo” es
aceptable. Si lo que se desea hacer es separar o determinar sustancias
relacionadas al compuesto como los productos intermedios o productos de

degradacion se debe desarrollar un método mas especifico. Algunas otras
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consideraciones que se deben tomar en cuenta es la cantidad del compuesto en la
matriz, es decir la formulacion, asi como la rapidez con la que se realizan los

analisis.19: 32

Si el compuesto se detecta con facilidad y tiene concentraciones elevadas en la
matriz, generalmente se utiliza un analisis isocratico por su sencillez. Si se quiere
separar productos de degradacion, excipientes o productos intermedios es posible
utilizar un andlisis por gradiente, éste ofrece la ventaja de mostrar picos mas
definidos, es decir que tiene mejor resolucion, pero tiene la desventaja de que puede

requerir un tiempo de andlisis mas prolongado. °

Dado que los compuestos mas comunes de interés farmacéutico tienen anillos
aromaticos, es comun utilizar la deteccion por UV. Generalmente se realizan
barridos para conocer la longitud de onda maxima del estandar y esta sera la mas
apropiada para trabajar. Es comun elegir la longitud de onda méaxima, sin embargo,
si existe interferencia no deseada puede ser necesario alejarse de ese valor. Se
recomienda usar longitudes de onda < 250 nm para evitar el ruido de fondo y la

absorcion por el disolvente.*®

2.6 Medicamento Herbolario
En el articulo 224 Segun la Ley General de Salud, se menciona que los
medicamentos clasificados como herbolarios son aquellos productos elaborados
con material vegetal o algun derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte
aérea o subterranea de una planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas,

aceites grasos y esenciales, presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia
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terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional

o internacional. 33

En el Reglamento de Insumos para la salud, los articulos 66, 67 y 68 mencionan
que los medicamentos herbolarios, ademas de contener material vegetal, podran
adicionar en su formulacion excipientes y aditivos. No se consideran medicamentos
herbolarios aquéllos que estén asociados a principios activos aislados y
quimicamente definidos, ni aquéllos propuestos como inyectables y que en la
formulacion de un medicamento herbolario no podran incluirse substancias
estupefacientes o las psicotrépicas de origen sintético, ni las mezclas con
medicamentos alopaticos, procaina, efedrina, yohimbina, chaparral, germanio,
hormonas animales o humanas u otras substancias que contengan actividad

hormonal o antihormonal o cualquier otra que represente riesgo para la salud.? 34

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos define una forma farmacéutica
como la disposicion fisica que se le da a los farmacos y aditivos para constituir un

medicamento y facilitar su dosificacién y administracion.? 35 36

2.7 Formas Farmacéuticas
La Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos menciona que existen
diferentes formas farmacéuticas, dentro de las cuales se incluyen tinturas y
extractos, algunos triturados que se obtienen por fragmentacion o troceado de
plantas que se utilizan para tisanas, para encapsulacion o compresion y usualmente

se administran via oral.3!
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Las formas farmacéuticas mas utilizadas para la administracion de medicamentos
son las tabletas y las capsulas debido a que son sencillas, seguras y comodas,
algunas de las ventajas son que tienen gran estabilidad fisica, quimica y bioldgica,
asi como exactitud en la dosis, se puede en buena medida controlar la liberacion y

son relativamente de bajo costo. 37

2.7.1 Céapsulas
Una cépsula es un cuerpo hueco (pequefio receptaculo), obtenido por moldeo de
gelatina, que puede ser de textura dura o blanda, dentro de la cual se dosifica el o
los farmacos y aditivos en forma soélida (mezcla de polvos o microgranulos o liquida).
Las capsulas duras estan constituidas por secciones que se unen posteriormente a
su dosificacion (se pueden volver a abrir con facilidad); las capsulas blandas estan
constituidas por una sola seccién y son selladas después de su dosificacion (éstas
no se abren después de haber sido selladas). Ambas se fabrican en varios tamafios
y formas. Se administran de forma oral o vaginal, pueden ser de liberacion

prolongada o de liberacion retardada.3? 20 37

Las capsulas pueden tener las siguientes ventajas:

Protegen al farmaco de agentes externos como el polvo, el aire, la luz, etc.
e Presentan resistencia fisica.

e Enmascaran caracteristicas organolépticas desagradables.

e Se identifican facilmente mediante una adecuada seleccion de colores.

e Las capsulas rigidas presentan una composicion y elaboracion sencilla.
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e Tienen un numero reducido de excipientes lo que facilita el control de
posibles incompatibilidades.

e Proporcionan estabilidad al farmaco ya que la usencia de agua en su etapa
de elaboracién permite la incorporacion de sustancias, previa granulacién o
microencapsulacion.

e Presentan buenas caracteristicas de biodisponibilidad ya que la cubierta se

disuelve o digiere rapidamente en el estbmago. 37 38

Las capsulas también pueden tener las siguientes desventajas:

¢ Dificultades a la hora de conseguir una uniformidad de peso.
e Se necesitan garantizar condiciones adecuadas de temperatura y humedad.

¢ No pueden fraccionarse ni ser utilizadas por pacientes con problemas de

deglucién.3’: 38

2.7.1.1 Elaboracion de capsulas
Los materiales utilizados en las capsulas duras incluyen una solucién de gelatina en
agua desmineralizada a la que se afiade glicerol, u otro plastificante.?* En la Tabla
6 se enlistan los materiales para la elaboracion de capsulas, asi como una pequefia

descripcién de cada uno.
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Tabla 6. Materiales utilizados para la elaboracién de capsulas.®’

Gelatina Es un producto que se obtiene por

hidrolisis de colageno.

Plastificantes Las capsulas rigidas contienen menos
de un 5% de plastificante. El glicerol es
el mas utilizado en la actualidad aunque

existen otros como los policalcoholes,

gomas naturales y azlcares.

Colorantes Los colores se adicionan a la gelatina
en la mayoria de los casos para
conseguir un efecto opacificante de la

cubierta.

Conservadores Los conservadores se afiaden a la
gelatina durante la solubilizacién para

prevenir el crecimiento bacteriano y
fungico los méas usados son el dioxido

de azufre, acido parahidroxibenzico,
acido benzoico, 4cido porpidnico acido

sorbico y algunas de sus sales sodicas.
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Tabla 6 (continuacién). Materiales utilizados para la elaboracién de capsulas.?’
Humectantes Favorece la aplicacion de la masa de la
cubierta sobre los moldes utilizados
para su formacion y facilitan la
humectacién y disgregacion de la
capsula una vez administrada en el
estdmago. El agente tensoactivo mas

utilizado es el laurilsulfato sédico.

Materiales gastrorresistentes Pueden ser utilizados derivados de
celulosa y copolimeros acrilicos que
mezclados con la gelatina permiten

obtener una cubierta entérica.13?

2.7.1.2 Capsulas de gelatina dura.
Las capsulas estan constituidas por dos secciones cilindricas redondeadas de un
extremo. Una de ellas es de mayor longitud (cuerpo) donde se aloja el material de
relleno y la parte mas corta (tapa) actia como cierre de la capsula ajustando sobre
el cuerpo para formar una unidad cerrada. La fabricacion de los receptaculos esta
industrializada y se comercializan en 8 tamafos diferentes, siendo el 000 el mayor

y el 5 el mas pequefio, como se muestra en la Figura 2. 3738
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Tamaiio real Volumen (ml)

D o3

037

0,48

0,67

0,95

1,36

Figura 2. Tamafos y volimenes de capsulas de gelatina dura que existen en el

mercado.3’

2.7.1.3 Fabricacion

En la Figura 3 se observa un esquema de la fabricacion de cépsulas. El proceso

comprende las siguientes operaciones:

Preparacion de la solucion concentrada de gelatina (30 — 40% en peso) en agua

desmineralizada a 60° - 70°.

La capsula es formada por inmersién de la solucién de gelatina mantenida a

temperatura entre 45° y 55° C, en moldes de acero inoxidable.
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El secado de la pelicula es en estufas de desecaciéon, en las que se inyecta
directamente sobre ellas aire a temperaturas entre 22° a 28 °C y humedad

controlada. 21 37.38

Extraccion y ensamblado de los cuerpos y tapas secas.

.- 000nnnppannn . gonoan
4 _,--‘Qy~-\ Secado ~ g

L, 2
2N
\ y a |:::1[| i [_—%g;,g«,ggg

Rotacion
,. 7
B0 oo bk

st — O <4—
R
Extraccién
Cortado

Ensamblado

Inmersién

Figura 3. Secuencia de operaciones seguidas en la fabricacion de capsulas de

gelatina dura.?t 37.3°

Otras operaciones complementarias incluyen la limpieza, abrillantado y en
ocasiones la impresion de la cdpsula con algun logotipo, nombre o cualquier simbolo

para su identificacion.®’

2.7.1.4 Material de relleno

Los tipos de material que pueden incorporarse son:

e Polvo

e Granulados

39



e Pellets

e Comprimidos
¢ Microcapsulas
e Pastas

* Combinaciones !

En la Figura 4 se puede observar un esquema de los diferentes tipos de materiales

que pueden incorporarse a las capsulas de gelatina dura.

Mezcla de pellets

:{ Polvo, granulado

Comprimidos

W Pellets, tipo 2

Figura 4. Tipos de materiales que pueden incorporarse a las capsulas de gelatina

dura. 2437

Después de la ingestidn de la cdpsula, la gelatina se cubre de agua, se ablanda, se
hincha y se disuelve en el tracto gastrointestinal. Los farmacos encapsulados son
liberados rapidamente y se dispersan facilmente, lo que lleva a una rapida

absorcion.!
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2.7.1.5 Llenado de las cdpsulas
Se requiere la separacion previa del cuerpo y la tapa para la incorporacion del
material de relleno. Puede ser de forma manual o usando méquinas automaticas de
alta velocidad. La diferencia son los métodos para medir la dosis del material de

relleno.?t 37

Seleccién: Se debe conocer el volumen ocupado por la mezcla que se va a

encapsular, su densidad aparente y el peso de la misma.

Conociendo los datos anteriores se pueden realizar célculos y utilizar nomogramas
gue se han propuesto para ayudar a la seleccion del tamafio de la capsula y si es
necesario, la determinacion del volumen de excipiente que se precisa para llenar

aquella.3” 39

El llenado puede ser:

Llenado Manual: En la Figura 5 se muestra un esquema de una encapsuladora
manual, el proceso se realiza en pequefios lotes en equipos sencillos que
generalmente se constituyen por un par de placas de plastico con perforaciones de
diferentes didmetros adecuadas a los tamafios de las capsulas. La uniformidad del
llenado depende de las propiedades de flujo del material de relleno, en la Figura 6

se muestran los pasos que se siguen para el llenado manual de capsulas.®’
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Figura 6. Pasos seguidos en el llenado manual de capsulas rigidas.?% 37

Llenado a escala industrial: Existe una gran variedad de equipos parcial o totalmente
automatizado que permiten obtener entre 5000 a 150000 capsulas por hora, la

diferencia son los sistemas de dosificacion del material.
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En la Figura 7 se muestra un esquema del llenado de capsulas a escala industrial.

El proceso de llenado conlleva a la realizacion de cuatro operaciones:

¢ Alimentacion y rectificacion de las capsulas en el equipo.
e Separacion del cuerpo y tapa.
e Llenado.

e Ensamblaje de cuerpo y tapa.

Figura 7. Llenado de capsulas a escala industrial.37 39

2.7.1.6 Controles de calidad.
Las capsulas deben cumplir con requerimientos exigidos en las monografias
individuales de los productos que se encuentran en las farmacopeas que establecen
los limites minimos de aceptabilidad para garantizar su calidad. Las capsulas deben
de contener una cantidad uniforme de principio activo, deben ser estables y tener

buena biodisponibilidad. Los ensayos mas comunes e importantes se aplican a
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todos los tipos de capsulas y son la uniformidad de dosis, desintegracion y

disolucion.37: 38

Cada proceso estd disefiado para producir un producto deseado a partir de
diferentes materiales mediante una secuencia de pasos. Los procesos individuales
se pueden dividir en pasos llamados “operaciones unitarias” y éstas aparecen

proceso tras proceso.*0

2.8 Operaciones Unitarias
Se deben tener algunas consideraciones para la formulacion de capsulas, los
requerimientos son menos estrictos que para la formulacion de tabletas. Algunos de

los requerimientos son los siguientes:

1. Flujo: el flujo debe ser adecuado a traves de la tolva para un llenado uniforme

2. Densidad: La densidad es importante ya que las maquinas de llenado se
llenan de acuerdo al volumen del polvo.

3. Lubricacion: Los lubricantes evitan la adherencia del polvo a las partes
metélicas de las maquinas de llenado.

4. Compactabilidad: Es necesario que el polvo tenga propiedades de
compactabilidad para asegurar un llenado uniforme.

5. Dosificacion: La dosis del principio activo influye en la uniformidad de
contenido, las propiedades del polvo se ven afectadas por las propiedades

fisicoquimicas del principio activo.
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6. Tamafo de particula, formay densidad: El tamafio y la forma de las particulas
influyen el flujo y la uniformidad del llenado. Las propiedades de densidad se
pueden modificar mediante la adicion de excipientes.

7. Humedad: La humedad puede afectar las propiedades fisicas y la estabilidad
de la capsula, el relleno de las cdpsulas no deberia contener mas el 5% de

humedad.!

Para cumplir con los requerimientos se utilizan las llamadas operaciones unitarias
gue tienen técnicas comunes y se basan en los mismos principios, la mayoria de
los procesos se deben transportar a sdlidos y fluidos, por ejemplo, el calor y la
energia se transfieren de una sustancia a otra y se deben realizar operaciones como

el secado, la reduccion del tamafio de particula o la evaporacion.?%: 40

2.8.1 Reduccién del tamafio de particula
Se llama reduccion de tamafio de particula o trituracion al proceso en el cual las
particulas de un soélido se cortan o dividen en particulas mas pequefias. El proceso
consiste en la aplicacion de energia mecanica para crear una nueva superficie, lo
que implica que el material molido tendra mayores fuerzas electrostaticas y una
tendencia a agregarse, asi como el aumento de temperatura en el material

particulado. 2% 40

El tamafio de particula es importante, ya que puede afectar las caracteristicas de la
formulacién y evidentemente la biodisponibilidad del farmaco, la reduccién del
tamafo de particula aumenta el area superficial y por lo tanto aumenta la solubilidad.

Es importante que el tamafio de particula sea homogéneo durante los estudios para
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poder tener una buena formulacién y asegurar que cumplira con los controles que

marca la regulacion. 1% 21

Existen varios métodos para disminuir el tamafio de particula y generalmente se

utilizan diferentes equipos para tal objetivo.

Métodos de corte: Una trituradora de corte consiste en cuchillas unidas a un rotor
gue actuan contra cuchillas fijas en las paredes. La reduccion de tamafio de
particula se obtiene por la ruptura o fractura de las particulas entre dos series de

cuchillas entre las que existe pocos espacios.

Métodos de compresion: La reduccion de tamafio puede hacerse en pequefia escala
utilizando un mortero. Los molinos de muelas y las fresadoras son ejemplos de
reduccion de tamafio de particula por compresion. Ambos funcionan haciendo pasar

el polvo por debajo de un pesado mango que rota.

Métodos de impacto: La reduccién de tamafio se hace con una trituradora de martillo
gue consiste en una serie de martillos unidos a un eje que rota. En la base de la
trituradora se coloca una malla que sélo permite el paso del tamafio de particula

que se desea.

Métodos de friccion: La reduccion de tamafio de particula se hace con una
trituradora de rodillos. Se colocan dos o tres rodillos de porcelana o metal con
diferente separacién. Los rodillos rotan a diferentes velocidades y sufren

cizallamiento.

46



Métodos de impacto y friccion combinados: El ejemplo mas claro e el molino de
bolas. Las trituradoras de bolas son cilindros huecos que pueden rotar sobre un

eje.18, 21

2.8.2 Separacion por el tamafio de particulas
El objetivo de la separacion es diferenciar los tamafios de las particulas por
intervalos o cortes y encontrar un tamafio donde el polvo pueda ser manipulado

para procesos posteriores.

La eficiencia con la que se puede separar un polvo en particulas de distintos
tamafos depende de las propiedades del polvo, de las particulas, del flujo del polvo
y del método utilizado para separar. En los procesos industriales la separacion
siempre es incompleta, ya que cierta cantidad del material de menor tamafio queda

retenida en la corriente del tamafio mayor y viceversa.'8 21

El método mas utilizado es la separacion por cribado:

Separacion por cribado: consiste en la dimension de la particula que pasa a través
de una apertura cuadrada. La International Organization for Standardization (ISO)
establece que el diametro de cribado debe ser <45 um. El analisis se efectia usando
polvos secos generalmente. Para el andlisis se utiliza una malla entretejida o
agujerada usualmente es de acero inoxidable, acero o latén, con orificios de
diametro conocido que forman una berrera fisica para las particulas. La mayoria del
cribado se hace con una serie de cribas, la malla de menor diametro se sitta por
encima de una bandeja y siguen las mallas sucesivamente mas gruesas hacia el

extremo superior de la serie. El polvo se coloca en la criba méas gruesa de la pila 'y
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se someten a vibracion mecanica o un movimiento oscilatorio inducido por
electricidad. Se recomienda que los tiempos de cribado sean hasta que al menos el
0.2% del material atraviese el agujero de cribado especifico en intervalos de 5

minutos.18

2.8.3 Secado
El proceso de secado de un solido es aquel en el cual se eliminan cantidades
pequefias de agua o de algun disolvente para disminuir el contenido de liquido
residual hasta un valor aceptable. Generalmente el secado se logra mediante la
vaporizacion térmica. La diferencia entre los métodos de secado es la forma en que
los sdélidos se mueven en la zona de secado o la forma en la que el calor es
transferido, algunos secadores son continuos y otros operan en lotes, algunos

agitan los sélidos y otros son estaticos.294°

No todo liquido se puede extraer con facilidad. El agua que se extrae facilmente se

denomina contenido de humedad libre o agua libre.

Agua libre: El agua ejerce su presién de vapor completa y se puede extraer
facilmente por evaporacion. El sélido no queda completamente libre de moléculas

de agua y eso se conoce como “seco al aire”.

El polvo que se seca puede exponerse al calor diferentes formas, por ejemplo:

e El sdélido es expuesto directamente a un gas caliente, generalmente aire.
e Los secadores son calentados por medio de energia eléctrica, energia

radiante o microondas.
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La mayoria de los secadores que se usan en la industria farmacéutica son de la
primera categoria en dénde los polvos son expuestos directamente al aire caliente.
Estos secadores se conocen como adiabéticos o directos. Los diferentes secadores
adiabaticos utilizados son secadores de bandejas, hornos de vacio y secadores de

lecho fluido.40

El relleno de las cdpsulas no deberia contener méas del 5% de agua ya que puede

ocasionar problemas con la estabilidad del producto.!

2.8.4 Mezclado
Existe un namero minimo de productos farmacéuticos formados por un solo
componente. En la mayoria de los casos es necesario el uso de excipientes para
qgue la forma farmacéutica funcione de forma adecuada. Por lo tanto, el producto
debera someterse a una fase de mezclado.?® El mezclado de un polvo seco es un
paso importante ya que tiene impacto directamente en la uniformidad de dosis.
Generalmente el mezclado es la aplicacion de alguna fuerza rotatoria que crea un
movimiento en las particulas. La finalidad del mezclado es asegurar la distribucién

del principio activo de manera uniforme.?% 40

El mezclado entonces es una operacion cuya finalidad es hacer que dos o mas
componentes inicialmente separados establezcan contacto lo mas préximo posible

con una unidad de los demas componentes.

Una mezcla perfecta de dos polvos es una en la que cualquier grupo de particulas
tomadas desde cualquier posicibn dentro de una mezcla, tendra la misma

proporcion de cada una de las particulas como se muestra en la Figura 8. En la
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practica con polvos a diferencia de los liquidos una mezcla perfecta no es
alcanzable, s6lo se puede lograr un grado maximo de aleatoriedad donde hay una
misma probabilidad de encontrar un elemento de un componente en cualquier
posicion de la mezcla como se muestra en la Figura 9. Para determinar el grado de

mezcla se debe hacer un muestreo en la mezcla estéatica. 19 20.21

J-IIIIIII
l==l

Figura 8. Mezcla perfecta 1° Figura 9. Mezcla aleatoria *°

Existen diferentes mecanismos por los cuales se puede realizar una mezcla de

polvos.

Conveccion: Se hacen cuando hay una transferencia de particulas grandes de una
parte del lecho del polvo a otra. Este tipo de mezcla contribuye al mezclado
macroscopico de mezcla de polvos. Sin embargo, es necesario un tiempo de

mezclado prolongado para poder obtener una mezcla aleatoria.

Deslizamiento: Se hace cuando una capa de material se mueve o fluye sobre otra
capa. Sin embargo, para lograr una mezcla aleatoria es necesario que cada

particula se mueva de forma individual.
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Difusién: Ocurre cuando un lecho de polvo es forzado a moverse, el volumen que
ocupa el polvo aumenta. Eso se debe a que aumenta el espacio entre la particula y
provoca que exista un vacio entre ellas. En esas circunstancias hay posibilidad de
que las particulas caigan por gravedad a medida que se crean los espacios. El

resultado es una mezcla aleatoria y se hace a bajas velocidades de mezclado.*® 20

2.9 Propiedades de las particulas

2.9.1 Adherencia y Cohesion
Las particulas tienen a juntarse entre si y a otras superficies por la presencia de

fuerzas moleculares.

Cohesion: ocurre entre superficies similares (particula-particula). Generalmente se
dan por fuerzas de van der Waals, inespecificas y de corto alcance, aumentan a
medida que disminuye el tamafio de las particulas y se modifican por la presencia

de humedad.

Adherencia: ocurre entre dos superficies distintas (particula-tolva).t: 18

Las propiedades del flujo son importantes para tener un llenado uniforme de las
capsulas y asegurar que se tenga una uniformidad de dosis, estas propiedades de

flujo se obtienen mediante el estudio de pruebas reoldgicas.

Densidad aparente: Es la relacién de la masa de una muestra de polvo sin asentar
y su volumen y depende de la densidad de las particulas de polvo como la
distribucion espacial de las particulas en el lecho del polvo. Se expresa en gramos

por mililitro.
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Densidad compactada: Se obtiene después de golpear mecénicamente un
recipiente de medicion graduado que contiene la misma muestra de polvo utilizada
en la prueba de densidad aparente, siendo su valor mayor a ésta Ultima por la
reduccion del volumen la cual se obtiene por el asentamiento mecanico de la

muestra del polvo.

Velocidad de flujo: es el desplazamiento de una cantidad de polvo por unidad de

tiempo.

Angulo de reposo. Aquel que corresponde al angulo méximo formado entre la

superficie de un cono de polvo y el plano horizontal.2% 2% 35

La relacion entre la densidad compactada y densidad aparente se llama, fraccion

de compactacion

El indice Hausner es una medida sin dimensiones para describir las caracteristicas
del flujo de las particulas y se utiliza una relacion entre la densidad aparente y la

compactada.

El indice de compresibilidad es una medida del porcentaje de compresibilidad y sirve

para conocer el flujo de las particulas.

El indice de compresibilidad y el indice de Hausner son medidas que expresan qué

tan propenso es un polvo a la compresion.

Un polvo que fluye libremente tiene poca interaccién entre sus particulas y la

densidad aparente y la densidad compactada tendran valores mas cercanos.t 31 42

Existen diversos factores que influyen sobre la compactacion:
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Tamafio de particulas y distribucion de tamarfios
Forma y textura de las particulas.
Propiedades de superficie.

Condiciones de manipulacion.'8: 21
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3. Planteamiento del Problema

Actualmente, el uso de medicina herbolaria se ha vuelto muy popular. Se estima
que el 80% de la poblacibn mundial todavia utiliza medicamentos tradicionales
mayormente con base en plantas, y se sabe que entre 40000 y 70000 especies de
éstas tienen una o mas aplicaciones terapéuticas. En general las plantas son
baratas y disponibles.** El Grupo Interdisciplinario de Investigacién en Sechium
edule en México (GISeM) se ha encargado de realizar estudios con frutos y hojas
de chayote, los cuales han revelado que tiene diversas actividades biologicas y
farmacoldgicas, lo que lo convierte en un producto de interés farmacéutico y con

ello para desarrollar medicamentos complementarios al tratamiento de cancer.

Para algunos tipos de estos vegetales no se cuenta con informacion sobre sus
propiedades, como el caso del polvo de Sechium edule nigrum spinosum var.
amargo 290 y el polvo de Sechium edule nigrum spinosum var. dulce 354 para
estos, aun cuando se tiene una identidad genética bien establecida y una actividad
farmacolégica definida, no existe una forma farmacéutica conocida y segura para
ser administrados, ya que se sabe que podrian ayudar en la terapia de diversas
enfermedades, siempre y cuando se asegure la calidad del producto que se
administre bajo estrictos criterios farmacéuticos, desde el estudio de preformulacion

hasta obtener una formulacion final.
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4. Hipotesis
Se obtendran cépsulas de una mezcla de polvos de Sechium edule nigrum
spinosum var. Dulce 354 y Sechium edule nigrum spinosum var. Amargo 290, con
base en los estudios de preformulacion y formulacion previos, que cumplan con los

criterios de calidad en el desarrollo de formas farmacéuticas.

5. Objetivo

Disefar y desarrollar la formulacion de una capsula que contenga el polvo del fruto
seco de dos especies de chayote, Sechium edule nigrum spinosum var. Dulce y

Sechium edule nigrum spinosum var. Amargo.

5.1 Objetivos especificos
Caracterizar los polvos de Sechium edule mediante calorimetria diferencial de

barrido, pruebas reoldgicas y determinacion de humedad.

Analizar la compatibilidad farmaco-excipiente de los dos polvos, mediante la

calorimetria diferencial de barrido.

Desarrollar un estudio de ciclaje para evaluar el material de envase a usar.
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6. Material y método

6.1 Disefio experimental

Tipo de Estudio: Experimental, Prospectivo

Poblacion de estudio: Material vegetal Sechium edule 290 y Sechium edule 354 y
capsulas de hidroxipropilmetil celulosa que contengan Sechium edule 290 y

Sechium edule 354 con excipientes.

Criterios de inclusién: Material vegetal Sechium edule 290 y Sechium edule 354 que
proviene de Banco Nacional de Germoplasma de Sechium edule, del Centro
Regional Universitario Oriente (CRUO) de la Universidad autbnoma de Chapingo

con tamario de particula de 150 micrometros (malla 100).

Capsulas de hidroxipropilmetilcelulosa sin defectos.

Criterios de exclusion: Material vegetal que no provenga del Banco Nacional de

Germoplasma de Sechium edule.

Excipientes que tengan interaccion con el material vegetal.

Material vegetal que no cumpla con pruebas reoldgicas.
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6.2 Equipo e instrumentos

Tabla 7. Equipo e Instrumentos.

EQUIPO/INSTRUMENTO

Balanza analitica

Balanza granataria

Bomba de vacio

Calorimetro

Compactador

Cromatégrafo (HPLC)

Equipo de filtraciéon

Espectrofotbmetro

Estufa

Estufa

Microbalanza

Micropipeta

Molino

Potenciébmetro

MARCA

OHAUS Explorer Pro

OHAUS

Felisa FE — 1500L

Perkin Elmer DSC 7

Erweka SVM

Hitachi Primaide

Millipore

Varian Cary 50 Bio

National Appliance

Quinci Lab 30E Lab Oven

Mettler MT5

Socorex 10 — 100 mL

Krups

HANNA instruments H12210 pH Meter
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Tabla 7 (continuacién). Equipo e Instrumentos

Rotavapor

Sistema de Purificacion de agua

Bafio de ultrasonido

Termobalanza

6.3 Reactivos

Tabla 8. Reactivos.

NOMBRE

Metanol HPLC

PVP 97

EMCOCEL HD90 (Celulosa

microcristalina)

Fosfato de potasio monobasico

Fosfato de potasio dibasico

Lactosa

Indio

Hidréxido de Sodio

BUCHI R-100

Milli — Q Synthesis

Branson

OHAUS MB45

MARCA

Tecsiquim

JRS

Mendell

J. T. Baker

J. T. Baker

Farmacia Paris

Aldrich 99.9%

Macron Fine Chemicals
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Tabla 8 (Continuacion). Reactivos.

Acido clorhidrico

Carbosil M5

Almidon

Peréxido de Hidrogeno

Talco

Acido estearico

6.4 Material vegetal

Tabla 9. Material Vegetal.

Nombre de la especie

Sechium edule nigrum spinosum var.

amargo (S. edule amargo)

Sechium edule 290

J. T. Baker 37.4%

Padoquimia S.A de C.V.

Ingredon

Aurax 11 volumenes de Oxigeno 2.5%

peréxido de hidrogeno

Donacién

Donacién

Origen

Banco Nacional de Germoplasma de
Sechium edule, del Centro Regional
Universitario Oriente (CRUO) de la
Universidad autbnoma de Chapingo,

ubicado en Huatusco, Veracruz.
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Tabla 9 (continuacioén). Material Vegetal.

Sechium edule nigrum spinosum var.

dulce (S. edule dulce)

Sechium edule 354

6.5 Material

Tabla 10. Material.

Nombre

Columna para HPLC

Vaso de precipitados

Matraz bola

Matraz erelenmeyer

Cajas Petri

Viales de vidrio

Desecador

Banco Nacional de Germoplasma de
Sechium edule, del Centro Regional
Universitario Oriente (CRUO) de la
Universidad autonoma de Chapingo,

ubicado en Huatusco, Veracruz.

Marca

Phenomex Luna C18 150 x 4.60 mm

5 micrones.

Pyrex 500 mL

A.R.O. 50 mL

Pyrex 125 mL

SYM Laboratorios
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Tabla 10 (continuacién). Material.

Charolas de aluminio

Crisoles de aluminio con tapa

Perkin Elmer
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6.6 Metodologia

Figura 10. Diagrama de Flujo
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6.7 Técnicas

6.7.1 Caracterizacion de los polvos.
Caracterizacion de los polvos de Sechium edule nigrum spinosum 354 y Sechium

edule nigrum spinosum 290.

Descripcion: Se hizo de manera visual observando el color y forma, asi como la

percepcion de su olor.

6.7.2 Método por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

Condiciones del cromatografo:

Columna C18150 x 4.60 mm. 5 micras.

Velocidad de flujo: 2.0 mL/min.

Longitud de onda: 229 nm.

Volumen de inyeccién: 20 p L.

Tiempo de analisis: 3.5 min.

Fase movil: Metanol:Buffer70:30

Solucién amortiguadora: Fosfatos pH 7.4

6.7.2.1 Estandares
Para las muestras de cucurbitacina E y cucurbitacina B se pesaron 0.2 mg en una
microbalanza, se transfirieron a un matraz volumétrico de 5 mL y se aford con

metanol para obtener una concentraciéon de 40 pg/mL.
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6.7.2.2 Andlisis de polvos por separado

Los polvos de S. edule dulce y amargo fueron analizados por separado, asi como
la mezcla 80:20 dulce:amargo (proporcién usada para el medicamento) de la

siguiente manera:

Prueba 1: Se pesaron 2 gramos de S. edule dulce y se dej6 reposar 24 horas en 75
mL de metanol. Después de 24 horas se filtré con un filtro de 0.45 um de fibras de
Nylon con adaptador para jeringa (concentrado), de éste filtrado se hizo una dilucion
de 1 mL/5 mL con metanol. Se tomé una muestra del primer filtrado y de la dilucién

para el cromatégrafo.

Prueba 2: Se peso6 1 gramo de cada polvo y se dejaron reposar 24 horas en 50 mL
de metanol. Después de 24 horas se filtro con un filtro de 0.45 um de fibras de Nylon
con adaptador para jeringa (concentrado), de éste filtrado se hizo una dilucién de 1
mL/5 mL en metanol. Se tomd una muestra del primer filtrado y de la dilucién para

HPLC.

Prueba 3: Se pesaron 2 gramos de cada polvo y se dejaron reposar 24 horas en 75
mL de metanol. Después de 24 horas se filtr6 con un filtro de 0.45 um de fibras de
Nylon con adaptador para jeringa (concentrado), de éste filtrado se hizo una dilucion

de 1 mL/5 mL en etanol.

Prueba 4: Se peso6 1 gramo de cada uno de los polvos, se dejo reposar 24 horas en
50 mL de metanol y la muestra se evaporé con calentamiento de una parrilla a 60
°C hasta concentrar a la mitad del volumen y de este concentrado se tomo una

muestra para HPLC. Esto se hizo para observar si habia presencia de cristales.
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Prueba 5: Se hizo la mezcla 80:20 dulce:amargo, se pesaron 2 gramos de la mezcla
de polvos y se dejaron reposar 24 horas en 50 mL de metanol. Después de 24 horas
se tomd una muestra del sobrenadante para HPLC. Se tom6 1 mL del sobrenadante
y se hizo una dilucién 1/5 con Etanol. Finalmente se tomé todo el sobrenadante y
se concentré hasta la mitad de su volumen con una parrilla a 60 °C y de éste

concentrado se tomd una muestra para HPLC.

6.7.2.3 Extraccion de cucurbitacinas.
La extraccion se realiz6 de acuerdo con lo reportado por S. Salazar y J. Cadena
1819 se pesaron 20 g de la mezcla 80:20 dulce: amargo, se probaron dos
disolventes, etanol y metanol. La mezcla de polvos se dej6 reposar 48 horas en 100
mL de etanol y en 100 mL de metanol, pero se tom6 una muestra del sobrenadante
para HPLC a las 24 horas. Después de 48 horas en los disolventes se tomé el
sobrenadante y se evaporé a la mitad del volumen en un rotavapor a 45 °C con
presion reducida y se tomd una muestra para HPLC. Las muestras se evaporaron
a sequedad y el precipitado se volvio a re suspender con éter, se intentd filtrar, pero

no se pudo recuperar el precipitado ya que era un polvo muy fino.

Segunda extraccion de cucurbitacinas: Se hizo siguiendo el mismo procedimiento
gue para la primera extraccion hasta la evaporacion a sequedad. Para recuperar el
precipitado se utilizé éter y se dejé evaporar a temperatura ambiente, el precipitado
se recogid con una espatula y se dejé en una caja Petri, se secé a 40 °C en una
estufa por 10 minutos. El precipitado seco se disolvio directamente en 5 mL de

metanol. Se tomo una muestra para HPLC.
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6.7.3 Degradaciones forzadas
Para el control se pes6 1 mg cada uno de los polvos secos, se complet6 a un
volumen de 10 mL con metanol, se filtraron con filtros de 45 um de fibras de nylon
con adaptador para jeringa y la muestra filtrada se analizé en el cromatdgrafo en

las condiciones previamente mencionadas.

Se pesaron 50 mg de cada polvo y se dejaron reposar en 50 mL de metanol,
después de 24 horas se filtr6 la disolucion utilizando un filtro de 45 um de fibras de
nylon con adaptador para jeringa, de este filtrado se tomd6 1 mL y se hizo una diluciéon
de 1/5 mL en metanol. Esto se hizo para observar el comportamiento del filtrado y
también para observar si existe solvdlisis. Se tomaron muestras a las 24 horas, 3

dias y 9 dias.

Los polvos se analizaron por separado de acuerdo con la siguiente Tabla, se
tomaron muestras a las 24 horas, 3 dias y 9 dias. En la Tabla 11 se muestran los

factores y condiciones en las cuales se realiz6 el experimento.
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Tabla 11. Factores y condiciones para degradaciones forzadas.

Muestras de polvo de Sechium edule nigrum spinosum var. dulce y var. amargo

Factor Condiciones Temperatura/Humedad

experimentales

*Hidrolisis Polvo + Agua destilada 40 °C

Polvo + HCI 0.1 M 60 °C

Polvo + NaOH 0.1 M

HCI0.1 M
NaOH 0.1 M
*Oxidacion Polvo + H202 3% 25 °C
H202 3% 60 °C
**Fotolisis Polvo en camara UV -

Polvo en camara de luz

Blanca

Control oscuro (Polvo)

Control oscuro (Polvo)

Tiempo

(dias)

1,39

1,3,9

1,3,9
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Tabla 11 (continuacién). Factores y condiciones para degradaciones forzadas.

*Térmico Polvo 60 °C / 75% HR 1,3,9
Polvo 80 °C/75% HR
Polvo 25 °C

* Pesar 100 mg de la muestra de cada uno de los polvos.

Realizar por duplicado en viales

** Colocar una capa de 3 mm de espesor en una caja Petri y envolver el control

oscuro en papel estraza.

NOTA: Se utiliz6 el polvo mas fino después del tamizado.

Para el tratamiento se tomaron 60 uL con micropipeta de los viales con el polvo en
solucién y se tom6 1 mg para las muestras de polvo seco, se completd a un volumen
de 10 mL con metanol, se filtraron con filtros de 45um de fibras de nylon con
adaptador para jeringa y la muestra filtrada se leyé en el cromatégrafo en las

condiciones previamente mencionadas.

6.7.4 Espectrofotometria por UV
A cada una de las muestras de degradacion forzada se le realizé un barrido de 200
a 300 nm en el espectrofotometro para detectar por éste método la aparicion de

nuevas sefales.
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6.7.5 Distribucion de tamafio de particula
Se tomaron 200 g de cada uno de los polvos sin ningun tratamiento y se sometio a
un tamizado utilizando mallas de los niumeros 20, 40, 60, 100 y 200. Se utiliz6 una

balanza granataria para pesar cada uno de los polvos separados.

6.7.6 Reologia
Para todas las muestras de analisis reologico se pesaron 20 g de polvo. Se realizo
de acuerdo al método encontrado en la bibliografia, como se menciona a

continuacion: 42
Al inicio se hicieron dos pruebas:

Prueba 1: Propiedades de flujo del polvo sin ningun tratamiento como lo entrega el

proveedor.

Prueba 2: Propiedades de flujo utilizando el polvo de mayor proporcién después del

tamizado.

Finalmente se utilizaron las pruebas reoldgicas como un criterio para liberar las

formulaciones finales.
Para todos los casos se obtuvieron los siguientes parametros.

6.7.6.1 Angulo de reposo
Se colocé un embudo de acero inoxidable a una distancia de 10 cm de la mesa de

trabajo.

Se coloco la muestra del polvo en el embudo de acero inoxidable.
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Se liber¢ el orificio de salida del embudo.
Se determinaron las medidas de la altura y del radio del monticulo formado.

Se determind el angulo de reposo de acuerdo a la siguiente férmula:
H
Tangente 6 = 7

Donde:

6 = angulo de reposo

H = Altura del monticulo
R = Radio

Se realiz6 por triplicado.

6.7.6.2 Velocidad de flujo
Se midi6 el tiempo que tard6 en caer todo el polvo de la muestra de angulo de

reposo con un cronémetro.
Se registro el tiempo.
Se realiz6 por triplicado.

6.7.6.3 Densidad aparente

Los 20 g de polvo se transfirieron a una probeta de 50 mL.
Se midi6 el volumen que ocupa el polvo
Se registré el volumen que ocupa el polvo.
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La densidad aparente se calculé con la siguiente férmula:

Dénde:

da = Densidad aparente

M = Peso de la muestra

Vb = Volumen ocupado por la masa

Se realiz6 por triplicado

6.7.6.4 Densidad compactada

La misma muestra de densidad aparente se colocé en un compactador.

Se golpeb 200 veces la probeta en el compactador.

Registrar el volumen que ocupa el polvo.

Se calculd la densidad compactada con la siguiente férmula:

oc

Dénde:

é6c = Densidad compactada

M = Peso de la muestra

Vb = Volumen que ocupa la masa después de ser golpeado
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Se realiz6 por triplicado.
6.7.6.5 indice de Compresibilidad

El indice de compresibilidad se calcul6 de la siguiente manera:

indice de Compresibilidad = %x 100

Donde:

éa = Densidad aparente

éc = Densidad compactada
6.7.6.6 indice de Hausner

El indice Hausner se calcul6 de la siguiente manera:

- . da
Indice de Hausner = =

Donde:
da = Densidad aparente
6c = Densidad compactada

6.7.7 Prueba de humedad
Prueba 1: Se hizo una prueba de humedad a cada uno de los polvos sin ningun

tratamiento previo por duplicado en una termobalanza por 10 minutos a 100 °C

Prueba 2: Se realiz6 una prueba de humedad a la mezcla 80:20 después de secar

30 minutos y después de secar 1 hora y media a 60 °C
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6.7.8 Molienda
Para el proceso de molienda se utilizé un molino de corte para reducir el tamafio de
particula y se posteriormente se utilizd6 una malla de nimero 100 para tamizar y

obtener el tamafio de particula deseado.

Posteriormente se le hizo un andlisis reoldégico como se indica en el apartado de

reologia. (Numeral 6.7.6)

6.7.9 Estudio de compatibilidad con excipientes
Se realiz6 el estudio de compatibilidad con excipientes por medio de la técnica de
calorimetria diferencial de barrido (CDB). Se probaron los principales candidatos a

ser excipientes en capsulas de acuerdo con la Tabla 12.2% 26

Tabla 12. Principales candidatos a ser excipientes en capsulas de gelatina dura y

su funcién
Excipiente Funcién
Lactosa Diluyente
Celulosa microcristalina (Emcocel HD Diluyente
90
Almidén de maiz Desintegrante (dependiendo de la

concentracion puede funcionar como

agente antifriccién)
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Tabla 12 (continuacién). Principales candidatos a ser excipientes en cdpsulas de

gelatina dura y su funcion

Polivinilpirrolidona (Coprocesado PVP Agente antifriccion y diluyente
97. Carbonato de calcio + PVP

granular)
Talco Agente antifriccion
Estearato de Magnesio Agente antifriccion
Acido estearico Agente antifriccion
Di6xido de silicio coloidal (Carbosil M5) Agente antrificcion

Se hizo la mezcla en proporcion 80:20 dulce:amargo y con ésta, se hicieron mezclas
binarias con cada uno de los excipientes, se pesaron de 3 a 5 mg de la mezcla
binaria en un crisol con tapa para calorimetro y posteriormente se hizo el analisis

térmico de 25 a 250 °C a 10 °C / min.

6.7.10 Prueba de humedad a excipientes
Se realizaron pruebas de humedad a los excipientes que no presentaron

interaccién, en una termobalanza por 10 minutos a 100 °C.

6.7.11 Propuesta de formulaciones
Con base en los resultados de CDB se seleccionaron los excipientes que no tuvieron
interaccion, también se seleccion6 un tamafio de particula adecuado con base en

la dosis de la mezcla 80:20 dulce:amargo necesaria para cada capsula. Se
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prepararon mezclas con los excipientes y se obtuvieron tres propuestas de

formulaciones.

6.7.12 Liberacion de formula
Para liberar la formulacion se hicieron pruebas reoldgicas como se indica en el
apartado del mismo nombre, también se realizaron pruebas de calorimetria
diferencial de barrido de las formulaciones finales con las cdpsulas para demostrar
que no existia interaccion entre ellas y con base en los resultados se procedio a la

encapsulacién de cada una de las formulaciones.

6.7.13 Encapsulacion

6.7.13.1 Formulaciones
Formulacién 1: Mezcla de polvos S. edule dulce mas S. edule amargo 80:20 +
Celulosa 6% + Talco 0.5%. Para el llenado de las capsulas se pesaron 532.5 mg de

la mezcla con los excipientes y se llenaron las capsulas de forma manual.

Formulacién 2: Mezcla de polvos S. edule dulce mas S. edule amargo 80:20 +
Celulosa 6% + Almiddén 0.5%. Para el llenado de las capsulas se pesaron 532.5 mg

de la mezcla con los excipientes y se llenaron las capsulas de forma manual.

Formulacién 3. Mezcla de polvos S. edule dulce méas S. edule amargo 80:20 + PVP
97. Para el llenado de las cépsulas se pesaron 530 mg de la mezcla con el

excipiente y se llenaron las capsulas de forma manual.

Se obtuvieron 30 capsulas de cada una de las formulaciones.
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6.7.13.1 Placebos
Placebos de formulacién 1: se pesaron 32.5 mg de la mezcla de celulosa 6% + Talco

0.5% y se llenaron las capsulas de forma manual.

Placebos de formulacién 2: se pesaron 32.5 mg de la mezcla de celulosa 6% +

Almidon 0.5% y se llenaron las capsulas de forma manual.

Placebos de formulacion 3: Se pesaron 30 mg de PVP 97 y se llenaron las capsulas

de forma manual.

Se obtuvieron lotes de 30 capsulas cada uno.

6.7.14 Ciclaje
Se colocé un frasco vacio y un frasco con 10 capsulas vacias a dos temperaturas
diferentes 40 °C y 60 °C para observar la resistencia del material a las condiciones.

Se selecciond la temperatura de 40 °C para trabajar el ciclaje.*3 44

Para el ciclaje se tomaron 10 capsulas de cada una de las formulaciones y 10
capsulas de cada uno de los placebos y se colocaron en frascos de polietileno de
alta densidad con tapa de seguridad. Se obtuvieron 3 frascos con 10 cdpsulas cada

frasco: muestra 1, muestra 2 y control.

En la Tabla 13 se muestra como se llevé acabo el ciclaje:
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Muestra

Muestra 1

Muestra 2

Control

Tabla 13.

48 horas

40 °C

40 °C

Temperatura

ambiente

6.7.15 Humedad a excipientes

termobalanza por 10 min a 100 °C.

6.7.16 Proyecto de marbete

Ciclaje

96 horas

Temperatura

ambiente

Refrigeracion

Temperatura

ambiente

Se registraron los cambios que se apreciaron a simple vista.

2012, Etiquetado de medicamentos y de remedios herbolarios.*®

144 horas

40 °C

40 °C

Temperatura

ambiente

Al final se hizo una prueba de humedad a las formulaciones finales en una

La prueba se realizé a la mezcla antes de encapsular y después del ciclaje.

Con base en los resultados se hizo la propuesta de marbete para conocer los

cuidados que se debe tener con el medicamento de acuerdo a la NOM-072-SSA1-
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7. Resultados

Caracterizacion de los polvos de Sechium edule nigrum spinosum 354 y Sechium

edule nigrum spinosum 290.

7.1 Descripcion
En las figuras 11 y 12 se muestran los certificados de analisis donde se incluye el

ensayo realizado, el método utilizado y el resultado.
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CERTIFICADO DE ANALISIS

Sechium edule nigurm espinosum var. dulce

Cadigo: Sechum edule migum espinosum 354

Fecha de analisis: Febrero 20138

Mombre botanico: Sechum edule nigrum spinosum 354

Conservacion: Conservar en contenedores bien cerrados en un lugar fresco y

ENSAYOS
Aspecto

Color

Olor
Farte de la planta
IDENTIFICACION
|dentificacion por

calorimetria diferencial
de barrido

Densidad aparente
Densidad compactada
Humedad
Angulo de reposo

Material de envase
origen

SeCo

RESULTADOS
Polvo

Verde

Caracteristico. Dulce

Fruto (Came, piel,
semilla y espinas)

Cumple. El termograma

no muestra ninguna
endoterma de 25 a 250

°C.

0.5043 g/cm’

0.5661 g/cm’
718 £ 5%

19527

Bolsa de polietileno con
cierre tipo zipper

METODO

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
proveedor

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
proveedor

Figura 11. Certificado de andlisis de S. edule dulce.
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CERTIFICADO DE ANALISIS

Sechium edule nigurm espNOSUM var. amargo

Cddigo: Sechum edule nigum espinosum 290

Fecha de analisis: Febrero 2013

Mombre botanico: Sechum edue nigrum spinosum 290

Conservacion: Conservar en contenedores bien cerrados en un lugar fresco y

ENSAYOS
Aspecto

Color

Olor
Parte de la planta
IDENTIFICACION
|dentificacion por

calorimetria diferencial
de barrido

Densidad aparente
Densidad compactada
Humedad

Angulo de reposo

Material de envase
origen

Seco
RESULTADOS

Polvo
Amarillo palido
Caracteristico.

Fruto (Camne, piel,
semilla y espinas)

Cumple. El termograma
no muestra ninguna
endoterma de 25 a 250
26

0.5405 g/am’
0.6001 g/am’
6.45 + 5%

18.55°

Bolsa de polietieno con
cierre tipo zipper

METCDO

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
proveedor

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
analista

Especificado por el
proveedor

Figura 12. Certificado de analisis de S. edule amargo.
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7.2 Método por Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC)

7.2.1 Estandares
En la figura 13, se muestra el cromatograma de estandar de Cucurbitacina B de
concentracion 40 pug/mL en metanol que tiene un tiempo de retencién de 2.680

minutos por este método.

Intensity (AU)
IS
o
£

Figura 13. Cromatograma de Cucurbitacina B

En la Figura 14 se muestra el cromatograma de estandar de Cucurbitacina E de
concentracion 40 ug/mL en metanol que tiene un tiempo de retenciéon de 2.827

minutos por este método.
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Figura 14. Cromatograma de Cucurbitacina E

En estas condiciones del cromatoégrafo los picos muestran mejor resolucion en

metanol.

7.2.2 Andlisis de polvo de S. edule dulce y S. edule amargo por separado

Prueba 1

En la Figura 15 se muestra el cromatograma del filtrado (concentrado), y en la Figura
14 se muestra el cromatograma de la dilucion del filtrado, en ambos casos se
encontraron dos sefiales no correspondientes al tiempo de retencion de la

cucurbitacina.

82



0.15
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Intensity (AU)

264514

1.5 2.0

Retention Time (min)

edule dulce 2 g/ 75 mL de metanol (concentrado)

Retention Time (min)

edule dulce 2g / 75 mL en metanol diluido (1:5) de

Figura 15. Cromatograma de S.
0.15 : .
N 0.10 —
o — |
= 0.05 — |
0.00 7 N ——=
[T T T
0.0 0.5 1.0 1.5
Figura 16. Cromatograma de S.
metanol
Prueba 2

En la figura 17 se muestra el cromatograma del primer filtrado (concentrado) el cual

muestra un pico al minuto 2.680 que podria tratarse de la cucurbitacina B. En el

cromatograma del polvo de S. edule dulce (figura 18) no se muestran picos que

coincidan con el tiempo de reten

el mismo tratamiento

cion de la cucurbitacina. Ambos se analizaron con
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0.15

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Figura 17. Cromatograma de S. edule Amargo 1g/50 mL de metanol concentrado

después de 24 horas.

0.10

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Figura 18. Cromatograma de S. edule Dulce 1g/50 mL de metanol concentrado

después de 24 horas.

Prueba 3.

Con este tratamiento, en el cromatograma de S. edule dulce (Figura 19) que no se
muestran picos correspondientes al tiempo de retencion de la cucurbitacina, por otro
lado, en la figura 20 se muestra el cromatograma de S. edule amargo con una sefial
en el minuto 2.347 pero tampoco coincide con el tiempo de retencion de la

cucurbitacina.
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2.

Figura 19. Cromatograma de S. edule dulce 2g/75 mL de metanol diluido 1:5 mL

Figura 20.

de etanol.
0.10 - ‘
0.08 | ‘
- E \ |
?, 0.06—: ‘
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B | =
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Cromatograma S. edule amargo 2 g / 75 mL de metanol diluido 1:5 mL

de etanol
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Prueba 4.

No se observo la presencia de cristales, en ninguno de los casos. En la figura 21 se
muestra el cromatograma del concentrado por evaporacion, de S. edule amargo en
el cual se pueden ver dos sefiales, pero no son correspondientes con el tiempo de
retencion de la cucurbitacina y los picos no tienen resolucién. Por otro lado, en el
cromatograma de S. edule dulce (Figura 22) se muestran dos sefiales pequefias de

las cuales una coincide con el tiempo de retencion de la cucurbitacina.

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Figura 21. Cromatograma de S. edule amargo evaporado a 60 °C

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Figura 22. Cromatograma de S. edule dulce evaporado a 60 °C
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Prueba 5

En la figura 23 no se encontraron sefales correspondientes al tiempo de retencion

de la cucurbitacina. El cromatograma con la dilucion 1:5 en etanol muestra dos
sefales, pero tampoco son correspondientes con el tiempo de retencion de la

cucurbitacina se encontré una sefial al minuto 2.387 (figura 24). El sobrenadante

que se concentro hasta la mitad de su volumen con una parrilla a 60 °C muestra en

el cromatograma (figura 25) una sefial en el minuto 2.420 pero las sefiales no

corresponden al tiempo de retencion de las cucurbitacinas.

Intensity (AD)

Figura 23.

Intensity (AU)

Figura 24. Cromatograma de mezcla 80:20 después de 24 horas diluido 1:5 en

0.04

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Cromatograma de mezcla 80:20 después de 24 horas.

0.06

0.04

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

etanol.
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Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Figura 25. Cromatograma de mezcla 80:20 después de ser evaporada.

7.2.3 Extraccion de las cucurbitacinas
El cromatograma donde se utiliz6 metanol (Figura 26) muestra un pico en el minuto
2.633 con un area de 80267 que coincide con el tiempo de retencion de la
cucurbitacina B. Para la muestra de 24 horas en etanol se muestra un pico con un
tiempo de retenciéon de 2.613 y un area de 42804, (Figura 27) casi la mitad del pico
donde se utilizO metanol y también coincide con el tiempo de retencion de la

cucurbitacina.

Intensity (AU)
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Figura 26. Cromatograma del sobrenadante de la mezcla 80:20 después de 24

horas en Metanol.
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Figura 27. Cromatograma del sobrenadante de la mezcla 80:20 después de 24

horas en Etanol.

En el cromatograma de la extraccién®® 1° donde se utilizé metanol aparece una
sefal al minuto 2.867 que coincide con el tiempo de retencién de la cucurbitacina E
con un &rea de 281759 (Figura 28). En el cromatograma donde se utiliz6 etanol
aparecen 3 sefiales de las cuales una coincide con el tiempo de retencion de la
cucurbitacina E (Figura 29), pero no son picos definidos y el area es menor que en

la muestra con metanol.
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Retention Time (min)

Figura 28. Cromatograma del sobrenadante de la mezcla 80:20 evaporado a la

mitad del volumen después de 48 horas en metanol.
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Intensity (AU)
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Figura 29. Cromatograma del sobrenadante de la mezcla 80:20 evaporado a la

mitad del volumen después de 48 horas en etanol.
Segunda extraccion de cucurbitacinas

Los cromatogramas muestran una sefial al minuto 2.520 con area de 507 con el
precipitado obtenido de la extraccion con metanol (Figura 30) y una sefial al minuto
2.540 con area de 1598 con el precipitado obtenido con la extraccién con etanol
(Figura 31), pero las sefiales no son correspondientes con el tiempo de retencién
de las cucurbitacinas y las sefiales que se muestra son muy pequefias para ser

cuantificadas.
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Figura 30. Cromatograma del precipitado re suspendido en metanol de la

extraccion con metanol.
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Figura 31. Cromatograma del precipitado resuspendido en metanol de la

extraccion con etanol.

El objetivo de hacer éstos analisis fue probar diferentes tipos de extraccion para las
cucurbitacinas ya que el método que se encuentra reportado en la literatura 18 1° es
complejo y el tiempo de analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion es
muy largo, por lo cual no es conveniente usarlo como método analitico. Se puede
observar en los resultados que se muestran picos con un area mayor cuando se
hace la extraccién con metanol que con etanol ya que, con etanol se observan otros
picos diferentes a los de interés que son los de las cucurbitacinas, por lo que para
un posterior método analitico se recomienda utilizar sélo metanol. Por otro lado,
también se observa que se obtiene respuesta (picos) evaporando la mezcla a
presion reducida después de 48 horas, y que al resuspender el precipitado que se
obtiene después de la evaporacion hasta sequedad, no se observan picos por lo
gue también seria conveniente hacer un analisis por IR del precipitado y comprobar
por éste método si hay presencia de cucurbitacinas en el mismo. Para un posterior
meétodo analitico se recomienda no exceder el tiempo de 48 horas de extraccion ya

gue como se verd mas adelante el polvo es susceptible a hidrélisis y solvélisis.
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7.3 Degradaciones forzadas

A continuacién, se muestran los cromatogramas obtenidos para las degradaciones

forzadas, desde los controles y todos los factores a los que se sometié cada

muestra.

En las figuras 32 y 33 se muestran los cromatogramas utilizados como controles

para tener una referencia para las pruebas de degradaciones forzadas y tener un

punto de comparacion.
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Figura 32. Control S. edule dulce.
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Figura 33. Control S. edule amargo.
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A continuacion, se muestran los resultados de los analisis por HPLC de los dos

polvos en metanol.

S. edule amargo concentrado.

1. En el cromatograma de 24 horas se muestra una sefial al minuto 1.820. No se

muestra ninguna sefial que coincida con la cucurbitacina. (Figura 34)

2. En el cromatograma de 3 dias se muestra una sefial al minuto 2.000 (Figura 35)

3. En el cromatograma de 9 dias se muestra una sefal al minuto 2.187 y aparecen

otras pequefas sefales. (Figura 36)

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
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Figura 34. S. edule Amargo concentrado,

24 horas.
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Figura 35. S edule Amargo concentrado, 3

dias.
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Figura 36. S. edule Amargo concentrado, 9 dias.
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Intensity (AU)

Se puede decir que en los 3 cromatogramas aparece la misma sefial al mismo
tiempo y con un area parecida pero no coincide con el tiempo de retencion de las
cucurbitacinas. En el dltimo cromatograma aparecen nuevas sefiales pequefias lo

gue podria indicar que posiblemente el polvo es susceptible a solvdlisis.

S. edule amargo diluido.

1. Se muestra una sefial al minuto 1.820 y otras sefales pequefias. (Figura 37)

2. Se muestra una sefal al minuto 1.993 y otras sefiales pequefias. (Figura 38)

3. Se muestra una sefial al minuto 1.700 y otras sefiales pequefas. (Figura 39)

Ninguna de las sefales coincide con el tiempo de retencidn de la cucurbitacina y las

demas sefiales son muy pequefias para ser cuantificadas.

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min) Retention Time (min)

Figura 37. S. edule Amargo diluido, Figura 38. S. edule Amargo diluido, 3 dias.

horas.
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Intensity (AU)

Intensity (AU)
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Figura 39. S. edule Amargo diluido, 9 dias

S. edule dulce concentrado.

1. Se muestra una sefial al minuto 1.820 (Figura 40)

2. Se muestra una sefial al minuto 2.000 (Figura 41)

3. Se muestra una sefal al minuto 2.187 y otras sefales pequefias. (Figura 42)

Ninguna de las sefiales coincide con el tiempo de retencion de las cucurbitacinas
con el paso de los dias van apareciendo sefiales nuevas pero pequefias que podrian

indicar solvélisis.

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Retention Time (min) Retention Time (min)

Figura 40. S. edule Dulce concentrado, 24 Figura 41. S. edule Dulce concentrado, 3

horas. dias.
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Intensity (AU)
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Figura 42. S. edule Dulce concentrado, 9 dias.
S. edule dulce diluido.

1. Aparece una sefial al minuto 1.820 pero con un area menor que en la muestra

concentrada. (Figura 43)
2. Se muestra una sefal al minuto 2.000. (Figura 44)
3. Aparece una sefal al minuto 2.207. (Figura 45)

De igual forma conforme pasan los dias aparecen nuevas sefiales pequefias que
podrian indicar solvélisis. Aparece una sefial constante en los 3 cromatogramas,

podria indicar que hay una molécula soluble en metanol que aparece en ese minuto.

Intensity (AU)
Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Retention Time (min) Retention Time (min)

Figura 43. S. edule Dulce diluido, 24 horas. Figura 44. S. edule Dulce diluido, 3 dias.
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Figura 45. S. edule Dulce diluido, 9 dias

Estas muestras se analizaron Unicamente para conocer el comportamiento del polvo
en el disolvente. Las muestras indican aparicion de nuevas sefiales y otras que
desaparecen, por lo que se puede decir qué esas sefiales podrian deberse a
solvolisis por las condiciones en las que se hizo el experimento, pero esto solo
puede confirmar haciendo pruebas de resonancia magnética nuclear o
espectroscopia infrarroja de las moléculas que se extraen en un principio. Debido a
éstos resultados no es recomendable que para un posterior método analitico se

tenga el polvo por mas de 48 horas en el disolvente.

A continuacion, se muestran los resultados de las degradaciones forzadas en las
diferentes condiciones de hidrdlisis, temperatura, humedad y luz y las imagenes de

los cromatogramas se encuentran en el anexo 1.

Se muestran en primer lugar los resultados para S. edule dulce.
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S. edule dulce.

Hidrdlisis con agua a 40 °C.

En éstos cromatogramas aparece una sefial que después con el paso del tiempo es
imperceptible. En los 3 cromatogramas aparecen sefiales después del paso de los
dias lo que podria indicar que el polvo es susceptible a hidrolisis. (Figura 58, 59 y

60 del Anexo 1)

Hidroélisis con acido clorhidrico a 40 ° C

Los cromatogramas muestran sefiales desde el dia 1 pero puede coincidir con el
pico que aparece en las muestras que Unicamente estan diluidas en metanol, sin
embargo, con el paso del tiempo aparecen nuevas sefiales que pueden indicar la
apariciéon de productos de degradacion, por lo que el polvo podria ser susceptible a

hidrolisis acida. (Figuras 61, 62 y 63 del Anexo 1)

Hidrdlisis con hidroxido de Sodio a 40 °C

En el cromatograma 64 del Anexo 1 aparece una sefial que coincide con el pico que
aparece en las muestras Unicamente diluidas con metanol, ésta sefial es
imperceptible después de varios dias y aparecen nuevas sefales que podrian ser
productos de degradacion lo que indica que el polvo puede ser susceptible a

hidrolisis alcalina. (Figuras 64, 65 y 66 del Anexo 1)

Hidrdlisis con agua a 60 °C

Al contrario de la hidrélisis con agua a 40 °C en estos cromatogramas se van
perdiendo sefiales, pero posiblemente se estén formando productos de degradacién
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gue no se pueden observar en esta longitud de onda. (Figuras 67, 68 y 69 del Anexo

1)

Hidrolisis con acido clorhidrico a 60 °C

En primer cromatograma aparece una sefal que coincide con la del polvo sélo en
metanol, en los cromatogramas aparecen nuevas sefales a los 3 dias y a los 9 dias
lo que indica que se estan generando productos de degradacion, por lo que el polvo

puede ser susceptible a hidrdlisis &cida. (Figuras 70, 71y 72 del Anexo 1)

Hidrolisis con hidroxido de solido a 60 °C

En los cromatogramas aparecen nuevas sefiales después de pasado el tiempo, lo
que indica que hay degradacion y que el polvo podria ser sensible a hidrélisis

alcalina. (Figuras 73, 74 y 75 del Anexo 1)

Oxidacién a 25 °C con perdxido de hidrégeno

Se muestran sefales desde el dia 1, hay una sefal que bien podria coincidir con el
polvo sélo en metanol, pero después de 9 dias el cromatograma muestra una nueva
sefal por lo que se puede decir que es posible que este polvo sea sensible a
oxidacion, pero ésta reaccion se lleva a cabo lentamente en estas condiciones y a

esa temperatura. (Figuras 76, 77 y 78 del Anexo 1)

Oxidacion a 60 °C con peréxido de hidrogeno

En los cromatogramas no se muestran nuevas sefiales después de varios dias, sin
embargo, es posible que si se estén formando productos de degradacion que no se
pueden ver en esta longitud de onda ya que, como se vio en los cromatogramas de

99



oxidacion a 25 °C, si es posible apreciar la aparicién de nuevas sefiales, el polvo
podria ser susceptible a oxidacién, pero ésta reaccion se lleva a cabo lentamente.

(Figuras 79, 80 y 81 del Anexo 1)

Fotolisis con luz blanca

En estos cromatogramas no se observa la aparicion de nuevas sefales conforme
pasa el tiempo, los cromatogramas se parecen mucho entre si y son parecidos al
control, por lo que se puede decir que este polvo no es sensible a fotdlisis con luz

blanca. (Figuras 82, 83 y 84 del Anexo 1)

Fotolisis con luz UV

En estos cromatogramas no se observa que aparezcan nuevas sefiales conforme
pasa el tiempo, los cromatogramas son parecidos entre si 'y parecidos al control, por
lo que se puede decir que este polvo no es sensible a fotdlisis con luz UV. (Figuras

85, 86, 87 del Anexo 1)

Degradacién térmica a 60 °C / 75% HR

En estos cromatogramas se observa la aparicién de nuevas sefiales con el paso de
los dias a comparacion con el polvo que s6lo esta en metanol, lo que indica que hay
degradacion y que el polvo puede ser sensible a la humedad y a la temperatura.

(Figuras 88, 89 y 90 del Anexo 1)

Para el caso de S. edule se puede observar que podria ser susceptible a hidrolisis

acida e hidroélisis alcalina.
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Degradacion térmica a 80 °C / 75% HR

En los cromatogramas se muestra la aparicion de nuevas sefales en diferentes
tiempos de retencion por lo que se puede decir que este polvo es sensible a la

humedad y temperaturas altas. (Figuras 91, 92 y 93 del Anexo 1)

A continuacion, se muestran los resultados de S. edule amargo en las diferentes
condiciones de hidrolisis, temperatura, humedad y luz. Los cromatogramas se

encuentran en el anexo 1.

S. edule amargo

Hidrélisis con agua a 40 °C

En estos cromatogramas de igual forma con el paso de los dias aparecen sefales
nuevas que podrian indicar la aparicion de productos de degradacion, lo que indica
gue este polvo también puede ser susceptible a hidrolisis. (Figuras 94, 95 y 96 del

Anexo 1)

Hidrélisis con acido clorhidrico a 40 °C

Los cromatogramas muestran sefiales nuevas conforme pasa el tiempo lo que
indica que posiblemente existan productos de degradacion, esto quiere decir que el

polvo podria ser susceptible a hidrélisis acida (Figuras 97, 98 y 99 del Anexo 1)

Hidrolisis con hidroxido de sodio a 40 °C

En el cromatograma 1 aparece una pequefa sefial que coincide con la muestra de

s6lo metanol muy pequefia, aparecen nuevas sefiales en el segundo y tercer
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andlisis, lo que indica que el polvo puede ser susceptible a hidrélisis alcalina.

(Figuras 100, 101 y 102 del Anexo 1)

Hidrdlisis con agua a 60 °C

En estos cromatogramas se observa la aparicion de nuevas sefiales después de
varios dias, que pueden indicar la aparicién de productos de degradacion por lo que
se puede decir que el polvo es susceptible a hidrolisis. (Figuras 103, 104 y 105 del

Anexo 1)

Hidrolisis con acido clorhidrico a 60 °C

En los cromatogramas se muestra que aparecen nuevas sefiales en los analisis,
conforme pasa el tiempo. Se estan generando productos de degradacion, lo que
indica que el polvo podria ser susceptible a hidrdlisis &cida. (Figuras 106, 107 y 108

del Anexo 1)

Hidrolisis con hidroxido de sodio a 60 °C

En el cromatograma de las 24 horas aparece una sefial que coincide con la sefal
del polvo s6lo en metanol, también aparecen nuevas sefiales a diferentes tiempos
y una desaparece lo que quiere decir que hay degradacion y el polvo puede ser

sensible a hidrdlisis alcalina. (Figuras 109, 110, 111 del Anexo 1)

Oxidacion con peroxido de hidrégeno a 25 °C

En estos cromatogramas aparecen sefiales nuevas conforme pasan los dias, lo que

indica que se estan generando productos de degradacién y que este polvo si podria
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ser susceptible a oxidacion a esta temperatura. (Figuras 112, 113 y 114 del Anexo

1)

Oxidacién con peroxido de hidrégeno a 60 °C

Por el contrario, en estos cromatogramas se puede observar como aparecen
sefales en diferentes tiempos de retencidn, por lo que se puede decir que éste polvo

es sensible a oxidacion. (Figuras 115, 116y 117 del Anexo 1)

Fotolisis con luz blanca

En estos cromatogramas solo aparece una sefial en el segundo, posiblemente sea
un producto de degradacion ya que desaparece en el Ultimo, se puede decir que
éste polvo es sensible a fotdlisis con luz blanca, pero no hay evidencia suficiente
para asegurarlo, ya que en el barrido hecho en espectro UV no se observa ningun

cambio. (Figuras 118, 119y 120 del Anexo 1y 152 del Anexo 2)

Fotdlisis con UV

Los cromatogramas se muestran parecidos, no se logra ver la aparicién de nuevas
sefales y el cromatograma es parecido al control por lo que se puede decir que el

polvo no es sensible a fotolisis con luz UV. (Figuras 121, 122 y 123 del Anexo 1)

Degradacién térmica a 60 °C / 75 % HR

En los cromatogramas se muestra que aparecen nuevas sefales conforme pasa el
tiempo, se puede decir que este polvo también podria ser sensible a la humedad y

la temperatura. (Figuras 124, 125y 126)
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Degradacion térmica a 80 °C /75 % HR

En los cromatogramas se muestran nuevas sefiales en los dias 3 y 9 en diferentes
tiempos de retencién por lo que se puede decir que este polvo puede ser sensible

a la humedad y a altas temperaturas. (Figuras 127, 128 y 129)

7.4 Espectrofotometria por UV
En las imagenes se muestran Unicamente los espectros UV del dia nimero 9 en
comparacion al control utilizado. Todas las imagenes muestran cambios, lo que
quiere decir que existen degradaciones excepto en el andlisis de luz blanca y UV
los cuales se parecen al control, lo que indica que no hay degradacién en estas
condiciones. Las imagenes de los barridos por UV se encuentran en el anexo 2.

(Figuras 130 — 155 del Anexo 2)

El objetivo de hacer un estudio de degradaciones forzadas o estabilidad inicial, es
identificar las condiciones en las que un compuesto que tiene propiedades
farmacoldgicas sea estable y de ésta forma se puede obtener tener conocimiento
de las condiciones en las cuales se debe fabricar el producto, los excipientes que
posiblemente se puedan usar en la formulacién y la forma en que se debe proteger
al producto final, es decir, el envase primario.'® Por lo tanto, con base en los
resultados obtenidos fue posible identificar que los factores que afectan al polvo son
la humedad, la temperatura, lo cambios de pH y en menor medida el oxigeno, esto
es un supuesto dados los resultados obtenidos, para todos los casos las sefiales
pueden deberse a las condiciones a las que el compuesto fue sometido, sin

embargo para poder asegurarlo se necesitaria realizar analisis de confirmacion de
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cada uno de los productos, dichos andlisis de confirmaciébn pueden ser la
Resonancia Magnética Nuclear o la Espectroscopia Infrarroja, no obstante dados

los resultados se tomaron en cuenta para la posterior formulacion.

7.5 Prueba de humedad
En la Tabla 14 se muestran los resultados de la prueba de humedad para los polvos
de S. edule dulce y amargo como es entregado por el proveedor, es decir, sin ningan

tratamiento previo.

Tabla 14. Resultados del porcentaje de humedad de S. edule dulce y S. edule

amargo sin ningun tratamiento previo

S. edule nigrum spinosum var. dulce | S. edule nigrum spinosum var. amargo

%Humedad %Humedad
6.42% 7.07%
6.48% 7.29%

En las pruebas de humedad sin ningun tratamiento previo al polvo se puede
observar que tienen un alto contenido de humedad (Tabla 15) para la formulacién
de las capsulas. Se hizo la mezcla de polvos 80:20 dulce:amargo y se sometié a un
proceso de secado a 60 °C primero por 30 minutos y posteriormente a 60 °C por 90
minutos. En la Tabla 15 se muestran los resultados de la prueba de humedad

después de un proceso de secado de la mezcla de polvos.
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Tabla 15. Resultados del porcentaje de humedad de la mezcla 80:20

dulce:amargo después de un proceso de secado

30 minutos % Humedad | 90 minutos % Humedad

2.77% 1.97%

Se puede observar en la Tabla 19 que se logré disminuir hasta un 1.97 % de
humedad en la mezcla de polvos, lo cual ya es aceptable para la formulacion de
capsulas. Como se demostré en las pruebas de degradacion forzada la humedad
es un factor importante que afecta al polvo, la humedad puede provocar hidrolisis y
como también se demostrd, el polvo es susceptible a la hidrdlisis y esto puede

afectar las propiedades del polvo como el flujo y la compactacién.!8 20

7.6 Distribucion del tamafio de particula
En las figuras 46 y 47 se muestran los resultados de la distribucion del tamafio de
particula después del tamizado utilizando las mallas de los numeros 20, 40, 60, 100

y 200 para cada uno de los polvos.
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Distribucion del tamafo de particula de S. edule
amargo
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Figura 46. Distribucion del tamafio de particula de S. edule amargo

Distribucion de tamano de particula de S. edule
Dulce
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Figura 47. Distribucion de tamafio de particula de S. edule dulce.

Se observa que hay una mayor distribucion en las mallas nimero 20 y 40 para
ambos casos, esta distribucion de tamafio de particula fue hecha al polvo entregado

por el proveedor sin hacer ningun tratamiento. Se le realizaron pruebas reol6gicas
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al polvo sin ningun tratamiento para conocer sus propiedades de flujo y compresién,

esto se hizo para saber si era conveniente hacer la encapsulacion del mismo.

7.7 Reologia

Prueba 1.

Las propiedades de flujo del polvo son entre regular y excelente sin ningun

tratamiento como se muestra en las Tablas 16 y 17.

Prueba 2.

El flujo del polvo es entre bueno y excelente utilizando el de mayor proporcion
(Tablas 18 y 19), sin embargo al tamizar el polvo se pudo notar que la forma de las
particulas no es homogéneo, por lo que tuvo que pasar por un proceso de molienda
para obtener una mejor formulacion, ya que si el tamafio de particula no es
homogéneo puede afectar la formulacion, la biodisponibilidad y podria complicar la
estandarizacién de un método analitico.*® Por tal razén se tuvo que seleccionar un
tamafo de particula apropiada después de un proceso de molienda que permitiera
utilizar la dosis de la mezcla de polvos (80:20 dulce:amargo) de 500 mg por capsula.
Para obtener esos resultados se utilizaron como criterios el indice de
compresibilidad y el indice de Hausner los cuales se pueden calcular utilizando los
datos de densidad aparente y densidad compactada, asi mismo el &ngulo de reposo

es un criterio para determinar las propiedades de flujo del polvo.
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S. edule Dulce S. edule Amargo Mezcla 80:20
Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm)
Angulo de reposo 20.00 8.50 1.50 20.00 8.30 1.70 20.00 8.50 1.40
20.00 8.20 1.30 20.00 9.50 1.50 20.00 8.50 1.50
20.00 8.90 1.80 20.00 9.50 1.50 20.00 9.30 1.60
Peso (g) Tiempo (s) Peso (g) Tiempo (s) - Peso (g)| Tiempo (s) -
Velocidad de flujo 20.00 1.38 - 20.00 0.93 - 20.00 1.19 -
20.00 1.42 - 20.00 1.20 - 20.00 1.40 -
20.00 1.12 - 20.00 0.93 - 20.00 1.24 -
Peso (g) | Volumen (mL) Peso (g) | Volumen (mL) - Peso (g) | Volumen (mL) -
Densidad aparente 20.00 40.00 - 20.00 37.00 - 20.00 42.00 -
20.00 40.00 - 20.00 36.00 - 20.00 40.00 -
20.00 39.00 - 20.00 37.00 - 20.00 41.00 -
Densidad compactada | 20.00 35.00 - 20.00 34.00 - 20.00 37.00 -
20.00 36.00 - 20.00 33.00 - 20.00 35.00 -
20.00 35.00 - 20.00 33.00 - 20.00 37.00 -

Tabla 16. Resultados obtenidos para calcular las propiedades de flujo para el polvo sin ningun tratamiento previo.
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Angulo de reposo

Promedio
Velocidad de flujo

Promedio
Densidad aparente

Promedio
Densidad
compactada

Promedio
indice de Hausner

Promedio
indice de Carr

Promedio

Tabla 17. Resultados de las pruebas reolégicas para el polvo sin ningun tratamiento previo.

S. edule Dulce S. edule Amargo Mezcla 80:20

19.44 22.28 22.28
17.59 17.53 17.53
22.02 17.53 17.53

. 1969 191 1941
1.38 0.93 1.19
1.42 1.20 1.40
1.12 0.93 1.24
1.31 1.02 1.28
0.50 0.54 0.48
0.50 0.56 0.50
0.51 0.54 0.49
0.50 0.55 0.49
0.57 0.59 0.59
0.56 0.61 0.61
0.57 0.61 0.61
0.57 0.60 0.60
0.88 0.92 0.81
0.90 0.92 0.83
0.90 0.89 0.80

o8 081 o081
12.50 8.11 19.05
10.00 8.33 17.50
10.26 10.81 19.51

092 U e08 1 1869

Angulo de reposo
20-25

25-30

30-40

=40

Regular

indice de Hausner
<1.25

1.25-1.5

=1.5

Buen flujo

indice de Compresibilidad

5 12
12 16
18 22
23 35
33 38
=40

Regular
Pobre
Muy Pobre
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S. edule Dulce S. edule Amargo Mezcla 80:20
Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm)
Angulo de reposo 20 8.7 1.5 20 9.5 1.7 20 9 1.6
20 9.5 1.3 20 9.5 1.5 20 9 1.5
20 8 1.8 20 9 1.5 20 9 1.7
Peso (g) Tiempo (s) Peso (g) Tiempo (s) - Peso (g)| Tiempo (s) -
Velocidad de flujo 20 1.26 - 20 1.03 - 20 1.19 -
20 1.27 - 20 0.95 - 20 1.24 -
20 1.3 - 20 0.98 - 20 1.25 -
Peso (g) | Volumen (mL) Peso (g) | Volumen (mL) - Peso (g) | Volumen (mL) -
Densidad aparente 20 42 - 20 39 - 20 40 -
20 42 - 20 40 - 20 40 -
20 43 - 20 40 - 20 41 -
Densidad compactada 20 39 - 20 34 - 20 37 -
20 38 - 20 34 - 20 37 -
20 39 - 20 35 - 20 38 -

Tabla 18. Resultados obtenidos para calcular propiedades de flujo del polvo de mayor proporcion retenido de S. edule

Dulce (Malla 40) y S. edule Amargo (malla 20)
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S. edule Dulce S. edule Amargo Mezcla 80:20

Angulo de reposo 19.03 19.69 19.69
15.31 17.53 17.53 .
24.23 18.43 18.43 Angulo de reposo
Promedio |02 eSS I aess ] |02
Velocidad de flujo 1.26 1.03 1.19 25-30
1.27 0.95 1.24 30-40 izl
1.30 0.98 1.25 >40
Promedio 1.28 0.99 1.23 —
Densidad aparente 0.48 0.51 0.50 Indice de Hausner
0.48 0.50 0.50 <1.25 _
. 0.50 0.49 1.25-15 Buen flujo
Promedio 0.47 0.50 0.50 215
Densidad compactada 0.51 0.59 0.59 v
053 059 059 Indice de Compresibilidad
0.51 0.57 0.57 >_12
Promedio 0.52 0.58 0.58 12_16
indice de Hausner 0.93 0.87 0.85 18 22 Regular
0.90 0.85 0.85 23_35 Pobre
0.91 0.88 0.85 33 _38 Muy Pobre
promedio O ST I GEA e B2
indice de Carr 7.14 12.82 15.00
9.52 15.00 15.00
9.30 12.50 14.63
Promedio

Tabla 19. Resultados de las pruebas reolégicas utilizando el polvo de mayor proporcién retenido de S. edule Dulce (Malla

40) y S. edule Amargo (malla 20)
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7.8 Molienda
Después de hacer un proceso de molienda con un molino de corte 8 20y después
de varias pruebas con las capsulas, se decidio utilizar el polvo retenido en la malla
namero 100, el cual es considerado un polvo semigrueso de acuerdo a la
Farmacopea ?° es decir > 0.149 mm y < 0.250 mm, esto debido a que un polvo mas
fino como el de malla 200 (<0.149 mm) es muy poco denso, por lo tanto sus
propiedades reoldgicas se ven afectadas ya que no fluye y no se puede utilizar la

dosis recomendada que son 250 mg por capsula.

Después de reducir el tamafio de particula y obtener el tamafio de particula
deseado, se le hizo un andlisis reoldgico al polvo y los resultados se muestran en
las Tablas 20 y 21 las cuales son excelentes, sin embargo, se pudo observar que
una pequefia proporcion del polvo queda adherida a la pared del embudo de
aluminio, razén por la cual se buscé principalmente un excipiente que tuviera la

funcion de agente antifriccion y diluente para utilizar capsulas del tamafio 00.
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S. edule Amargo 100

S. edule Dulce 100

Peso (9) Diametro (cm) Altura (cm) Peso (9) Diametro (cm) Altura (cm)
Angulo de reposo 20.00 8.50 1.40 20.00 9.00 1.20
20.00 8.50 1.30 20.00 9.00 1.10
20.00 8.50 1.20 20.00 9.50 1.20
Peso (g) Tiempo (S) Peso (g) Tiempo (s) -
Velocidad de flujo 20.00 1.00 - 20.00 0.93 -
20.00 0.93 - 20.00 0.94 -
20.00 1.12 - 20.00 0.90 -
Peso (9) Volumen (mL) Peso (9) Volumen (mL) -
Densidad aparente 20.00 38.00 - 20.00 36.00 -
20.00 38.00 - 20.00 36.00 -
20.00 39.00 - 20.00 36.00 -
Densidad compactada 20.00 35.00 - 20.00 33.00 -
20.00 34.00 - 20.00 33.00 -
20.00 35.00 - 20.00 33.00 -

Tabla 20. Resultados obtenidos para calcular propiedades de flujo de los polvos retenidos en la malla 100
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S. edule Amargo S. edule Dulce 100

100
Angulo de reposo 18.23 14.93
17.01 13.74
15.77 14.18
Promedio _ Angulo de reposo
Velocidad de flujo 1.00 0.93 20-25
0.93 0.94 25-30
1.12 0.90 30-40 Regular
Promedio 1.02 0.92 > 40
Densidad aparente 0.53 0.56
0.53 0.56 indice de Hausner
0.51 0.56 <1.25
Promedio 0.52 0.56 1.25-15 Buen flujo
Densidad compactada 0.57 0.61 >1.5
0.59 0.61
0.57 0.61 Indice de Compresibilidad
Promedio 0.58 0.61 5_12
indice de Hausner 0.92 0.92 12_16
0.89 0.92 18 22 Regular
0.90 0.92 23 35 Pobre
romeci | GSO NS uy Pobre
indice de Carr 7.89 8.33 > 40
10.53 8.33
10.26 8.33

Tabla 21. Resultados de pruebas reoldgicas de los polvos retenidos en la malla 100
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7.9 Estudios de compatibilidad de los excipientes.
Se hizo una comparacion entre el termograma obtenido de la mezcla de S. edule
80:20 dulce:amargo, el termograma obtenido de cada uno de los excipientes y el
termograma obtenido de las mezclas binarias obteniendo los resultados que se

muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados del analisis de las mezclas binarias de excipientes con la

mezcla de polvos 80:20 dulce:amargo.

EXCIPIENTE + MEZCLA DE POLVO 80:20 (dulce:amargo) | RESULTADO

Celulosa microcristalina Sin interaccion.
Lactosa Interaccion.
Estearato de Magnesio Interaccion.
Acido estearico Interaccion.
Talco Sin interaccién.
PVP 97 Sin interaccién.
Diéxido de silicio coloidal Interaccion.
Almidon Sin interaccién
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Figura 48. Termograma de muestras con celulosa microcristalina.
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

Celulosa Microcristailina

Mezcla 80:20 dulce:amargo malla 200 + Celulosa Microcristalina

En la figura 48 se puede apreciar que no aparece ninguna endoterma en

los

termogramas, unicamente a 40 ° C se aprecia un cambio debido a la humedad, pero

no hay interaccion entre este excipiente y la mezcla de polvos.
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Figura 49. Termograma de muestras con lactosa.
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

Lactosa

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + Lactosa

Hay un cambio en las endotermas ya que aparece un pico en 145 °C y otro en 205
°C aproximadamente en el termograma de la muestra de lactosa y la mezcla binaria

tiene un comportamiento diferente, por lo que existe interaccién. (Figura 49)
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Figura 50. Termograma de muestras con estearato de magnesio
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

Estearato de Magnesio

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + Estearato de Magnesio

Hay dos sefales que aparecen en el termograma del estearato de magnesio entre
119 — 125 °C aproximadamente y en el termograma de la mezcla binaria tiene un
comportamiento diferente ya que estas dos sefiales se separan y hay un cambio en

la pendiente por lo tanto existe una interaccion. (Figura 50)
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Figura 51. Termograma de muestras con acido esteéarico.
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

Acido esteéarico

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + Acido esteérico

En la figura 51 se puede observar que hay un cambio en la linea base, y que la
seflal que aparece a los 50 °C aproximadamente en el termograma del &cido

estearico es diferente al de la mezcla binaria, por lo que hay interaccion.
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Figura 52. Termograma de muestras con talco
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

Talco

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + Talco

En la figura 52 no se observa ninguna endoterma en los termogramas por lo que no

existe interaccion.
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Figura 53. Termograma de muestras con PVP 97
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

PVP 97

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + PVP 97

En la figura 53 no aparece ninguna endoterma o cambio en el termograma, por lo
que se puede decir que no hay interaccidén entre este excipiente y la mezcla de

polvos.

Con base en los resultados de las pruebas de compatibilidad con los excipientes se

propusieron tres formulaciones con el polvo retenido en la malla nimero 100.

122



4733
-40

-20

o

(=]
=}

Heat FlowEndo Dovan (M) —  =—
£
=

m
=]

&0

100

1238 T T T T T T T T T T T 1
25 40 B0 g0 100 120 140 160 180 200 220 240 250
Temperature ()

Figura 54. Termograma de muestras con Dioxido de silicio coloidal
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200

Dioxido de silicio coloidal

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + Diéxido de silicio coloidal

En la figura 54 se muestra que todos los termogramas son diferentes entre si, el
estandar de diéxido de silicio coloidal se muestra como una linea recta y la mezcla
binaria méas diéxido de silicio coloidal muestra un cambio en la linea base y no es
parecido con el termograma de la mezcla de polvos 80:20 ni con el estandar de

ese excipiente, por lo tanto existe interaccion.
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Figura 55. Termograma de muestras con Almidén
Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200
Almidoén

Mezcla 80:20 Dulce:Amargo malla 200 + Almidén

En la figura 55 se muestra que se tienen tres termogramas parecidos entre si, tanto
para la referencia de almidon como para la mezcla se muestra un cambio en 40 °C
aproximadamente gque podria tratarse de la humedad contenida en el almidén, pero
no se muestra ninguna endoterma y los termogramas son parecidos a la referencia

de la mezcla de polvos, por lo que no existe interaccion con éste excipiente
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7.10 Prueba de humedad a excipientes

La humedad es un factor importante que puede modificar las propiedades de flujo

del polvo'® 19 20y no es recomendable encapsular compuestos que tengan una

humedad alta porque podria provocar la fragilidad de la capsula.*’ Sin embargo, hay

excipientes que se caracterizan por un contenido especifico de humedad en

condiciones ambientales tal es el caso de la celulosa microcristalina y el almidon de

maiz.?® 48 A continuacion, en la Tabla 23, se muestran los resultados de la prueba

de humedad que se realiz6 a los excipientes que no presentaron interaccién con el

polvo.

Tabla 23. Resultados de la prueba de humedad de los diferentes excipientes que

no presentaron interaccion con el polvo.

Excipiente % Humedad

Celulosa HD90 5.19%

PVP 96 0.51%
Talco 0.10%
Almidoén 11.05%

7.11 Propuestas de formulaciones

Se obtuvieron 3 propuestas de formulaciones y se muestran en la Tabla 24:
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Tabla 24. Propuestas de formulaciones

Formulaciéon 1 Formulacién 2 Formulacién 3

Mezcla de 500 mg Mezcla de 500 mg Mezcla de 500 mg

polvos polvos polvos
80:20 80:20 80:20
dulce:amargo dulce:amargo dulce:amargo
Celulosa 30 mg Celulosa 30 mg PVP 97 30 mg
Talco 2.5mg Almidén 2.5 mg - -

Como se mencioné en las pruebas de reologia del polvo utilizado, un problema fue
la adherencia de una pequefia cantidad de polvo a la superficie del embudo de acero
inoxidable, por lo tanto, se buscaron principalmente excipientes que actuaran como
agentes antiadherentes y que evidentemente no tuvieran interaccién con el polvo.
La celulosa microcristalina actia como agente antiadherente en una proporcion del
5 — 20 %. El talco actia como un agente lubricante para evitar la friccion entre el
metal y el polvo. Asi mismo, el almidén de maiz en concentraciones bajas actua
como agente lubricante y antiadherente.??46:4% Se utiliz6 un excipiente coprocesado
llamado PVP 97 el cual es 97% carbonato de calcio recubierto de 3% de PVP en
pequefias esferas, este excipiente funciona como agente antifricciéon debido a su
naturaleza (esferas) y no es necesario afladir otro excipiente para que cumpla su

funcion.
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7.12 Liberacion de formula
Para liberar la formulacion y proceder a encapsular se realizaron pruebas reoldgicas
a cada una de las férmulas finales, los cuales se muestran en las Tablas 26 y 27,
asi como, un analisis por calorimetria diferencial de barrido para comprobar que no
existe interaccion entre las formulaciones finales y la cdpsula, los resultados se

muestran en la figura 57.

Mientras que, en la Tabla 25, se puede observar en los resultados que las
propiedades de flujo cambiaron de regular a excelente con la adicion de excipientes,
por lo que esto fue un parametro importante para proceder a la encapsulacion ya
que, tener excelentes propiedades de flujo ayuda a tener una dosis uniforme en

cada una de las capsulas.®®
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Tabla 25. Comparacion de resultados de las propiedades de flujo de los polvos

Muestra

Resultado del
angulo de
reposo

Mezcla 80:20 sin
ningun
tratamiento

Polvo S. edule
Amargo retenido

en malla 100

Polvo S. edule
Dulce retenido

en malla 100

Formulacién 1

Formulacién 2

Formulacién 3

Resultado de
indice de

Compresibilidad

Resultado de
indice de
Hausner

Angulo de reposo
20-25

25-30

20-40

=40

Indice de Hausner
<1.25

1.25-15

1.5

Buen flujo

indice de Compresibilidad
5 12
12 _16
1822
2335
3338
=40

Regular
Pobre
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Mezcla + Celulosa 6% + Almidén 0.5%

Mezcla + Celulosa 6% + Talco 0.5%

Mezcla + PVP 97

Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm) | Peso (g) | Diametro (cm) | Altura (cm)
Angulo de reposo 4.00 6.50 0.50 3.40 6.50 0.60 5.00 7.00 0.40
4.00 7.00 0.40 3.40 7.00 0.50 5.00 7.00 0.60
4.00 7.00 0.40 3.40 7.00 0.70 5.00 7.00 0.60
Peso (g) Tiempo (S) Peso (g) Tiempo (s) - Peso (g) | Tiempo (s) -
Velocidad de flujo 4.00 0.43 - 3.40 0.35 - 5.00 0.41 -
4.00 0.40 - 3.40 0.36 - 5.00 0.36 -
4.00 0.45 - 3.40 0.34 - 5.00 0.35 -
Peso (g) | Volumen (mL) Peso (g) | Volumen (mL) - Peso (g) | Volumen (mL) -
Densidad aparente 4.00 7.80 - 3.40 6.90 - 5.00 9.90 -
4.00 7.40 - 3.40 7.00 - 5.00 9.80 -
4.00 7.60 - 3.40 6.90 - 5.00 9.80 -
Densidad compactada 4.00 6.90 - 3.40 6.30 - 5.00 9.00 -
4.00 6.70 - 3.40 6.30 - 5.00 8.80 -
4.00 6.90 - 3.40 6.30 - 5.00 8.90 -

Tabla 26. Resultados obtenidos para calcular propiedades de flujo de las propuestas de formulaciones
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Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3

Angulo de reposo 8.75 10.46 6.52
6.52 8.13 9.73
6.52 11.31 9.73 ﬁmguID de reposo
promedio |26 I oo I eee Y (2025
Velocidad de flujo 0.43 0.35 0.41 75-320
0.40 0.36 0.36 a0 -40 Regular
0.45 0.34 0.35 = 40
Promedio 0.43 0.35 0.37
Densidad aparente 0.51 0.49 0.51 indice de Hausner
0.54 0.49 0.51 <1.25
0.53 0.49 0.51 1.25-1.5 Buen flujo
Promedio 0.53 0.49 0.51 >1.5
Densidad compactada 0.58 0.54 0.56
0.60 0.54 0.57 indice de Compresibilidad
0.58 0.54 0.56 5 12
Promedio 0.59 0.54 0.56 12 16
indice de Hausner 0.88 0.91 0.91 18 22 Regular
0.91 0.90 0.90 2335 Pobre
0.91 0.91 0.91 33 38
promedio [0 oo T oo . |>40
indice de Carr 11.54 8.70 9.09
9.46 10.00 10.20
9.21 8.70 9.18
Promedio

Tabla 27. Resultados de pruebas reoldgicas de las propuestas de formulaciones.
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Figura 56. Termograma de formulaciones con capsulas de HPMC

Céapsula de Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)

Céapsula de HPMC + Formulacién de mezcla de polvo 80:20 con

PVP97

Céapsula de HPMC + Formulacion de mezcla de polvo 80:20 con

almidén mas celulosa

Céapsula de HPMC + Formulacién de mezcla de polvo 80:20 con

talco mas celulosa

240

250
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En la figura 56, se observa que los 4 termogramas son similares, los 3 termogramas
de las formulaciones mas la capsula son similares al termograma de sélo la capsula

de HPMC por lo que no existe interaccion entre las formulaciones y la capsula.

7.13 Encapsulacién
Se utilizaron céapsulas de hidroxipropilmetilcelulosa (Vcaps®Plus) ya que tienen un
contenido menor de humedad en comparacion con las capsulas de gelatina dura, y
son recomendables para productos botanicos asi como ingredientes higroscopicos,

el polimero es resistente en condiciones de calor y de humedad extremas.38: 47 48 50

Las 3 formulaciones propuestas se encapsularon como se muestra en la Tabla 28

y en la Tabla 29 se muestra como se encapsularon los placebos:
Tabla 28. Encapsulacién de las formulaciones finales.

Formulacién 1 Formulacién 2 Formulacién 3

532.5 mg de la mezcla de | 532.5 mg de la mezcla de = 530 mg de la mezcla
polvos 80:20 con los polvos 80:20 con los de polvos 80:20 con

excipientes excipientes los excipientes
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Tabla 29. Encapsulacién de los placebos de cada una de las formulaciones

finales.

Placebo 1 Placebo 2 Placebo 3

32.5 mg de la mezcla de 32.5 mg de la mezcla de 30 mg de PVP 97
celulosa 6% + Talco 0.5% celulosa 6% + Almidon

0.5%

El llenado para ambos casos se realizé de forma manual y se fabricaron lotes de 30

capsulas cada uno.

7.14 Ciclaje
Para el ciclaje se tomaron 10 capsulas y se colocaron en frascos de polietileno de
alta densidad con tapa de seguridad. Para cada uno de las formulaciones

propuestas y de los placebos. Los resultados se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30. Resultados de la prueba para envase vacio y capsulas vacias

40 °C
Blanco: Envase Sin cambios
vacio
Blanco: Envase Sin cambios

con 10 capsulas
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En la Tabla 31 y la Tabla 32 se muestran los resultados de la prueba del ciclaje en

las diferentes condiciones utilizadas, para las formulaciones y para los placebos.

Tabla 31. Resultados de la prueba de ciclaje para formulaciones

Mezcla de polvos
80:20
dulce:amargo +
Celulosa HD 90
6% + Talco 0.5%

Mezcla de polvos
80:20
dulce:amargo +
Celulosa HD 90
6% + Almidon
0.5%

Mezcla de polvos
80:20
dulce:amargo +

PVP 97 6%

Control 40 °C
FORMULACIONES
Sin cambios Se observo polvo
adherido a la
capsulay

conglomerados de

polvo
Sin cambios Se observo que el
flujo del polvo no
es igual al control
Sin cambios Se observo que el

flujo es diferente
al control en la
mayoria de las

capsulas

Refrigeracion

Se observo polvo
adherido a la
capsula,
conglomerados de
polvo y el flujo fue

diferente al control

Se observaron
conglomerados de

polvo.

Se observo
adherido a las
paredes en la
mayoria de las

capsulasy

conglomerados
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Tabla 32. Resultados de la prueba de ciclaje para placebos

Control 40 °C Refrigeracion
PLACEBOS
Placebo de Sin cambios Sin cambios Sin cambios
formulacion 1
Placebo de Sin cambios Se observo Sin cambios
formulacion 2 menos polvo
adherido en

comparacion al

control

Placebo de Sin cambios Sin cambios Sin cambios

formulacion 3

Los cambios registrados en las Tablas 31 y 32 fueron Unicamente por inspeccion
visual. Se puede observar que con los excipientes que tienen cierta humedad se
forman conglomerados o se adhiere polvo a la capsula. Se hicieron pruebas de
humedad a las formulaciones antes de ser encapsuladas, a las formulaciones
después del ciclaje y a las muestras de control después de 144 horas y los

resultados se muestran en la Tabla 33.
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7.15 Prueba de humedad a formulaciones

Tabla 33. Resultado de pruebas de humedad a formulaciones.

Mezcla + Celulosa HD 90 6% + Talco 0.5% Sin encapsular (2 semanas en desecador)

Mezcla + Celulosa HD 90 6% + Almiddén 0.5% Sin encapsular (2 semanas en desecador)

Mezcla + PVP 6% Sin encapsular (2 semanas en desecador)

Mezcla + Celulosa HD 90 6% + Talco 0.5% (Después del ciclaje)

Mezcla + Celulosa HD 90 6% + Almidén 0.5% (Después del ciclaje)

Mezcla + PVP 6% (Después del ciclaje)

Mezcla + Celulosa HD 90 6% + Talco 0.5% (Control)

Mezcla + Celulosa HD 90 6% + Almidén 0.5% (Control)

Mezcla + PVP 6% (Control)

Humedad

5.29%

5.35%

4.90%

5.85%

5.67%

5.38%

6.36%

6.29%

5.72%
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El porcentaje de humedad de cada uno de los excipientes y de cada uno de los
polvos por separado es variable. Se observa que en el caso de la mezcla de polvos
de S. edule la humedad se puede reducir hasta un 1.97%. Sin embargo, en la Tabla
anterior es evidente que la mezcla de polvos de S. edule con excipientes aln dentro
de un desecador tiende a tener un aumento en el porcentaje de humedad; no es
posible secar la mezcla de polvos de S. edule con los excipientes debido a que se
pueden modificar sus propiedades reolégicas como es el caso de la celulosa y el
almidén de maiz.%! En el caso de la celulosa microcristalina se ha reportado que
tiene cambios importantes en la fluidez cuando la humedad es menor al 3 % lo que
puede impactar en la calidad final del producto y el almidon de maiz tiene
variaciones en la fluidez de acuerdo a el contenido de humedad es posible
someterlos a un proceso de secado pero involucraria hacer una operacién unitaria
mas.>* Por todo lo anterior, se recomienda entonces, hacer la encapsulacion
inmediatamente después del proceso de secado asi como extender el tiempo de
secado y colocar algun desecante de absorcion fisica en el envase primario como
puede ser: silica gel o un tamiz molecular.** La silica gel es uno de los desecantes
mas utilizados en la industria farmacéutica, es una forma amorfa de la silica
altamente porosa y con gran area superficial, el mecanismo por el cual la silica gel
absorbe humedad es una absorcion superficial y una condensacién capilar. La silica
gel funciona bien a temperatura ambiente, pero puede disminuir su rango de

absorcion en temperaturas altas.*3 44

Un tamiz molecular es un material cristalino como la zeolita, con una gran cantidad

de poros con un tamafio especifico que permite separar un tipo de moléculas de
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otras. Los tamices moleculares estan disponibles con diferentes tamafios de poros
como 3, 4, 5y 10 A. Un tamiz molecular de 3 A puede absorber selectivamente
moléculas de agua mientras que uno de 4 A puede absorber incluso nitrégeno y
oxigeno ademas del agua. Los tamices moleculares pueden absorber agua incluso
en un ambiente con una baja concentracion de ésta, o que permite crear un

ambiente con una baja humedad usando cantidades pequefas del material.>?
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7.16 Proyecto de marbete
Debido a que se hizo un estudio de preformulacion y se conoce el material de
envase se hizo un proyecto de marbete debido a que es un producto sin registro
sanitario y deberia tener un proyecto de marbete de acuerdo a la NOM-072-SSA1-
2012 para dar informacién al prescriptor y que el medicamento tenga un buen uso.
Sin embargo, se debe resaltar que es un producto para uso de estudios clinicos. En
la Figura 57 se muestra el proyecto de marbete de acuerdo a la NOM-072-SSA1-

20124
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Férmula: Cada capsula contiene:
Polvo de Sechium edule nigrum
spinosum 290 / Sechium edule

nigrum spinosum B54
(Chayote).......... 500 mg
Excipiente cbp........ 1 capsula

Via de administracion: Oral.
Dosis: 1 capsula dos veces al dia.

Consérvese a no mas de 30 °C y en
un lugar seco.

SechiumCAPS

Sechium edule nigrum spinosum 290/
Sechium edule nigrum spinosum 354

Frasco con 10 capsulas 500 mg
Este producto no es un medicamento.

Producto para uso de estudios clinicos.

Figura 57. Proyecto de marbete

Lot.: 000001
Fab.: May 2018

Hecho en México por: Laboratorio de
Investigacion Farmacéutica. Av.
Batalla 5 de mayo s/n col. Ejército de
Oriente, Iztapalapa, México D F.
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8. Conclusién

Se obtuvieron tres formulaciones de capsulas de Sechium edule y con base en los
resultados obtenidos la formulacidn que utiliza PVP 97 podria considerarse la mejor
opcion, es decir 500 mg de la mezcla de polvos 80:20 dulce:amargo mas 6% de
PVP 97, debido a que se muestra sin cambios después de la prueba de ciclaje, su
contenido de humedad es menor en comparacion con otros excipientes y no debe
pasar por un proceso de secado adicional, de igual forma se recomienda utilizar un
tamiz molecular que pueda absorber tanto agua como moléculas de oxigeno debido
a que los polvos en las condiciones experimentales podrian ser susceptibles tanto
a hidrolisis como a oxidacion y presenta cambios con temperatura y humedad altas.
Las capsulas de HPMC son una buena opcion para ésta formulacion debido a que

su contenido de humedad es menor en comparacion con las capsulas de gelatina.
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ANEXO 1: Cromatogramas de degradaciones forzadas.
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Figura 88. S. edule Dulce 60 °C / 75 % de

Humedad Relativa, 24 horas.
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Figura 89. S. edule Dulce 60 °C / 75 % de

Humedad Relativa, 3 dias.
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Figura 90. S. edule Dulce 60 °C / 75 % de

Humedad Relativa, 9 dias.
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Figura 93. S. edule Dulce 80 °C / 75 % de

Humedad Relativa, 9 dias.
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Figura 94. S. edule Amargo en Agua a
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Figura 96. S. edule Amargo en Agua a
40 °C, 9 dias.
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Figura 97. S. edule Amargo en Acido
Clorhidrico a 40 °C, 24 horas.
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Figura 98. S. edule Amargo en Acido
Clorhidrico a 40 °C, 3 dias.
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Figura 99. S. edule Amargo en Acido
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Figura 100. S. edule Amargo en Hidréxido
de Sodio a 40 °C, 24 horas.
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Figura 101. S. edule Amargo en Hidroxido
de Sodio a 40 °C, 3 dias.
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Figura 102. S. edule Amargo en Hidroxido
de Sodio a 40 °C, 9 dias.
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Figura 103. S. edule Amargo en Agua a
60 °C, 24 horas.
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Figura 104. S. edule Amargo en Agua a
60 °C, 3 dias.
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Figura 105. S. edule Amargo en Agua a

60 °C, 9 dias.
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Figura 106. S. edule Amargo en Acido
Clorhidrico a 60 °C, 24 horas.
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Figura 107. S. edule Amargo en Acido
Clorhidrico a 60 °C, 3 dias.
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Figura 108. S. edule Amargo en Acido
Clorhidrico a 60 °C, 9 dias.
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Figura 109. S. edule Amargo en Hidroxido
de Sodio a 60 °C, 24 horas.
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Figura 110. S. edule Amargo en Hidréxido
de Sodio a 60 °C, 3 dias.
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Figura 111. S. edule Amargo en Hidroxido
de Sodio a 60 °C, 9 dias.
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Figura 112. S. edule Amargo en Peroxido de
hidrogeno a 25 °C, 24 horas.
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Figura 113. S. edule Amargo en Peroxido de
hidrogeno a 25 °C, 3 dias.
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Figura 114. S. edule Amargo en Perdéxido de

hidrogeno a 25 °C, 9 dias.
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Figura 115. S. edule Amargo en Peroxido de
hidrogeno a 60 °C, 24 horas.
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Figura 116. S. edule Amargo en Peroxido de
hidrogeno a 60 °C, 3 dias.
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Figura 117. S. edule Amargo en Peroxido
de hidrégeno a 60 °C, 9 dias.
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Figura 118. S. edule Amargo en Luz
Blanca, 24 horas.

0.10
0.08
2 0.06
)
] 0.04
=
§
s
&
H 0.02
0.00
0.0 0.5 1.0

Intensity (AU)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Retention Time (min)

Figura 119. S. edule Amargo en Luz Blanca,
3 dias.
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Figura 120. S. edule Amargo en Luz

Blanca, 9 dias.
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Figura 121. S. edule Amargo en Luz UV, Figura 122. S. edule Amargo en Luz UV, 3

24 horas.
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Figura 123. S. edule Amargo en Luz UV, 9

dias.
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Figura 124. S. edule Amargo 60 °C / 75 %

de Humedad Relativa, 24 horas.
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Figura 125. S. edule Amargo 60 °C / 75 %

de Humedad Relativa, 3 dias.
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Figura 126. S. edule Amargo 60 °C /75 %

de Humedad Relativa, 9 dias.
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Figura 127. S. edule Amargo 80 °C /75 %
de Humedad Relativa, 24 horas.
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Figura 128. S. edule Amargo 80 °C /75 %

de Humedad Relativa, 3 dias.
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Figura 129. S. edule Amargo 80 °C /75 %

de Humedad Relativa, 9 dias.
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ANEXO 2. Imagenes de espectros de degradaciones forzadas en el dia 9
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Figura 130. Control de S. edule Dulce.
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Figura 131. S. edule Dulce en Agua a 40 °C.
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Figura 132. S edule Dulce en Acido Clorhidrico a 40°C
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Figura 133. S. edule Dulce en Hidroxido de Sodio a 40 °C
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Figura 134. S. edule Dulce en Agua a 60 °C
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Figura 135. S. edule Dulce en Acido Clorhidrico a 60 °C
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Figura 136. S. edule Dulce en Hidroxido de Sodio a 60 ° C
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Figura 137. S. edule Dulce en Perdxido de Hidrogeno a 25 °C
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Figura 138. S. edule Dulce en Perdxido de Hidrégeno a 60 °C
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Figura 139. S. edule Dulce con Luz Blanca
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Figura 140. S. edule Dulce con Luz UV
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Figura 141. S. edule Dulce a 60 °C /75 % HR
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Figura 142. S. edule Dulce a 80 °C/ 75 % HR
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Figura 143. Control de S. edule Amargo
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Figura 144. S. edule Amargo en Agua a 40 °C
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Figura 145. S. edule Amargo en Acido Clorhidrico a 40 °C
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Figura 146. S. edule Amargo en Hidroxido de Sodio a 40 °C
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Figura 147. S. edule Amargo en Agua a 60 °C
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Figura 148. S. edule Amargo en Acido Clorhidrico a 60 °C
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Figura 149. S. edule Amargo en Hidroxido de Sodio a 60 °C
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Figura 150. S. edule Amargo en Perdxido de Hidrogeno a 25 °C
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Figura 151. S. edule Amargo en Pero6xido de Hidrégeno a 60 °C
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Figura 152. S. edule Amargo en Luz Blanca.
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Figura 153. S. edule Amargo en Luz UV.
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Figura 154. S. edule Amargo a 60 °C /75 % HR.
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Figura 155. S. edule Amargo a 60 °C / 75% HR.
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