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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un fitoterapéutico coadyuvante en el tratamiento
de la diabetes con un extracto etandlico estandarizado de frutos de Physalis peruviana L.,
mediante el método de secado por aspersion, permitiendo la liberacion modificada del

extracto a partir del sistema matricial.

Se estandarizé el extracto, incluyendo el aislamiento de marcadores terapéuticos y
analiticos, utilizando una estrategia de fraccionamiento biodirigido por medio de un test in
vitro de inhibiciéon de la o-amilasa. El exudado que cubre los frutos mostré una actividad
inhibitoria (Al) superior a la acarbosa, debida a los Peruvidsidos A-F, que se presentan
como marcadores terapéuticos. De la composicion del extracto se seleccionaron glucosa y

fructosa como marcadores analiticos, para los estudios posteriores.

Se empled un disefio estadistico experimental para establecer las condiciones del secado
por aspersion, para el co-procesamiento con el coadyuvante de secado. Bajo estas mismas
condiciones, el extracto fue co-procesado con el coadyuvante de secado y el polimero
seleccionado (HPMC K15M), para obtener el sistema de liberacién modificada (SLM). La
composicion de los co-procesados con y sin polimero, presentaron buenas propiedades de
flujo y compactacioén. La caracterizacion de los SLM, mostré una liberacién modulada del
extracto, siendo la concentracion del polimero el factor que afecté su velocidad de
liberacién. EI mecanismo de liberacion encontrado es una combinacion de la difusion del
extracto y la erosion de la matriz. Los estudios de actividad in-vitro demostraron que los
excipientes y el proceso no influyeron significativamente en la actividad farmacoldgica del

extracto.

Palabras clave: Physalis peruviana L., ésteres de sacarosa, secado por aspersion,

matrices hidrofilicas, mecanismo de liberacion.






SUMMARY

The purpose of this work is to develop a phytotherapeutic product as a coadjuvant in the
diabetes disease with a Physalis peruviana L. fruits ethanolic standardized extract, using a

spray drying method, allowing the modified release of the extract from the matrix system.

The extract was standardized, including the isolation and identification of therapeutic and
analytical compounds, using isolation and structural elucidation techniques, through the
bioguide fractionation using an in vitro a-amylase inhibition test. It was found that the
exudate covering of the fruit showed an inhibitory activity (IA), major than acarbose and it
was attributed to the Peruviosides A-F, which are presented as therapeutic compounds.
From the composition of the extract, glucose and fructose were selected as analytical

compounds, for subsequent studies.

Statistical experimental design was employed to set the drying conditions. Extract was co-
processing with the drying coadjuvant, by spray-drying method. Under the same conditions,
the extract was co-processed with the drying coadjuvant and the selected polymer (HPMC
K15M) to obtain the modified release system (MRS). It was established that the composition
of the co-processed with and without polymer, presented good flow and compaction
properties. The characterization of the MRS showed a modulated release of the extract,
where the concentration of the polymer was a factor that affected its release rate. The
mechanism of release was found to be a combination of diffusion of the extract and erosion
of the matrix. The in-vitro studies showed that the excipients and the process did not

significantly influence the pharmacological activity of the extract.

Key words: Physalis peruviana L., sucrose esters, spray drying, hydrophilic matrices,

release mechanism.
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Introduccion

La medicina tradicional se ha definido como la suma completa de conocimientos, técnicas
y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas, que se ha utilizado ampliamente para mantener la salud, prevenir, diagnosticar,
mejorar o tratar trastornos fisicos o0 mentales y que ha adquirido una gran importancia

dentro de los sistemas sanitarios y de caracter econémico en los ultimos afios (1).

En los paises en desarrollo, la utilizacién generalizada de la medicina tradicional se puede
atribuir al hecho de que esta presente en el lugar y es muy asequible. En Africa, por
ejemplo, la proporcion de curanderos tradicionales por habitante es de 1:500, mientras que
la de médicos por habitante es de 1:40000. Por lo tanto, para millones de personas de las
zonas rurales, los curanderos siguen siendo los proveedores de atencién sanitaria. En Asia
y en Latinoamérica, las poblaciones siguen utilizando la medicina tradicional como
resultado de circunstancias histéricas y creencias culturales. En China, la medicina
tradicional contabiliza alrededor de un 40% de la atencion sanitaria. En algunos paises,
como Singapur y Corea del Sur, en los que el sistema convencional de atencion de salud
esta bien establecido, el 76% y el 86% de las respectivas poblaciones siguen recurriendo

a la medicina tradicional (1).

Por otra parte, en muchos paises desarrollados, la medicina tradicional se esta haciendo
cada vez mas popular. El porcentaje de la poblacion que ha utilizado este tipo de medicina
al menos una vez al afio es de un 48% en Australia, un 70% en Canada, un 42% en EE.UU.

un 38% en Bélgica y un 75% en Francia (1, 2).

Los paises en desarrollo, que son los paises en donde vive el 75% de la poblacién mundial,
consumen al menos el 15% del mercado total de medicamentos. La mayor parte de esta
poblacién no tiene acceso a los medicamentos industrializados, por lo que el uso de las
plantas medicinales, como parte de la medicina tradicional, constituyen el unico recurso

terapéutico disponible para los sectores mas pobres de la poblacion. Considerando el
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crecimiento demografico constante en estos paises, la importancia de las plantas

medicinales y su uso se hace cada vez mayor (1, 2).

Segun estimaciones, en 2012 las ventas de productos fitoterapéuticos alcanzaron los US$
83100 millones en la Republica de Corea, un incremento del 20% respecto al afio anterior.
En 2008, en los Estados Unidos, los usuarios pagaron US$ 14800 millones para adquirir
fitoterapéuticos, lo que demuestra que el empleo de plantas como materia prima para la

produccion de extractos y productos fitoterapéuticos, es un area en expansion (1).

En este contexto, los extractos estandarizados adquieren una importancia cada vez mayor
pues garantizan una mejor caracterizacién analitica, permitiendo asi que los requisitos de
calidad, efectividad y seguridad, exigidos a cualquier medicamento, sean cumplidos de una

manera mas eficaz (1, 2).

La formulacion de un extracto estandarizado en una forma farmacéutica determinada con
miras al desarrollo de un producto fitoterapéutico, ofrece diversas dificultades tecnolégicas
relacionadas con las caracteristicas fisicas implicitas en la naturaleza de este material,
asociado a los problemas de inestabilidad que puede tener un sistema multi-componente
de esta clase. En este caso, a diferencia de los principios activos puros obtenidos por
sintesis o por aislamiento de una fuente natural, los extractos son materias primas que
contienen a la vez cantidades variables pero pequefias de principio(s) activo(s) y gran
cantidad de compuestos secundarios (sales organicas e inorganicas, acidos y bases
organicas, saponinas, polifenoles, taninos, azucares, polisacaridos, etc.), que influyen
apreciablemente en la transformacion tecnolégica del extracto y en la estabilidad de la

forma farmaceéutica (2, 3).

Dentro de las formas farmacéuticas, los comprimidos ocupan un lugar de preferencia, pues
las tabletas son las formas de dosificacion mas usadas en la medicina actual, incluyendo
los productos fitoterapéuticos. Entre las ventajas que ofrecen los sélidos como forma de

presentacion de un fitoterapéutico se encuentran (2, 3):

- La via de administracion: En general para este tipo de forma farmacéutica se emplea la
via oral, lo que permite la administracién del medicamento por el paciente mismo ademas
de ofrecer comodidad y sencillez, lo que la convierte en el método mas importante de

administracion de sustancias bioactivas destinadas a lograr efectos sistémicos, de modo
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que se usa en el 90% de estos productos (2, 3).

- Dosificacion exacta.

- Costo mas bajo en comparacion de las demas formas de dosificacion oral.

- Mayor estabilidad.

En contraposicion a lo anterior, pudieran citarse, entre otras, las siguientes desventajas (2,
3):

- Extractos o drogas que se oponen a la compresion generando comprimidos densos y
poco resistentes a la abrasion a que deben ser sometidos durante su manipulacion en el

envasado y transporte.

- Drogas poco hidrosolubles, esto es, de pobre humectacion y lenta desintegracion /

disolucién, lo que podria dificultar su biodisponibilidad.

- Drogas que requieren altas dosis, con las consiguientes dificultades organolépticas y

tecnoldgicas que esto ocasiona.

Todas estas dificultades, o la combinacion de algunas de ellas, pueden disminuir la

posibilidad de lograr el objetivo de obtener una forma farmacéutica adecuada.

De acuerdo a lo mencionado, se requiere de la aplicacion de los conocimientos propios de
la fitoquimica, la quimica analitica e instrumental, la farmacotecnia y la farmacologia, que
permitan el desarrollo de procedimientos que aproximen al investigador a la consecucién
exitosa de la formulacion de un producto farmacéutico a partir de una droga en el menor

tiempo y con el minimo de recursos posibles.

En el presente trabajo, a partir de un extracto estandarizado de Physalis peruviana L., el
cual ha mostrado en estudios previos tener actividad hipoglicemiante, se pretende,
mediante una metodologia que incluye el disefio estadistico de experimentos, desarrollar
la formulacion del extracto, en un sistema de liberacién modificada tipo matriz hidrofilica,
aplicando el método de secado por aspersion (co-spray dry) y evaluar fisicoquimicamente
el comportamiento de su liberacion a partir de esta matriz, como parte del desarrollo de un

producto fitoterapéutico, que en un futuro pueda comercializarse.






Capitulo 1. Aspectos generales

En este capitulo se hace un recorrido por las tematicas globales que enmarcan el presente
trabajo, que incluyen la diabetes; las plantas medicinales que han sido estudiadas y a las
cuales se les ha encontrado potencial hipoglicemiante, destacando el extracto de los frutos
de Physalis peruviana L., motivo de este estudio; los aspectos asociados al desarrollo de
un producto fitoterapéutico a partir de un extracto estandarizado y el estado del arte del

desarrollo de productos fitoterapéuticos.

1.1 La diabetes y el empleo de plantas medicinales
para la elaboracién de fitoterapéuticos.

La diabetes es un conjunto de trastornos metabdlicos caracterizada por un alto nivel de
glucosa en sangre, resultado de defectos en la capacidad del cuerpo para producir o usar
insulina. Se pueden diferenciar la diabetes tipo 1y la tipo 2. La tipo 1 se refiere, en la mayor
parte de los casos, a la diabetes resultante de la destruccién de las células 8 de los islotes
pancreaticos y que es propensa a la cetoacidosis; se incluyen casos que pueden ser
debidos a procesos autoinmunologicos y otros procesos desconocidos. La tipo 2, antes
denominada diabetes no-insulinodependiente o diabetes de aparicion a la edad adulta, es
aquella presente en individuos que tienen una deficiencia relativa de insulina, o que en estos
pacientes hay reduccion de la masa de las células B, unida a un proceso secretor

defectuoso. Estos pacientes no necesitan insulina para sobrevivir (4, 5).

La Federacion Internacional de Diabetes indica que a nivel mundial el nimero de personas
que padecian diabetes en el 2015 era de 415 millones y se espera que para el 2040
aumente a 642 millones, si no se toman medidas urgentes. Esto equivaldria a tres nuevos
casos cada diez segundos o casi diez millones por afio. Asi mismo, la Federacion

Internacional de Diabetes ha estimado que unos 183 millones de personas no saben que
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tienen diabetes. Sur y Centro América participan con el 4,5% de los gastos mundiales en
diabetes (USD 20,8 billones), teniendo 25,1 millones de personas con esta enfermedad. A
nivel de Suramérica, Brasil presenta el mayor numero de personas diabéticas (12,4
millones), seguido por Colombia, Venezuela y Argentina (6-8). La mayoria de los diabéticos
tienen diabetes tipo 2. En Estados Unidos, aproximadamente 90% de los diabéticos
presentan este tipo de diabetes. La incidencia de esta ultima aumenta con la edad, con una
tasa media alrededor de 440 casos /100000 habitantes por afio, aumentando en varones

mayores de sesenta afos (6-8).

El control de la diabetes tipo 2 se centra en intervenciones del estilo de vida, la reduccion
de otros factores de riesgo cardiovascular y el mantenimiento de la glicemia en el rango
normal. En este ultimo aspecto, las plantas medicinales con potencial hipoglicemiante han
tomado gran importancia, ya sea por el aislamiento de una gran variedad de compuestos a
partir de ellas (alcaloides, glucésidos, flavonoides, terpenos, etc.), o por el empleo de su
extracto que podria ser potencialmente empleado para el desarrollo de fitoterapéuticos; si
bien es dificil encontrar entre las plantas un sustituto para la insulina, si es posible que se
encuentren extractos de plantas que estimulen la biosintesis y secrecion de insulina
endégena (9). En este contexto, el principal desafio es el desarrollo de fitoterapéuticos a
partir de los extractos estandarizados, que permitan tener un producto seguro, eficaz y

confiable basado en criterios de un disefio racional de este tipo de medicamentos (10).

Aunque existen datos limitados, la experiencia con pacientes diabéticos indica que usan
plantas medicinales y se recurre a vendedores de hierbas locales, haciendo las veces de

coadyuvantes en alcanzar la meta del control de la glicemia (9).

A pesar de la existencia de las diferentes opciones terapéuticas para su tratamiento, la
diabetes, por ser una patologia de tipo crénico, presenta como problema prevalente en la
practica clinica una falta de adherencia al tratamiento farmacoldgico o incumplimiento
terapéutico. En general, se estima que un 20-50% de los pacientes no toma sus
medicamentos como estan prescritos, aunque la tasa de incumplimiento puede variar
mucho segun la patologia. En el contexto de las enfermedades cronicas, la OMS considera
la falta de adherencia un tema prioritario de salud publica debido a sus consecuencias
negativas: fracasos terapéuticos, mayores tasas de hospitalizacién y aumento de los costos
sanitarios. Asi, en un estudio realizado sobre diabetes y enfermedad cardiaca, los pacientes

con falta de adherencia tenian tasas de mortalidad significativamente mas altas que los
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pacientes cumplidores (12,1% vs 6,7%). En otro estudio en pacientes con diabetes,
hipertension, hipercolesterolemia e insuficiencia cardiaca, encontraron que para todas estas
patologias las tasas de hospitalizacién eran significativamente mas altas en pacientes con
baja adherencia (13% vs 30% para diabéticos; 19% vs 28% en hipertension) (11, 12).

La simplificacion del régimen posoldgico es quiza la intervencion con mayores evidencias
de eficacia. Una revision sistematica en la Guia NICE (National Institute for Health and
Clinical Excellence) (13), concluye que disminuir la frecuencia de dosificacion en pacientes
con enfermedades cronicas mejora la adherencia, prefiriéndose una vez al dia frente a dos

veces al dia y tres veces al dia.

En cuanto a posibilidad de desarrollo de fitoterapéuticos, el Vademécum Colombiano de
Plantas Medicinales, solo presenta tres especies que han sido aprobadas como
hipoglicemiantes o antidiabéticas, entre las que se encuentran el maraion (Anacardium
occidentale L.), la balsamina (Momordica charantia L.) y el casco de vaca (Bauhinia
variegata L.) (14). Adicionalmente, el extracto de frutos de P. peruviana, en el que se centra
la presente investigacion, ha demostrado poseer actividad hipoglicemiante de acuerdo con
trabajos previos realizados en el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de

Colombia al igual que por parte de otros investigadores en el ambito internacional (15-18).

El desarrollo de un producto fitoterapéutico a partir del extracto de frutos de P. peruviana,
como coadyuvante en el tratamiento de la diabetes, pensando en un producto que permita
un régimen de dosificacion adecuado para que el paciente aumente la adherencia al
tratamiento, constituye el tema central de esta investigacion. En este sentido, la propuesta
parte de desarrollar un sistema de liberacion modificada para el extracto de P. peruviana,
de tipo matriz hidrofilica, pretendiendo un acercamiento a su formulacion, en lo concerniente
a la fase preclinica, quedando pendiente otras etapas del desarrollo, correspondientes a las

fases clinicas, para llegar a comercializarlo.
1.2 Desarrollo de un producto fitoterapéutico

La aplicacion de los conocimientos y las metodologias para el desarrollo de productos
fitoterapéuticos son similares a los requeridos para los medicamentos desarrollados a partir

de principios activos de origen sintético, pero debido a su naturaleza, merecen
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consideraciones y cuidados adicionales (2, 3).

El desarrollo de un fitoterapéutico involucra objetivos dirigidos a obtener un producto fisica
y quimicamente estable, tecnolégicamente realizable y biolégicamente disponible. Se
requiere, en la mayoria de los casos, de la transformacion tecnoldgica del extracto, esto es
lograr un producto intermedio correspondiente al extracto estabilizado, que incluso podria
constituir un producto comercializable; por ejemplo un solubilizado o el extracto absorbido
en un sustrato. De acuerdo a las propiedades del extracto y a los fines propuestos en el
disefio (via de administracion, poblacion a la que va dirigida, entre otros), la presentacion
final del producto fitoterapéutico puede darse en cualquier sistema farmacéutico (2, 3, 19-

22), tales como:

Formulaciones liquidas como gotas, jarabes, soluciones o suspensiones para capsulas de

gelatina blanda.

Formulaciones solidas como los comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas de

gelatina dura y granulos.

Preparaciones semisolidas para uso externo, como por ejemplo cremas, lociones y

unglentos.

Sistemas de entrega modificados como por ejemplo microparticulas, nanoparticulas,

parches transdérmicos, sistemas de tipo matricial, entre otros.

Independiente de la forma farmacéutica seleccionada, en un producto fitoterapéutico se

busca cumplir con las siguientes consideraciones (2, 3):

e Debe ser aceptable para el paciente

e Debe ser quimica, fisica y microbiolégicamente estable.

e Debe ser capaz de proporcionar una dosis correcta del (de los) ingrediente(s)
activo(s)

e Debe ser terapéuticamente seguro y eficaz.

e El proceso de elaboracion debe ser accesible para la fabricacion a gran escala.
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1.3 Etapas del desarrollo de un medicamento
fitoterapéutico

El desarrollo de un producto fitoterapéutico a base de un extracto, (estable,
tecnoldégicamente viable y biolégicamente disponible), exige la aplicacién del concepto de

"Disefio Racional de Medicamentos", que incluye:

» [ os estudios de preformulacion: esta etapa comprende la recopilacion de informacion
relacionada con el extracto y con los excipientes a emplear en el disefio del producto.
La busqueda de informacion puede realizarse bibliograficamente y complementarla con
ensayos de laboratorio, cuando no se disponga de este conocimiento en la literatura.
Este tipo de revisiones debe estar dirigida al objetivo planteado, es decir, debe
enfocarse al tipo de producto que se quiera disefar; en otras palabras no toda la
informacion que exista o se genere es util para el fin propuesto. Para el caso del disefio
de una forma farmacéutica sélida (FFS), la informacion requerida se enfoca a las
propiedades relacionadas con el estado sélido como propiedades fisicoquimicas, la
solubilidad y las propiedades farmacotécnicas en general, como tamario y forma de las
particulas, fluidez, densidad, compresibilidad de los materiales, entre otras (21, 23, 24).
Adicionalmente, es indispensable disponer de la informacion de la estabilidad de los
diferentes componentes que van a hacer parte de la formulaciéon especialmente lo
relacionado al extracto en cuestion, en el estado solido y lo concerniente a la
compatibilidad entre los componentes del extracto y los excipientes. A este nivel, se
requiere contar con las metodologias analiticas necesarias para poder asegurar,
mediante los analisis correspondientes la seguridad, eficacia y estabilidad del producto
en las siguientes etapas (21, 23, 24). Ademas, como fruto de toda esta recopilacion de
informacion se obtienen las pautas a considerar en la implementacién del proceso de
fabricacion del producto en las etapas posteriores (21, 23, 24).

» [ os estudios de formulacion: con la informacién recopilada en la etapa anterior, se
realiza un analisis que permita determinar, de acuerdo a las propiedades del extracto
y de los excipientes, los componentes mas probables que podrian hacer parte de la
férmula cualitativa y cuantitativa que se ha de definir. Para la toma de este tipo de
decisiones es conveniente hacer uso del disefio estadistico experimental (DEE) que
permite realizar un manejo estadistico de la informacion obtenida a partir de él, con el

fin de elegir una o unas posibles formulaciones, sin caer en el ensayo y error que implica
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un mayor costo representado tanto en tiempo como en dinero. Como cualquier tipo de
DEE, se requiere elegir unas variables o factores asociados a la formulaciéon o al
proceso que afecten una o mas variables respuestas definidas de antemano con criterio
farmacéutico. Algunos de los factores a considerar relacionados con la composicion de
la posible formulacién serian: el tipo de excipientes, las proporciones en las que estan
presentes y el tipo de envase o inherentes al proceso de elaboracion: el tipo de equipos
y el método de procesamiento a emplear. Algunas de las variables respuesta de mayor
interés podrian ser: la liberacion de él o los componentes activos (marcadores en este
caso), las propiedades farmacotécnicas, la estabilidad del producto y el mantenimiento
de la actividad farmacoldgica. A este nivel, ademas de tener una posible formulacion
del producto, se cuenta con un procedimiento preliminar del proceso de fabricacién a

una escala laboratorio (23).

» Los estudios de escalado del proceso de fabricacion (23): La finalidad de esta fase es
definir todas las condiciones operacionales del proceso a una escala determinada y
después de sucesivos escalados llegar a la escala industrial. Una vez en esta escala
se estandariza y valida el proceso y de aqui en adelante se busca mediante un
programa de garantia de calidad, asegurar que todos los parametros se mantengan
bajo control. Cuando se inicia esta etapa ya se tiene informaciéon acerca de una

formulacién cualitativa y cuantitativa del producto.

Sin embargo, en muchas ocasiones la definicion del proceso que ha iniciado desde la
formulacion, a este nivel puede requerir ajustes, esto implica una retroalimentacion continua
entre las diferentes etapas de desarrollo de un producto, aunque aparentemente parezca
ser un proceso que se lleve a cabo de manera secuencial. En esta ultima fase y en las
previamente enunciadas es util emplear herramientas como lo es el analisis de riesgos (25),
que permita establecer los puntos criticos, sobre los cuales hay que realizar un seguimiento

posterior.

Para el fin del presente trabajo, se pretende avanzar hasta la etapa de formulacion,
partiendo de informacién generada en un trabajo anterior (26), relacionado con la etapa de

preformulacion.



Aspectos generales 1

1.4 Estado del arte

1.4.1 Formulacion de extractos

No son muchos los estudios disponibles en publicaciones cientificas, aplicados al disefio y
desarrollo de productos fitoterapéuticos, siendo este un tema que se ha empezado a
abordar en los ultimos afios por parte de paises en via de desarrollo, especialmente Brasil

e India, lideres en este contexto.

En la Tabla 1-1 se puede observar algunos estudios realizados con diferentes extractos, en
los que se han desarrollado diversas formas farmacéuticas, desde sistemas convencionales

hasta de liberacidon modificada.

De la revision presentada en la Tabla 1-1, se puede observar que en las ultimas décadas
se han hecho grandes avances relacionados con el desarrollo de nuevos sistemas de
liberacién modificada para farmacos, los cuales han empezado a aplicarse a los extractos
de origen vegetal. También llama la atencion que sdlo se encontraron dos trabajos de
formulacién de extractos con propiedades antidiabéticas, uno con Ipomoea digitata Linn
(27) y el otro con Cedrus deodara (28), ademas de P. peruviana publicado recientemente
(29).

Muchos de los estudios publicados se enfocan en sistemas coloidales como las
nanoparticulas, los liposomas, los fitosomas, las microesferas, entre otros (30-59); sin
embargo, también se encuentran algunos sistemas matriciales de administracién oral y
transdérmica (60-64). Estos ultimos, presentan como ventaja la facilidad en el escalado y

por consiguiente una posibilidad de salir mas rapidamente al mercado.

Los sistemas de liberacion modificada tienen grandes ventajas sobre las formulaciones
convencionales de activos y extractos vegetales que involucran mejoras en la solubilidad y
la estabilidad, una mayor biodisponibilidad y la disminucion de la toxicidad. Algunos
estudios destacan la situacion actual del desarrollo de nuevas formulaciones a base de
extractos a partir de plantas y resumen su método de preparacion, el tipo de extracto, los
marcadores principales del extracto, la actividad biologica y las aplicaciones de las nuevas

formulaciones (65). En la Tabla 1-1 se evidencia como las formas farmacéuticas
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heterodispersas (66-89), y los sistemas convencionales soélidos (27, 28, 88, 90-99) son
ampliamente investigados para la formulacién de extractos, a diferencia de lo que ocurre

con las formas farmacéuticas en solucién (88, 100, 101), que desfavorecen la estabilidad.

A partir de esta revision se puede evidenciar que la mayoria de estudios sobre el desarrollo
de formulaciones con extractos vegetales, es realizada en paises en via de desarrollo
caracterizados por su gran biodiversidad. Sin embargo, a pesar de la amplia biodiversidad
que existe en Latinoamérica, no todos los paises investigan en este campo. Se destacan
paises como Brasil y Argentina, siendo Brasil quien va a la vanguardia en este aspecto. En
Colombia no existen muchos estudios publicados relacionados con el desarrollo de
productos fitoterapéuticos y teniendo en cuenta la gran biodiversidad con que cuenta
nuestro pais, estos trabajos constituyen un excelente campo de investigacion y de futuro

desarrollo para el pais.

De la misma manera, la viabilidad de desarrollar productos fitoterapéuticos de liberacion
modificada, como son las matrices hidrofilicas, muestran una posibilidad de llevar a largo
plazo un medicamento de esta naturaleza al mercado con buenas probabilidades de poder
ser comercializado, considerando las ventajas del proceso de manufactura que pueden

hacerlo facilmente escalable.
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Tabla 1-1 Desarrollo de formulaciones a partir de extractos en diferentes formas farmacéuticas a nivel mundial
Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
Ipomoea digitata Eter de petrcleo,
1 Linn - acetona, etanol o Antidiabético Tabletas Compresion India (27)
agua.
9 Rhinacanthus ) Extracto metandlico Larvicida Tabletas Grapulamon Tailandia (90)
nasutus crudo himeda
Piper nigrum y . " .
3 Nyctanthes ; Material vegetal en Antimalérico Tabletas Granulacion por via India (88)
. polvo himeda
arbortristis
Extracto fluido y
Extracto seco (en Tratamiento de la
4 Valeriana officinalis - un soporte sélido de . : . Tabletas Compresion directa Argentina (91)
o e ansiedad y el insomnio
dioéxido de silicio)
Extracto fluido y G laci6 .
. Extracto seco (en ranu’acion porvia .
5 Peumus boldus Boldina 0 - Tabletas himeda y Argentina (92, 93)
un soporte sélido de L
! e compresion.
dioxido de silicio)
Begonia laciniata, Flavonoides
Cuscuta totales, fenoles Extracto metandlico
6 epithymum y totales y Antioxidante Tabletas Compresion directa India (94)
. ) seco
Dendrobium contenido de
ovatum alcaloides
7 Cedrus deodara - Extracto etanclico, Antidiabético Granulos y Capsulas | Granulacion por via India (28)
(extracto crudo) seca
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Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
. . Extracto etandlico, . . . . Absorcion del .
8 Physalis peruviana - (extracto crudo) Hipoglicemiante Granulos extracto Colombia (29)
9 Pothomorphe | 4 Nerolidilcatecol | . EXtracto. Antioxidante Pellets Extrusion y Brasil (96)
umbellata hidroalcohdlico esferonizacién
Asparagus
racemosus, Extracto seco Granulacién via
10 Cyperug . Musa - hidroalcohélico Galactogogo Capsulas homeda India (97)
paradisiac y
Psidium guava
Vasicina 'y Extracto seco Obtencion del
11 Adhatoda vasica L o Antimalarico Céapsulas extracto seco y India (98)
vasicinona acuoso (liofilizado)
encapsulado
Flavonoides Extracto acuoso Obtencion del )
Leonotis leonorus (Apogenia 'y e Antitusivo Céapsulas extracto seco y Sur Africa (99)
. seco (liofilizado)
luteolina) encapsulado.
12
Flavonoides Extracto acuoso Obtencion del )
Mentha longifolia (Apogenia 'y e Antiespasmadico Capsulas extracto seco y Sur Africa (99)
. seco (liofilizado)
luteolina) encapsulado.
Pluchea
lanceolata, Vitex
negundo, Solanum
13 xanthocarpum, - Aceite Antiinflamatorio Aceite Arrastre con vapor India (101)
Cleorodandrum
phlomoides y
Curcuma longa
Piper nigrum y
14 Nyctanthes - Decoccién con agua Antimalarico Jarabe Mezcla simple India (88)

arbortristis
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Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
Extracto
Pothomorphe - hidroalcohdlico L T e .
15 umbellata (L.) 4-nerolidilcatecol (1:1)- liofilizado Antioxidante Emulsién tépica Emulsificacion. Brasil (66)
(seco)
Thymus vulgaris,
Allium cepa, Allium
sativum,
Eucalyptus Compuestos
16 globulus, Salvia pu Aceites esenciales Antibacterial Emulsion tépica Emulsificacion. Iran (67)
L . volatiles
officinalis, Dianthus
caryophyllus,
Mentha spicata y
Mentha piperita
Extracto . . i
17 Sechium edule Compuestos hidroalcohlico Antibacterial y Emulgel tépico Formacién del Argentina (68)
fendlicos Fluido antifungico emulgel in-situ
Brucea javanica Aceite esencial Aceite esencial Anticancerigeno Emulsién intravenosa Emﬂ;:g(t:srcr:; por China (69)
18 -
Coix lacryma-jobi L Aceite ExpreS|o.n de las Anticancerigeno Emulsién intravenosa Emulsificacion por China (69)
semillas ultraturrax
Eucalyptus Extracto (hidro- Emulsificacion in-
19 . - alcohdlico por Antifangico Crema . Iran (71)
camaldulensis . situ
maceracion)
Fraccion
enriquecida de Emulsificacion in-
20 Launaea intybacea - taninos, fraccién Antiacné Crema situ India (73)
enriquecida de
flavonoides
Evodiamina y Extracto seco Emulsificacion in-
21 Evodia rutaecarpa rutaecapina - o Analgésico de uso tdpico Crema . China (76)
B hidroalcohélico situ
(alcaloides)
29 Aleurites ) . Extrqqto Aqalgesmo y Crema Emulsmgamon in- Brasil (78)
moluccana hidroalcohélico seco antiinflamatorio situ
Butea Extracto etandlico Aliviar sensacion de
23 Flavonoides (varias ardor, en el tratamiento Gel Gelificacion in-situ India (80)
monosperma

concentraciones)

de la gota, la lepra
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Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
24 Clerodendron ; Extracto fluido Antiinflamatorio Gel Gelificacion in-situ India (81)
infortunatum (acuoso)
25 Calophyllum ; Extracto fluido Antiinflamatorio Gel Gelificacion in-situ India (82)
inophyllum (etandlico)
Alcaloides totales,
26 Cacalia hastata L. | , Carotenoides Extracto blando Cicatrizante Gel Gelificacion in-situ Malasia (83)
totales y taninos
totales
Extracto acuoso,
. etandlico y petroleo .
27 A’bez’f‘. lebbeck ; éter de petréleo en Tratamiento de la Gel Gelificacion in-situ India (85)
inn ) psoriasis
varias
concentraciones
28 Crataegus Fenoles totales y | Extracto metandlico Antioxidante Gel hidrosoluble | Gelificacién in-situ Portugal (86)
monogyna flavonoides totales seco
Rubus ulmifolius | Polifenoles totales Tratamiento de .. Emulsificacion in- .
29 ; Extracto oleoso s Unguento . Italia (87)
Schott y taninos totales quemaduras, cicatrizante situ
Piper nigrum y .
30 Nyctanthes - Materlal(;/lsgetal en Antimalarico Suspension Mezcla simple India (88)
arbortristis P
Glycyrrhiza
glabra, . . .
31 Jasminum ) Extracto fluido Tratamiento de ulceras Jalea Mezcla simple India (89)
officinale y acuoso bucales

Mentha piperita
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Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
Agitacién
. — . e . P constante, . .
32 Tamarindus indica | Alfa hidroxiacidos Fluido (Acuoso) - Parche transdérmico L Tailandia (30, 31)
formacién del
hidrogel in-situ
Técnica de
33 Silybum marianum Silimarina - Hepatoprotector Liposomas evaporacion Tailandia (32)
reversa
Artemisia Aceite esencial de | Obtencion del aceite Formacion de
34 Artemisia esencial por arrastre Antiviral Liposomas peliculay Italia (33)
arborescens L L
arborescens con vapor sonicacion
Alcaloides
Sophora (Soforidina, Antiendotoxico, Carga pasiva
35 phore matrina, Extracto seco anticancerigeno y Etosomas ga pasivay China (34)
alopecuroides . " . carga activa
sofocarpina, antiinflamatorio
lemannina)
36 Ginkgo biloba Flavonoides ; Antioxidante, Fitosomas Complejacion de India (35)
cardioprotector fosfolipidos
. Formacion de
Flavonoides y Reflujo con etanol, nanosuspension y
37 Cuscuta chinensis . extracto seco Hepatoprotector Nanoparticulas " Taiwan (36)
lignanos P evaporacion del
liofilizado
solvente
38 Mukia scabrella - Extracto acuoso Antimicrobiano Nanoparticulas Biosintesis India (37)
Homeostatico,
tratamiento de
39 Salvia miltiorrhiza | Acido salvianolico Extracto seco enfermedades . Nanoparticulas Secado. por China (38)
coronarias, como angina aspersion
de pecho e infarto agudo
del miocardio
Extracto fluido
40 Ginkgo biloba Gincosidos etandlico absgrbldo Activacion de la funcion Nanoparticulas Homogenlzaglpn Japén (39)
en una resina cerebral por alta presion
porosa
Timol, y-terpineno Antioxidante y Gelacion por
41 Carum copticum e Aceite esencial : ) Nanoparticulas emulsificacién Iran (40)
y p-cimeno antibacterial ionica
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Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
Curcuminoidos Extracto acuoso Método de
42 Curcuma longa . y Antiinflamatorio Nanoparticulas emulsificacién por Brasil (41)
curcumina seco Iy .
fusién en caliente
Esteres de Extracto obtenido . —
43 Callendula faradiol, y por fluido Antiinflamatorio Nanoparticulas Dilucion de una Espafia (42)
officinalis o lipidicas microemulsion
carotenos supercritico
Aceite esencial de Hepatoprotector, Emulsificacion in
44 Curcuma zedoaria . Aceite esencial anticancerigeno y Nanoemulsion . China (43)
curcuma . . situ
antibacterial
45 Cal{epdu]a Quercetina, o, , y Aceite Antioxidante Nanoemulsion EmuI3|f|§:aC|on n Turquia (44)
officinalis y Tocoferol situ
46 Lippia sidoides Fenoles totales Aceite esencial Antimicrobiano Nanocapsulas Método de d'ffj,s‘ ‘on Brasil (45)
de la emulsién
Crocina,
47 Crocus sativus picrocrocinay Extracto acuoso - Nanocapsulas Secado. por Iran (46)
safranal aspersion
Aronia Extracto Extrusion
48 Polifenoles totales . o) Antioxidante Microparticulas o Serbia (48)
melanocarpa L. hidroalcohdlico electrostatica
49 Paullinia cupana | ~ Catequinay Extracto Antidepresivo Microparticulas Secado por Brasil (49)
epicatequina semipurificado Antioxidante aspersion
. Precipitacion por
50 Glycyrrhiza glabra | Acido Glicirricinico Extracto seco Antitumoral Microparticulas adicién de un no- China (50)
solvente
emulsificacion —
51 Physalis peruviana Rutina Extracto etandlico Antioxidante Microparticulas evaporacion del Colombia (102)
solvente
Extracto seco Evaporacion
52 Cassia alata - Fungicida Microencapsulado multiple emulsion- Malasia (51)
(acuoso)
solvente
Terminalia arjuna,
53 Wlthgma - Extracto Seco Tratamiento del estrés Microencapsulado Adicion de un no- India (52)
somnifera, (hidroalcohdlico) solvente

Bacopamonnieriy
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Actividad

Tecnologia

Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto P Forma farmacéutica . Pais Ref.
farmacolégica aplicada
Convolvulus
pluricaulis
Taraxacum Polifenol Secado por
54 officinale L. olifenoles y  B- Extracto acuoso Antioxidante Microencapsulado P Croacia (53)
caroteno aspersion
55 Tagetes erecta L. Luteina - Antioxidante Microencapsulado Secado. por India (54)
aspersion
56 Stevia rebaudiana | Polifenoles totales Extracto acuoso Antioxidante Microencapsulado Extrusion Brasil (55)
57 Paeonia rockii Acido galico Extracto acuoso Ant'O.X',da'.m y Microencapsulado Secado. por Italia (56)
antifungico aspersion
Gincésidos, Antlogédzgltg};::;aan;lento Secado por
58 Ginkgo biloba quercetina, Extracto seco : Dispersion solida aspersion y China (57)
cardiovascular y A L.
kampferol, . extrusién por fusion
neurodegenerativa
Echinacea
angustifolia,
60 Pestacia lentiscus, ) Extracto seco Tratamu.ant(‘) dela Tableta . Compresion Israel (61)
Lavandula halitosis mucoadhesiva
augustifolia y
Salvia officinalis
59 Bidens pilosa Polifenoles totales Extracto seco Antioxidante Tableta . Compresion Brasil (60)
mucoadhesiva
61 qug ’779”3 Taninos totales Extracto acuoso Tratarqlento de, Ie.l vena Matriz hidrofilica Secado. por Argentina (62)
virginiana varicosa crénica aspersion
62 Kaempferia Metoxi flavonas Extracto etandlico antinflamatorio Microemulsién Emulsificacion con Tailandia (58)

parviflora

ultraturrax
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el método

Estudio Especie vegetal Marcadores Tipo de extracto Act|V|d’a d Forma farmacéutica Tecn.ologla Pais Ref.
farmacolégica aplicada
Acido vanillico, )
Clerodendrum verbascosido Crema aceite en
63 . f ’ Extracto etandlico Enfermedades cutaneas agua y locién Emulsificacion Tailandia (59)
petasites nepetins y transdérmica
hispidulina
Zingiber Compuesto D; Evaporacion del
64 (E)-4-(30,40- Extracto etandlico Antiinflamatorio Parche transdérmico Tailandia (63)
cassumunar . e solvente
dimethoxifenil
Ocotea duckei Yangambina Tratamiento de la Método de
65 Vattimo ang 1y - . . Parche transdérmico formacién de Brasil (64)
epi-yangambina leishmaniasis . .
(Lauraceae) microemulsién
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Teniendo en cuenta el marco conceptual presentado, se plantearon los siguientes objetivos

para esta investigacion:

1.5 Objetivos

1.5.1  Objetivo general

Desarrollar un sistema de liberacion modificada tipo matriz hidrofilica a partir de un extracto
estandarizado de frutos de Physalis peruviana L. empleando la técnica de secado por

aspersion.
1.5.2 Objetivos especificos

e Establecer las condiciones del proceso para la obtencién del extracto seco aplicando
la metodologia de secado por aspersion (Spray dry).

e Seleccionar el (los) posible(s) polimero(s) para el desarrollo de sistemas matriciales,
aplicando aspectos propios del desarrollo de medicamentos.

e Desarrollar los sistemas matriciales hidrofilicos a ser estudiados empleando el
método de co-spray drying (co-procesamiento por secado por aspersion).

e Estudiar el mecanismo y el comportamiento fisicoquimico de la liberacion del
extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana formulado como matrices

hidrofilicas.






Capitulo 2. Aislamiento e identificacion de
marcadores farmacologicos y analiticos del
extracto de Physalis peruviana

El objetivo de este capitulo fue aislar e identificar los compuestos responsables de la
inhibicion de la a-amilasa in-vitro como posible indicador de la actividad hipoglicemiante del
extracto crudo de frutos de Physalis peruviana L., ademas de identificar marcadores
analiticos que permitieran el desarrollo, implementacion y validacion de una metodologia

analitica para la cuantificacion del extracto en las etapas posteriores de esta investigacion.

2.1 Physalis peruviana L.

2.1.1 Descripcion, distribuciéon y usos populares

Planta de la familia Solanaceae conocida popularmente en Colombia como uchuva, uchuba,
uchubo, buchuva, guchuva, alquenque, capuli, vejigon, puchero, uvilla, entre otros, de la
cual usualmente se utilizan los frutos como alimento y varias partes de la planta con fines
medicinales (103, 104).

Es una hierba de un metro de alto, que prefiere los rastrojos y lugares mas o menos
sombreados. Presenta hojas alternas, muy pecioladas, pubescentes, ovaladas, de base
obtusa o truncada y apice acuminado. Tiene flores de color amarillo y frutos globosos u
ovoides, de aproximadamente 2 cm de diametro, de color amarillo-anaranjado cuando estan
maduros, con pulpa jugosa de olor y sabor caracteristico, que contiene numerosas semillas
pequefias. Los frutos estan encerrados en un caliz acrescente globoso-ovoide, como un
farol colgante, velloso, con venas moradas salientes, de 3 cm de diametro. El caliz se
mantiene verde hasta madurar la fruta, momento en el que se torna pardo traslucido (ver
Figura 2-1) (103, 105-107).
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Figura 2-1 Physalis peruviana L. (108)

Originaria de los Andes, en Suramérica es cultivada en Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador,
Peru y Venezuela. También se encuentran cultivos comerciales en Sudafrica, Kenia y el
suroeste de Asia. En Colombia se cultiva tanto para el consumo interno como para
exportacion en los Departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, Huila, Magdalena,

Norte de Santander y Tolima, en alturas comprendidas entre 1700 y 2900 m.s.n.m. (105).

2.1.2 Usos populares reportados

Los frutos son empleados popularmente para la prevencion y tratamiento de pterigios, como
expectorante, diurético y vermifugo; para el tratamiento de la diabetes, albuminuria y
tosferina, asi como para fortalecer los dientes y evitar su caida. Segun los usuarios el
consumo diario de los frutos crudos de P. peruviana contribuye al mantenimiento de un nivel

estable de glucosa en sangre (16).
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La infusion de las flores se utiliza como tratamiento de la “tos rebelde”. A las hojas se les
atribuyen propiedades diuréticas, antiespasmadicas, antiasmaticas y se emplean solas en
el tratamiento de la litiasis renal, la gota, la tuberculosis y la depresion; se usan en
combinacion con los tallos para el alivio de contusiones, torceduras y dislocaciones 6seas.

La planta entera se utiliza como diurético, antilitiasico y antipirético (16, 105, 109-113).

2.1.3 Actividad farmacolégica

Estudios realizados con P. peruviana demostraron que la planta entera presenta actividad
diurética, las hojas actividades antihelmintica, inmunosupresora, larvicida y repelente de
insectos, y el material seco no especificado, actividad antiviral (113). Extractos
hidroetandlicos de la planta entera presentan buena actividad antioxidante, siendo ésta

mayor para el extracto en etanol 95% (114).

Para los calices se ha reportado actividad larvicida (115) y actividad antiinflamatoria,
evaluada mediante el modelo de edema auricular (113) y edema plantar en ratones (116).
Los resultados de la caracterizacion fitoquimica de extractos y fracciones de calices de P.
peruviana con actividad antiinflamatoria, sugieren que los responsables de esta actividad
son glucdsidos de ésteres alifaticos derivados de acidos de cadena corta llamados
Peruviosidos Ay B (113).

El zumo de los frutos presenta actividad antiinflamatoria en modelos de ojos de conejo y
una accion inhibitoria fuerte sobre el crecimiento de fibroblastos de conejo en medio de
cultivo, lo que sugiere que puede tener un efecto benéfico para el tratamiento de los

pterigios en humanos (112).

P. peruviana mostré actividad hipoglicemiante por via oral en ratones (15, 117). La fraccién
cloroférmica obtenida por fraccionamiento con solventes inmiscibles, a partir de un extracto
etandlico de frutos frescos potencio el efecto de la insulina exdgena en ratones
normoglicémicos (16). Este extracto etandlico total y su fraccion cloroférmica no mostro

efectos de toxicidad aparente en ratones por administracion repetida (16).
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21.4 Estudios fitoquimicos

En la Tabla 2-1 se resumen los compuestos encontrados en las diferentes partes de la
planta, dentro de los que se encuentran alcaloides, flavonoides, ésteres, algunos glicésidos
aislados como precursores del aroma, entre otros. Dentro de los compuestos mas
investigados de P. peruviana estan los Withandlidos, que probablemente son producidos
por la planta para defenderse de los parasitos que la atacan (103, 115). La estructura

general de estos compuestos se muestra en la Figura 2-2.

Figura 2-2 Estructura quimica de algunos Withandlidos presentes en P. peruviana (118-
125).

R1
Withanélido E: 4-B-Hidroxiwithanélido E: 28-Hidroxiwithanélido E:
R1=R5=R6=H R5=R6=H R1=R5=H
R3=R4=(B)OH R1=R3=R4=(B)OH R3=R4=R5=(B)OH
R2= (a)OH R2= (a)OH R2= (a)OH

R6=CH20OH
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Tabla 2-1 Compuestos quimicos aislados de Physalis peruviana (26).

Parte
analizada

Tipo de
compuesto

Compuestos aislados

Hojas

Alcaloides (126)

3B-acetoxitropano y dos isomeros N-metilpirrolidinilhigrina

Withandlidos (120,
121, 127-130)

Phyperundlido A
Phyperundlido B
Phyperundlido C
Phyperundlido D
Peruviandxido
Phyperundlido E
Phyperundlido F
1,10-seco withaperuvina C
43-hidroxiwithandlido E
2,3-dihidroxiwithandlido E
Viscondlido

Withanolido E
Withandlido F
Withanolido S
Witafisandlido
Witaperuvina D
Fisalolactona
Fisalolactona b
Fisalolactona c
23-hidroxifisalolactona

3-0-3-d-glucopiranésido de fisalolactona B

Otros esteroidales
(131, 132)

Fisalina A
Perulactona
Perulactona B
Sitosterol

24-metilno colesterol

Flavonoides (17)

No especificados

Calices

Withandlidos (133)

43-hidroxiwithandlido E
28- hidroxiwithanélido E

Esteres de

sacarosa (134)

Peruvidsido A

Peruvidsido B

Fruto

Glucésidos
136)

(135,

1-o-trans-cinamoil-B8-D-glucopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosa,
(1S,2S)-1-fenilpropano-1,2-diol 2-0-8-D-glucopiranésido,
p-ment-4(8)-ene-1,2-diol1-o0-a-I-arabinopiranosil-(1-6)-6-d-
glucopiranésido

1-fenilpropano-1,2-diol y p-ment-4(8)-ene-1,2-diol-3-0-3-d-

glucopiranosil-(1—6)-B-d-glucopirandsido de etil 3-hidroxioctanoato
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Parte
analizada

Tipo de
compuesto

Compuestos aislados

3-0-B-L-arabinopiranosil-(1—6)-6-D-glucopirandsido de butil (3R)-
hidroxibutanoato
3-0-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-8-D-glucopirandsido de butil (3S)-

hidroxibutanoato

Vitaminas (137)

a, By y-tocoferol
Vitamina K1
Vitamina C
Vitamina A
B-Caroteno

Acidos grasos

Withanolidos (115)

43-hidroxiwithandlido E , withandlido E

Alcaloides (138)

Calisteginas A3, B1, B2, y C1

Esteres (139)

Esteres del acido cinamico
Acido ascorbico

Acido 16-hidroxioxohexadecanoico

Raiz

Alcaloides (119,

122-124, 140, 141)

Figrina

Withaperuvina B
Withaperuvina C
Withaperuvina E
Withaperuvina F
Withaperuvina G
Withaperuvina H
Fisoperuvina
N-N-dimetilisoperuvina
Tigloidina

Higrina

Withandlidos (133)

43-hidroxiwithandlido E

Planta

entera

Withandlidos (142-
144)

17B-hidroxi-14,20-epoxi-1-oxo-36-(O-B-D-glucopiranosil)-wita-5,24-
dienolido

43-hidroxiwithandlido E(20R,22R)-5a,6(3,14a,20,27-pentahidroxi-1-
oxowit-24-endlido
(208S,22R)-53,6B-epoxy-43,14,15a-trihidroxi-1-oxowit-2,24-diendlido

Flavonoides (145)

Quercetina y kampferol

Alcaloides
126, 146)

(125,

(+)-Fisoperuvina trigloidina

3-a-tigloiloxitropano

(+)-Physoperuvina

(x)-Physoperuvina (3-metilamino-cicloheptanona)

sal del anion (+)-N,N-dimetilphysoperuvinion (anién desconocido)
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Si bien la uchuva es una planta conocida desde hace siglos, el potencial de esta fruta como
fuente de compuestos farmacologicamente activos hasta ahora ha comenzado a ser
explorado. Los primeros resultados de estas investigaciones han despertado gran interés
debido a sus propiedades nutricionales e industriales, siendo una candidata prometedora
para el desarrollo de productos fitoterapéuticos para el tratamiento de diversas
enfermedades (147). Sin embargo, y a pesar de tener descritos mas de 60 compuestos
aislados, hasta el momento no se ha logrado establecer cuales de ellos son los
responsables de la actividad hipoglicemiante, actividad a la que esta enfocada el presente
trabajo, por lo que adelantar estudios fitoquimicos que permitan determinar algunos de los
compuestos responsables de dicha actividad farmacolégica, se convierte en un aporte

cientifico importante.

2.2 Metodologia

2.2.1 Materiales

Metanol (Grado HPLC) de JT Baker, acetonitrilo (Grado HPLC) de JT Baker, agua de
calidad HPLC obtenida a través del sistema Milli-Q de Millipore Co®. La fructosa (Grado
reactivo analitico) y la glucosa (Grado reactivo analitico) fueron adquiridas de Sigma-Aldrich

y la glucosa (Grado reactivo analitico) de Merck.

Los frutos de P. peruviana fueron colectados en el municipio de Subia, Cundinamarca,
Colombia en Enero de 2014. Un espécimen completo de la planta fue identificado y
clasificado por el Herbario Nacional de Colombia—Universidad Nacional de Colombia y una

muestra quedoé depositada en sus archivos como referencia (N° Col. 574701).
2.2.2 Equipos

Los espectros de RMN-'H y RMN-"®C mono- y bidimensionales se registraron en un
espectrometro Bruker Avance 400 (400 MHz) (Bruker, Billerica, MA, EE.UU.) empleando
cloroformo deuterado (CDCIs) como solvente y la sefal residual del solvente como estandar
interno. Los espectros de ESI-MS fueron obtenidos en un equipo Applied Biosystems

QSTAR Elite hybrid quadrupole Time-of-Flight (-TOF). La ionizacion por electrospray (ESI)
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se realizé6 en modo positivo y los parametros de la interfase y el detector MS fueron: gas

nebulizador de flujo de 1 L/min, detector de voltaje 1,8 kV y temperatura CDL 250°C.

Para el fraccionamiento inicial se utiliz6 un HPLC semipreparativo Perkin-Elmer LC 480,
equipado con un controlador AD224, una bomba Perkin-EImer series 410 LC, un detector
de arreglo de diodos LC-480 auto scan, realizando la deteccion a una longitud de onda de
210 nm; para el segundo fraccionamiento se utilizé un equipo UHPLC Thermo Dionex
ultimate 3000 system, acoplado a un detector Ligth Scatering (ELSD) Sedex 85 (Sedere,

Francia), detectando a una temperatura de 40°C y una ganancia de 10 unidades arbitrarias.

La rotacion optica de los azucares fue medida en un polarimetro Polartronic E, Schmidt +

Haensch en agua grado purificada.

La cuantificacion de los marcadores del extracto se llevé a cabo mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), la cual se realiz6 en un equipo HPLC Agilent
Technology modelo 9100 con detector de indice de refraccion. Los datos se recogieron

mediante el software LCsolution.

2.2.3 Meétodos

2.2.3.1 Extraccion, aislamiento y purificacion

Los frutos enteros sin capacho de P. peruviana (5,0 kg) se sometieron al siguiente
procedimiento: en primer lugar fueron sumergidos en diclorometano (DCM) durante 5
minutos y el extracto asi obtenido fue concentrado para obtener la fraccién FD (4,1 g); luego,
los mismos frutos fueron sumergidos por 5 minutos en metanol (MeOH) obteniendo la
fraccion FM (6,7 g). Posteriormente, esos frutos fueron secados a 40°C siguiendo el
procedimiento establecido en trabajos anteriores (26). Una vez realizado esto, se efectud
la percolacion en etanol (EtOH) para obtener la fraccién FE (extracto crudo en etanol, 283,7
g). El extracto crudo en etanol fue fraccionado posteriormente en acetato de etilo (AcOEt),
butanol (BuOH) y agua (W) para obtener las fracciones FA (0,8 g), FB (4,8 g), FW (14,6 g),

respectivamente, luego de concentrarlos (Figura 2-3).
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Figura 2-3 Fraccionamiento de los frutos de Physalis peruviana

Frutos enteros

(5,0 kg)
Maceracion
DCM
A \ 4
FD .. Frutos
4,1 g) Maceracion
’ MeOH
Trituracidon
FM
(6,7 9) Secado
\ 4
Frutos secos 'y
triturados
Percolacion
EtOH
\ 4
FE
2837
Particion | 2057 9)
AcOEt:H,O
Particion
BuOH:H,O
FA
(0,8 9) v v
FB FW
(4.89) (14.69)

FD= Fraccion Diclorometano (DCM); FM = Fraccién Metanol (MeOH); FE = Fraccion etanol (EtOH); FA = Fraccién acetato de
etilo (AcOEt), FB = Fraccién butanol (BuOH); FW = Fraccién acuosa.

Se evalud la actividad inhibitoria de a-amilasa in-vitro de cada una de las 6 fracciones,
siguiendo la metodologia que se presenta en el numeral 2.2.3.3, siendo la fraccién de DCM

(FD), aquella que mostré6 mayor actividad. En adelante, el aislamiento del marcador
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farmacoldgico se hizo de manera bioguiada, en funcién de los resultados obtenidos en los
modelos de inhibiciébn de a-amilasa in vitro. A partir de estos ensayos, se selecciond la

fraccion de diclorometano (FD) para realizar la purificacion e identificar el marcador.

Inicialmente, la fraccion FD se eluyd en una columna por gravedad con silica gel utilizando
como fase movil 250 mL de las siguientes mezclas de solventes hexano, hexano/AcOEt
(80:20, v/v), hexano/AcOEt (50:50), hexano/AcOEt (20:80), AcOEt (100%), AcOEt/MeOH
(90:10), AcOEt/MeOH (50:50), MeOH (100%) y MeOH/H-0 (90:10), donde se colectaron 16
fracciones de 125 mL las cuales fueron posteriormente secadas al vacio para obtener las
fracciones FD1 a FD16 (Figura 2-4). La evaluacion de la actividad mostré que la fraccion

FD8 presento la mayor inhibicidn in-vitro de la a-amilasa.

Figura 2-4 Esquema de fraccionamiento de la fraccion FD a través de cromatografia en

columna y HPLC semipreparativa.

FD
Cromatografia
en columna*
V A\ 4 V
FD1 FD8 FD16
(71,8 mqg) (676,3mg) (7,0 mg)

HPLC
semipreparativa**

v v v

FD8.1 FD8.6 FD8.8
(0,5 mg) (310,4 mg) (2,7 mg)
HPLC

*kk

semipreparativa

RS I S S S S

FD8.6.1 FD8.6.3 FD8.6.10 FD8.6.12 FD8.6.18 FD8.6. 20 FD8.6.28
(8,8 mg) (12,2 mg) (44,1 mg) (41,7 mg) (3,9mg) (6,7 mg) (6,7 mg)

* Fase estacionaria: Silica 60. Fase mévil: 250 mL c/u hexano 100; hexano:acetato de etilo 80:20; hexano:acetato de etilo

50:50; hexano:acetato de etilo 20:80; acetato de etilo 100; acetato de etilo:metanol 90:10; acetato de etilo:metanol 50:50;
metanol 100; metanol:agua 90:10.

**Volumen de inyeccion 20 yL; Fase estacionaria: Columna XDB-C18 (5 ym; 9,5 X 250 mm); Fase mévil: H2O/MeOH (30:70),
5 min; MeOH 100, 20 min; MeOH 100, 10 min; H2O/MeOH (30:70), 5 min; Flujo 2 mL/min; detector DAD: A: 210 nm.
***Volumen de inyeccién 20 yL; Fase estacionaria: Columna XDB-C18 (5 ym; 9,5 X 250 mm); Fase movil: H.O/MeOH (10:90),
30 min; MeOH 100, 5 min; MeOH 100, 10 min; H20/MeOH (10:90) 5 min; Flujo 1,5 mL/min; detector ELSD ganancia 10;

temperatura 40°C.
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Posteriormente, FD8 (676,3 mg) fue concentrada hasta 20 mL y filtrada a través de un filtro
de membrana (0,45 pm, Millipore). Se realizaron inyecciones repetidas de esta fraccién
(676,3 mg) en un equipo de HPLC Perkin-Elmer LC 480, realizando la deteccion a una
longitud de onda de 210 nm; como fase estacionaria se utilizé una columna semipreparativa
Zorbax Eclips XDB (250 mm X 9,4 mm, 5 ym,) y como fase movil se utilizé un gradiente de:
H>0/MeOH (30:70) 5 min a (0:100) en 20 min, seguido por MeOH (100%) por 10 min, con
una velocidad de flujo de 2 mL/min. Se colectaron fracciones cada 5 minutos obteniendo
ocho fracciones FD8.1 a FD8.8 (Figura 2-4), las cuales corresponden a un liquido viscoso
e incoloro. De estas, la fraccién FD8.6 (310 mg) fue la que presentd la mayor inhibicién in-

vitro de a-amilasa.

Finalmente, 300 mg de FD8.6 fueron fraccionados utilizando un equipo UHPLC Thermo
Dionex ultimate 3000 system, con un detector acoplado de Ligth Scatering (ELSD) Sedex
85. Como fase estacionaria se utilizé una columna C18 Zorbax Eclipse XDB (250 mm X 9,4
mm, 5 ym), como fase movil se utilizé el gradiente: H,O/MeOH (10:90) por 30 minutos,
posteriormente se llevd hasta (0:100) en 5 min, seguido de MeOH (100) por 10 min, y
nuevamente se llevdo a H,O/MeOH (10:90) por 5 min, con un flujo de 1,5 mL/min. Se
obtuvieron 28 fracciones FD8.6.1 a FD8.6.28, para obtener los compuestos P1 (8,8 mg), P2
(12,2 mg), P3 (3,9 mg) y P4 (6,7 mg), junto con las fracciones FD8.6.10 y FD8.6.12, que
corresponden a los compuestos P5 y P6, respectivamente. Estas fracciones fueron
caracterizadas a través de RMN mono y bidimensional y espectroscopia de masas para la

elucidacion de las estructuras.

2.2.3.2 Hidrdlisis basica de los compuestos

Se llevo a cabo la hidroélisis de cada uno de los compuestos P1 a P4 con el fin de determinar
el tipo de azucar y los acidos grasos presentes. Se disolvieron 2 mg de cada compuesto
purificado por separado en 10 mL de una solucion de KOH al 5% en metanol y se colocaron
en reflujo por 1 hora. La solucion basica se enfrié y se neutralizdé cuidadosamente con HCI
2N y se diluy6 con 10 mL de agua. La solucién resultante fue extraida con éter etilico Et.O
(3 X 10 mL). El solido que quedo en la fraccion acuosa fue analizado por RMN-H (400
MHz, CDCls).
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2.2.3.3 Ensayo in-vitro de inhibicion de a-amilasa.

El ensayo in—vitro de inhibicion de a-amilasa, se realizé de acuerdo a la metodologia de
inhibicién de alfa amilasa (Remazol Brilliant Blue) (148), descrita por Hansawasdi-Kawabata

(149) y modificada por Rey et al. (150, 151), que se detalla en el Anexo A.

La alfa amilasa hidroliza los enlaces 1-4 glicosidicos, produciendo azucares simples,
principalmente glucosa y maltosa a partir de polisacaridos (152), por lo que su inhibicion
también estad asociada a la reduccion de niveles de glucosa en sangre. Los resultados
obtenidos en los ensayos in-vitro de inhibicién de a-amilasa fueron expresados como la
media aritmética de los valores + desviacion estandar. Los datos fueron analizados
mediante analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido del test de Tukey y la prueba
de Dunnett, con el fin de evidenciar cual o cuales fueron las fracciones con mayor capacidad
inhibitoria. Como control positivo se utilizé la acarbosa (Figura 2-5), la cual es es un
oligosacarido que se obtiene del Actinoplanes utahensis utilizado como farmaco para tratar
la diabetes mellitus tipo 2. Es un inhibidor de la alfa-glucosidasa, una enzima que libera la

glucosa a partir de hidratos de carbono complejos (5, 153).

Figura 2-5 Acarbosa

OH
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2.2.3.4 Cuantificacidon de glucosa y fructosa por HPLC

Debido a que la proporcion presente de los marcadores farmacologicos (ésteres de
sacarosa) es baja en el extracto, no fue posible llevar a cabo su cuantificacién, por lo tanto
se decidio evaluar la cantidad de azucares mayoritarios presentes en el extracto (glucosa y
fructosa), que se constituiran para las etapas posteriores del desarrollo del producto
fitoterapéutico en los marcadores analiticos a los que se les hara el seguimiento. La
cuantificacion de glucosa y fructosa se llevé a cabo mediante la técnica de cromatografia

liquida de alta eficiencia (HPLC).

2.2.3.5 Desarrollo del método analitico por HPLC

» Condiciones cromatograficas

Teniendo en cuenta estudios previos para azucares en extractos vegetales y frutas (154,
155), se desarrollé un método cromatografico de acuerdo a las necesidades y condiciones
de trabajo, empleando como se menciond HPLC en fase reversa con detector de indice de
refraccion. Se realizaron diferentes analisis para la determinacion de la temperatura de la
columna y las condiciones de la fase moévil. Como fase estacionaria se utilizé una columna
Aminex® HPX 87H (300 mm x 7,8 mm, 9 um) con una temperatura del horno de 60 °C. Para
el método se utiliz6 como fase movil H:SO4 0,05 mM vy la velocidad de flujo se mantuvo
constante a 0,6 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 10 yL. Cada solucion fue filtrada a

través de una membrana de 0,45 um antes de inyectar en el equipo de HPLC.

» Validacion de la metodologia analitica

El método analitico fue validado segun las directrices de la ICH Q2R1 (156), en cuanto a:
selectividad, linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion.
Cada uno de estos parametros fue evaluado para determinar la fiabilidad de la metodologia
analitica desarrollada para la cuantificacion de glucosa y fructosa en el extracto de frutos

de P. peruviana. La metodologia detallada se presenta en el Anexo B.
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2.3 Resultados y discusién

2.3.1 Extraccion, aislamiento y purificacion

A partir de los frutos de P. peruviana se realizaron una serie de extracciones y particiones
con el fin de determinar si la actividad se concentra en los compuestos que exuda el fruto o
en los compuestos al interior de este y fraccionarlos de acuerdo a su polaridad. Asi, se
obtuvieron extractos de polaridad media (FD) y alta (FM), de los compuestos que recubren
al fruto entero y el extracto etandlico del fruto homogenizado y secado (FE), que fue
posteriormente fraccionado para obtener fracciones de polaridad media (FA), polaridad alta
(FB) y el residuo acuoso de la extraccion (FW). Para definir la fraccion a utilizar para el
aislamiento y purificacion del marcador terapéutico, se realizd el seguimiento bioguiado del
fraccionamiento mediante la utilizacién de ensayos in-vitro de inhibicion de la a-amilasa
(150, 151). El resultado de este ensayo mostré que, aunque la actividad se observo en los
extractos FD, FM, FE, FA y FB, la actividad se concentr6 en el extracto en diclorometano,
FD, con valores de inhibicién similares a los observados para la acarbosa empleada como

control positivo (Figura 2-6).

Posteriormente, se realizé un fraccionamiento bioguiado de los compuestos responsables
de la actividad a partir de FD, empezando por el fraccionamiento de FD por cromatografia
flash. Los resultados del ensayo aplicado a las 16 fracciones mostré que la actividad se
concentrd en la fraccion FD8 (Figura 2-7), que fue posteriormente fraccionada por HPLC
semipreparativo en una columna C18 Zorbax Eclipse XDB (250 mm X 9,4 mm, 5 ym), que

permitio la obtencion de los compuestos P1 a P6 (Figura 2-8).
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Figura 2-6 Actividad in-vitro de inhibiciéon de a amilasa para el fraccionamiento del extracto
de frutos de Physalis peruviana.
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FD= Fraccién Diclorometano (DCM); FM = Fracciéon Metanol (MeOH); FE = Fraccién Etanol (EtOH); FA = Fraccion Acetato
de Etilo (AcOEt), FB = Fraccion Butanol (BuOH); FW = Fraccion Acuosa. Los resultados fueron analizados mediante analisis

Inhibicién de alfa amilasa (%)

FW Acarbosa

de varianza de una via (ANOVA), seguido de test de Tukey y test de Dunett, * Las fracciones no presentan diferencias
significativas en comparacion con el grupo control P<0,05.

Figura 2-7 Actividad in-vitro de inhibicién de a amilasa para el fraccionamiento de FD
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FD= Fraccién Diclorometano (FD). Los resultados fueron analizados mediante andlisis de varianza de una via (ANOVA),
seguido de test de Dunett, * Las fracciones no presentan diferencias significativas en comparacion con el grupo control P<0,05.
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Figura 2-8 Perfil cromatografico UHPLC de la fraccién FD8
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Volumen de inyeccién 20 uL; Fase estacionaria: Columna XDB-C18 (5 ym; 9,5 X 250 mm); Fase moévil: MeOH : H20 90:10,
30 min; MeOH 100, 5 min; MeOH 100, 10 min; MeOH : H20 90:10, 5 min; Flujo 1,5 mL/min; detector ELSD, ganancia 10;
temperatura 40°C.

2.3.2 Elucidacién estructural de los compuestos

El compuesto P1 (9 mg, Figura 2-9 1), fue aislado como un liquido viscoso e incoloro. Su
férmula molecular fue establecida como Cs:Hs4O1s, por el idn obtenido en ESI-MS en m/z
701,3375, calculado para Cs;HssNaO+s, 701,3354, error 2,9 ppm, (Anexo C). El espectro de
RMN-"H (400 MHz, CDCl3, Tabla 2-2) mostrd sefiales para 8 protones carbonilicos con
desplazamientos caracteristicos de unidades de azucares en 64 5,60 (1H, d, J = 3,3 Hz);
547 (1H, t, J=9,9); 5,20 (1H, d, J=7,9); 4,95 (1H, d, J=9,9); 4,92 (1H, dd, J = 9,6, 2,2);
4,52 (1H,t, J=7,9); 4,15 (1H, d, J = 9,8); 3,92 (1H, m); tres metilenos enlazados a oxigeno
con senales en 64 3,89 (1H, m) y 3,75 (1H, m); 3,60 (2H, m); 3,58 (1H, d, J= 13,0 Hz) y
3,46 (1H, d, J = 13,0 Hz). Se observaron también sefiales de septetos caracteristicos de
tres grupos isobutilo en 6+ 2,75 (1H, sp, J=7,0 Hz); 2,51 (1H, sp, J = 7,0 Hz); 2,45 (1H, sp,
J = 7,0 Hz), ademas de sefales para una cadena de metilenos y sefales multipletes de

metilos entre o4 2,25 y 1,25, junto con un metilo terminal de un acido graso a o4 0,87.
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En el espectro de RMN-"3C (CDCls, 100 MHz, Tabla 2-2) se observaron sefiales para cuatro
carbonilos de ésteres en &¢ 177,81; 176,00; 175,76; 172,87; sefiales para dos carbonos
anomeéricos (6c 103,82; 89,38); 7 hidroximetinos (6¢c 82,54; 79,05; 72,04; 71,30; 70,03;
68,98; 68,24) y tres hidroximetilenos (6c 64,54; 61,50; 59,92), caracteristicos de
subunidades de azucar tipo sacarosa. Ademas, se observaron cuatro sefales en 6¢ 33,99;
33,90; 33,87; 33,83 y sefiales caracteristicas de cadenas alifaticas (6¢ 31,56; 29,00; 28,85;
24,54; 22,56 y 14,04).

Estas sefiales guardan una alta semejanza con los Peruviosidos A y B, ésteres de sacarosa
previamente aislados de los calices de P. peruviana (116, 134), caracterizados por tener un
acido graso de cadena larga (C10) en la posiciéon 2 y con sustituyentes isobutirilo en las
posiciones 3, 4 y 3" de la sacarosa (Figura 2-10). La asignacion de las sefiales se realizo
por experimentos HSQC y los analisis de los espectros de COSY y HMBC (Tabla 2-2)
permitié establecer que el acido graso de la posicion dos tenia una longitud de 8 atomos de
carbono con sefiales a 172,87; 33,83; 31,56; 29,00; 28,85; 24,54; 22,56 y 14,04, para los
atomos de carbonos C-1” a C-8”, lo cual fue confirmado por el analisis del espectro de
RMN-"*C y de espectro de masas donde se observé un ion en m/z 701, indicando que la

férmula tiene 28 unidades de masa menos que la del Peruvidsido A (reportado en m/z 729).

La configuracion relativa de la sacarosa fue determinada por el andlisis de las constantes
de acoplamiento H-H y por comparacion de los espectros de RMN-"H y RMN-"3C reportados
en la literatura (134). Después de la hidrdlisis basica del compuesto P1, fueron obtenidos
los residuos de sacarosa, como un polvo blanco amorfo, analizado por RMN, donde se
encontraron sefiales de RMN-'H (400 MHz, CDCls) &4 5,71 (1H, d, J = 8,3 Hz, anomérico),
5,47 (1H, t, J =9,9 Hz, —-CHOH), 5,36 (1H, d, J = 5,7 Hz, -CHOH), 5,24 (1H, dd, J = 20,2,
10,7 Hz, CHOH), 4,95 (1H, d, J = 5,4 Hz, -CHOH), 4,61 (1H, d, J =11,2 Hz, —-CH,OH), 4,21
(1H, m,—-CH), 3,87 (1H, s, —CH), 3,84 (1H, d, J = 9,7 Hz, -CHOH), 3,72 (1H, d, J = 13,3 Hz,
—CHOH), 3,64 (2H, m, —.CH,0OH), 3,55 (1H, d, J = 12,0 Hz, -.CHOH), 3,49 (1H, d, J = 9,0 Hz,
—CHOH). Estos resultados fueron confirmados por comparacion de su rotacion 6ptica con
la de un estandar mostrando coincidencia en la magnitud y el signo de la rotacién éptica
([a]o producto =+52,7°, [a]p estandar = +66°) (157-160). Asi, la estructura del compuesto
P1, se estableci6 como se presenta en la Figura 2-9 1, la cual no ha sido previamente

descrita en la naturaleza, por lo cual se denominé como Peruviésido C.
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Tabla 2-2 Datos de RMN-"H, RMN-"*C y 2D-HMBC para los compuestos P1-P4 (CDCl3;, 400 MHz)

Peruviésido C (P1) Peruviésido D (P2) Peruviésido E (P3) Peruvidsido F (P4)

Posicion S¢; tipo Su; (Jin Hz) HMBC &c; tipo Su; (Jin Hz) HMBC 8c; tipo Su; (Jin Hz) HMBC &c; tipo Su; (Jin Hz) HMBC

Unidad de glucosa

1 89,38; CH 5,60; d; (33) 52 89,41; CH 5,59, d; (3.6) 52 89,40; CH 5,59, d; (3.7) 52 89,47; CH 547.d; (3.7) 52
2 70,03; CH 4,92 dd; (9,6;2.2) 31 70,10; CH 491, d; (38) 31 70,06; CH 4,92, d; (3.9) 31 70,16; CH 491, d; (2:4) 31
3 68,98; CH 547,1(9,9) 69,05; CH 5,46, dd; (13,5;6,2) 24,17 69,02; CH 547,1(9,9) 24,17 69,08; CH 5,46, 1, (9.9) 24,17
4 68,24; CH 4,95, d; (9,9) 68,29; CH 4,95, d; (9.8) 35,6, 1" 68,25; CH 4,95d (4.5) 35,6, 1" 68,34; CH 4,95, d; (7,5) 35,6, 1"
5 72,04; CH 4,15, d; (9,8) 72,03; CH 4,15, ddd; (4.5,2,3; 72,18; CH 4154 (10,1) 72,02; CH 4,14 dd; (102;
6 61,50; CH, 3,60, m 61,55; CH, 3,55,m 61,60; CH, 3,58,m 61,56; CH, 3,58,m
Unidad de fructosa

ra 3,58, d; (13,0) 3,59, d; (7,0) 3,58, d; (13,4) 3,57.d; (33)

64,54; CH, 64,62; CH, 64,69; CH, 64,55; CH,
b 3,46, d; (13,0) 3,46, d; (4.9) 3,46, d; (11,6) 3471 (11,3)
> 103,82 C ; 103,84; C 103,81, C ; 103,94; C ;
3 79,05; CH 5,20, d; (7.9) 79,11; CH 5,21 d; (8.1) T 79,12; CH 5,18 d; (8,1) T 79,21; CH 5,22 d; (8.1) T
7 71,30; CH 4521 (7,9) 71,32; CH 452,1; (8,0) 35,6 71,19; CH 459 1; (8.2) 35,6 71,28; CH 4551, (8.2) 35,6
5 82,54; CH 392m 7 82,61; CH 3,95m 7 82,55; CH 393 m 7 82,61; CH 391 m 7
6'a 3,89;m 3,88;m 3,89;m 3,73;d (1,6)

59,92; CH, 7 59,90; CH, 7 59,73; CH, 7 59,88; CH, 7
6b 3,75,m 3,72, d; (13.4) 3,73,d(12,3) 3,70,d (2,0)

Sustituyente en 2

1 172,87, C ; 172,87, C ; 172,78, C ; 172,88, C ;
2 33,83; CH, 2,25,m 3 33,86; CH, 2,25,m 3 34,05; CH, 2,25,m 3 33,93; CH, 2,25,m 3
3 24,54; CH, 1,54;m 2 24,54; CH, 1,53, m 2 24,57; CH, 1,54;m 2 24,57; CH, 1,56;m 2
4 28,85; CH, 1,25, br.s 29,14; CH, 1,24; brs 29,08; CH 1,25, br.s 29,57; CH 1,24; br.s
5 29,00; CH, 1,25; br.s 29,05 - 29,01; CHz™ 1,24; brs 29,22; CH 1,25; br.s 29,57; CH 1,24; br.s
6" 31,56; CH, 1,25; br.s 31,75; CH, 1,24; brs 29,31; CH 1,25; br.s 29,39 ; CH™ 1,24; br.s
7 22,56; CH, 1,25; br.s 22,58; CH, 1,24; brs 29,39; CH 1,25; br.s 29,30 ; CH™ 1,24; br.s
8" 14,04; CHs 0,87 4,(67) 677" 14,03; CHs 0,86:1; (6.8) 677" 29,58; CH™ 1,25; br.s 29,21; CH 1,24; br.s

9” 29,69; CH,** 1,25; br.s 29,09; CH** 1,24; br.s
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Peruviésido C (P1) Peruviésido D (P2) Peruviésido E (P3) Peruviésido F (P4)
Posicion S¢; tipo Sy; (Jin Hz) HMBC S¢; tipo Sy; (Jin Hz) HMBC S¢; tipo Sy; (Jin Hz) HMBC Sc¢; tipo Ow; (Jin Hz) HMBC

10” 31,89; CH: 1,25; br.s 31,88; CH: 1,24; br.s

117 22,66; CH: 1,25; br.s 22,66; CH: 1,24; br.s

127 14,08; CHa 0,88; t; (6,8) 10”7 11 14,07; CHa 0,87; t;(7,0) 6", 7"
Sustituyente en 3

17 175,76; C - 175,71; C - 175,73; C - 174,05; C -

2" 33,87; CH 2,45; sp; (7,0) 33,88; CH 2,45; sp; (7,0) 33,89; CH 2,45; sp; (7,0) 33,87; CH 2,45; sp; (7,0)

3"a 18,66-19,08; CH3* 1,07; d; (7,0) 2" 18,67-19,07; CHsz* 1,08; d; (7,0) 2" 18,71-19,06; CHs* 1,07; d; (0,8) 2" 18,88-18,75; CH3 1,08d; (7,0) 2"

3"b 18,66-19,08; CH3* 1,08; d; (7,0) 2" 18,67-19,07; CHz* 1,06; d; (7,0) 2" 18,71-19,06; CHsz* 1,08; d; (0,8) 2" 18,88-18,75; CH3 1,07 d; (7,0) 2"
Sustituyente en 4

(B 176,00; C - 175,96, C - 175,98, C - 17563, C -

2m 33,90; CH 2,51; sp (7,0) 3™ 33,92; CH 2,51; sp; (7,0) 3™ 33,93; CH 2,51; sp; (7,0) 3™ 33,89; CH 2,52; sp; (7,0) 3"

3"a 18,66-19,08; CH3* 1,14; d; (7,0) 2m 18,67-19,07; CHsz* 1,13;d 2m 18,71-19,06; CHsz* 1,14; d; (7,0) 2m 18,88-18,75; CH3 1,13; d; (2,0) 2m

3"b 18,66-19,08; CH3* 1,06 ; d; (7,0) 2m 18,67-19,07; CHsz* 1,11; d; (1,5) 18,71-19,06; CHs* 1,05; d; (7,0) 2m 18,88-18,75; CH3 1,11d; (7,0) 2
Sustituyente en 3’

17 177,81;C - 177,80; C - 177,93; C - 176,06; C

2 33,99; CH 2,75: sp; (7,0) 3 43,13; CH 2,39; dd; (6,7; 12,8) 47 34,02; CH 2,755p (7.0) 3 43,15; CH 2'40?12%)(7'0? 47

3" 25,84; CH; 2,20;m 2m 25,87; CH: 2,19; d; (7,0) 2m

3""a 18,66-19,08; CH3* 1,32; d; (7,0) 2m 18,71-19,06; CHs* 1,33; d; (7,0) 2m

18,66-19,08; CHs" 1,29, d; (7,0) 18,71-19,06; CHs* 1,29; d; (7,0) 2
22,54; CHs 1,05;d; (2,5) 22,30; CHs 1,06; d; (14)
4"b 24,54; CHs 1,03; d; (2,5) a 22,42; CHs 1,04;d; (13) 27 ;37 4

*No fue posible determinar la multiplicidad
**Las sefales pueden ser intercambiables
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Figura 2-9 Esteres de sacarosa de los frutos de Physalis peruviana

O 8" O 3"a
1 Ry= RM RoRg Ry = Rfﬁ/
3"b

(0] 0]
12" J om 3"a
3 Ry= RWO RoR3R4 = R1w2

1. Peruviosido C; 2. Peruviosido D; 3. Peruviésido E; 4. Peruviésido F; 5. 1. Peruvidsido A; 6. Peruviésido B.

Figura 2-10 Estructura propuesta y correlaciones importantes en HMBC para el compuesto
P2.

El compuesto P2 (12 mg) fue aislado como un liquido viscoso e incoloro con una férmula
molecular establecida Cs3Hs6015, por el ion obtenido en ESI-MS en m/z 715,3511, calculado
para CasHseNaO+s, 715,3311, error 0,1 ppm (Anexo C). El espectro de RMN-'H (400 MHz,

CDCls, Tabla 2-2) mostré sefiales para 8 protones carbonilicos similares al Peruviosido B
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con desplazamientos caracteristicos de unidades de azucares en 64 5,59 (1H, d, J = 3,6
Hz); 5,46 (1H, dd, J = 13,5; 6,2 Hz); 5,21 (1H, d, J = 8,1 Hz); 4,95 (1H, d, J = 9,8 HZz); 4,91
(1H, d, J=3,8 Hz), 4,52 (1H, t, J = 8,0); 4,15 (1H, ddd, J = 4,5; 3,2; 2,3 Hz); 3,95 (1H, m);
tres metilenos enlazados a oxigeno con sefales en &4 3,88 (1H, m)y 3,72 (1H, d, J=13,4
Hz; 3,59 (1H, d, 7,0 Hz) ); 3,55 (2H, m) y 3,46 (1H, d, J = 4,9 Hz). También sefales para
dos isobutil ésteres en &1 2,51 (1H, sp, J=7,0 Hz) y 2,45 (1H, sp, J = 7,0 Hz), junto con
sefiales a ox 2,39, (2H, dd, 12,8, 6,7), 2,25 (2H, m), 2,20 (1H, m) y 0,86 (3H, t, 6,8) que

sugieren la presencia de una cadena de isovalerilo y una cadena de acido graso.

En el espectro de RMN-"3C del compuesto P2 (CDCls;, 100 MHz, Tabla 2-2) se observaron
sefales para cuatro carbonilos de ésteres en &¢ 177,80; 175,96; 175,71; 172,87 y sefales
para una sacarosa en o¢c 103,84; 89,41; 82,61; 79,11; 72,03; 71,32; 70,10; 69,05; 68,29;
64,62; 61,55 y 59,90. Ademas de varias sefiales a d¢ 33,86; 31,75; 29,14; 29,05 — 29,01;

24,54, 22,58 y 14,03, caracteristicas de cadenas alifaticas.

Estos datos son similares a los reportados para el Peruviésido B, un éster de sacarosa
caracterizado por tener un acido graso de cadena larga (Cio) en la posiciéon 2 y con
sustituyentes isobutirilo en C-3 y C-4 y un isovalerilo en C-3" de la sacarosa. La asignacion
de las sefiales se realizd por experimentos HSQC y HMBC. La presencia del sustituyente
isovalerilo se soporté por comparacion de las sefiales de metileno a 6x 2,39, (2H, dd, J =
12,8, 6,7 Hz) / 8¢ 43,13 y por comparacion de sefiales de RMN-"*C a 33,92; 33,88; 33,86
con los reportados para el Peruviosido B (134). El analisis de los espectros COSY (Tabla
2-2) permitieron establecer un sistema spin entre el metileno del isovalerilo a 6y 2,39 (8¢
43,14) y el metino a 2,20 (6¢ 25,84). De la misma manera, las correlaciones observadas
en HMBC entre los protones del metileno en &+ 2,39 y el metilo en &¢ 22,84 las correlaciones
de los metilos terminales en d4 1,05 y 1,03 con los carbonos en &¢c 43,13 y 25,84, las
correlaciones observadas entre los protones en du 2,20 con el carbono en &¢ 43,13,
permiten proponer de manera inequivoca la presencia de una subunidad de isovalerilo
comun en este tipo de compuestos (116, 134, 161), la cual se asigno a la posicion C-3" por
la correlacion observada en HMBC entre el protén en &4 5,21 de la posicion C-37" de la
subunidad de fructosa con el carbonilo en &¢ 177,80. Asi, se establecio la estructura del
compuesto P2 (Figura 2-9 2), denominado Peruvitsido D, el cual no habia sido previamente

aislado de fuentes naturales.

El compuesto P3 (4 mg, Figura 2-9 3), se aislé como un liquido viscoso e incoloro cuya
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formula molecular fue establecida CseHe2015, por el i6n obtenido en ESI-MS en m/z
757,3982, (calculado para CssHe2NaO+s, 757,398, error 0,1 ppm, Anexo C), lo que sugiere
la presencia de cuatro grupos metilenos adicionales en comparacion con el compuesto P1
(Peruvidsido C). El espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl3, Tabla 2-2) mostré sefiales para
8 protones carbonilicos, tres metilenos enlazados a oxigenos y sefales de septetos
caracteristicos de tres grupos isobutilo en 61 2,75 (1H, sp, J= 7,0 Hz); 2,51 (1H, sp, J=7,0
Hz); 2,45 (1H, sp, J = 7,0 Hz), ademas de sefiales para una cadena de metilenos que
muestran coincidencia con las encontradas para los ésteres de sacarosa previamente

presentados para los Peruviésidos A y C (compuesto P1 y P2).

En el espectro de RMN-C para el compuesto P3 (CDCls, 400 MHz, Tabla 2-2) se
observaron sefiales para una sacarosa en d¢c 103,81, 89,40, 82,55; 79,12; 72,18; 71,19;
70,06; 69,02; 68,25; 64,69; 61,60 y 59,73, ademas de cuatro sefiales para carbonilos de
ésteres en d¢ 177,93; 175,98; 175,73; 172,78 y sus a-carbonos &¢c 34,02; 33,93; 33,89 y
34,05 y sefales para la cadena del acido graso en d¢c 172,78; 34,05; 31,89; 29,69; 29,58;
29,39; 29,31; 29,22; 29,08; 24,57; 22,66 y 14,08, caracteristicas de cadenas alifaticas,
indicando que el compuesto P3 es otro éster de sacarosa similar a los Peruviésidos Ay C.
Sin embargo, se observaron diferencias en la longitud de la cadena del acido graso con la
aparicion de sefales de metilenos para un acido graso de 12 atomos de carbono. Esto es
soportado por el analisis de MS donde la formula molecular mostré tener cuatro metilenos
mas que el Peruvidsido C. La asignacion de sefales realizada por experimentos de HSQC,
y la elucidacion fue corroborada por los analisis de los espectros COSY y HMBC
permitiendo establecer la estructura del compuesto P3, como se presenta en la, Figura 2-9
3, que no ha sido previamente descrito en la naturaleza, por lo cual se denominé como

Peruviésido E.

Finalmente, el compuesto correspondiente a P4 (7 mg, Figura 2-9 4), fue aislado como un
liquido viscoso e incoloro con una féormula molecular Cs7Hs4O15 que fue establecida por el
i6on obtenido en ESI-MS en m/z 771,4156, (calculado para CssHesNaO+s, 771,4137, error 1,9
ppm. (Anexo C). El espectro de RMN-"H (400 MHz, CDCl; Tabla 2-2), mostro ser un éster
de sacarosa con sefiales caracteristicas de dos grupos isobutilo y un isovalerilo en &+ 2,40,
(2H, dd, 14,0, 7,0), estas sefiales muestran coincidencia con las encontradas para el

Peruviésido D (compuesto P2).

En el espectro de RMN-"3C para este compuesto (CDCls;, 100 MHz, Tabla 2-2) asi como el
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analisis de los espectros HSQC y HMBC (Tabla 2-2) permitieron confirmar la propuesta de
estructura para este compuesto. La diferencia con el Peruviosido D fue la longitud de la
cadena del acido graso de la posicion 2, el cual tenia una longitud de 12 atomos de carbono,
con sefales en d¢ 172,88; 33,93; 31,88; 29,57; 29,57; 29,39; 29,30; 29,21; 29,09; 24,57;
22,66 y 14,07, y la formula molecular C37HssNaOss, la cual muestra la presencia de cuatro
metilenos mas que en el Peruviésido D. Asi, la estructura del compuesto P4, se establecio

como se presenta en la Figura 2-9 4.

Finalmente, el mismo analisis espectroscopico aplicado a los compuestos P1 a P4 fue
aplicado para las fracciones FD8.6.10 y FD8.6.12 permitiendo identificar el Peruvioésido A

(compuesto P5) y B (compuesto P6), previamente reportados por Franco et al. (116, 134).

Los Peruviésidos A a F son descritos como una familia de ésteres de sacarosa
caracterizados por la presencia de grupos isobutilos en la posicion C-4 la subunidad de
glucosa. Esta clase de compuestos han sido descritos previamente en otras especies de
Physalis como P. philadelphica Lam.y P. angulata (140, 162), asi mismo, en otros exudados
comunmente observados en solanaceas como los provenientes de los géneros
Lycopersicon, Nicotiana, Petuniay Solanum (159, 160). Ademas de los frutos, estos ésteres
de sacarosa también estan presentes en los tricomas y se cree que protegen a la planta y
a los frutos frente a insectos y hongos. También ha sido reportado que estos compuestos
son responsables de la actividad antiinflamatoria en los extractos de esta especie (162).
Como en otras especies, estos ésteres de sacarosa son considerados como el principal

material de los exudados obtenidos, principalmente en la fraccion FD.

La actividad in-vitro, de los Peruviosidos A-F se muestran en la Figura 2-11, en donde se
observa que el Peruvidsido B y F son los mas activas, seguidos por los Peruviésidos E, D
y C.

2.3.3 Cuantificacion de glucosa y fructosa por HPLC

Luego de la descripcion de los marcadores terapéuticos presentes en la fraccion FD, se
desarrollé una metodologia por HPLC para la determinacion de los marcadores analiticos
en las siguientes etapas del desarrollo del producto fitoterapéutico. Esta metodologia

permitira por ejemplo, evaluar la liberacion del extracto etandlico de frutos de P. peruviana
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a partir del sistema de liberacién modificada.

Figura 2-11 Actividad in-vitro expresada de inhibicion de a amilasa para los Peruviosidos
A-F.

100 1
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* :

. ) I
60 1 * I *

L

40
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0 : : : : : :
1 2 3 4 5 6

Acarbosa

Inhibicién de alfa amilasa (%)

1: Peruviosido C; 2: Peruvidsido D; 3: Peruvidsido E; 4: Peruvidsido F; 5: Peruviosido A; 6: Peruviosido B. Los datos se
presentan como la media de las observaciones * desviacion estandar * Las fracciones no presentan diferencias

significativas en comparacion con el grupo control P<0,05

2.3.3.1 Desarrollo del método analitico

En primera instancia se intenté desarrollar un método cromatografico para la cuantificacion
de los Peruviosidos A — F. Sin embargo, luego de repetidos intentos empleando detectores
UV, IR y detector ELSD, esto no fue posible, debido a la baja concentracién de estos
compuestos frente a la alta concentracion de azucares en la fraccion FE, tal y como se
muestra en la Figura 2-12 y la Los NADES (Figura 2-13), presentes en el extracto
posiblemente estan reteniendo varios de los metabolitos secundarios, aumentando la

dificultad para encontrar un marcador que permita la cuantificacion del extracto.

Por tal motivo, en este trabajo se desarrollé un método por HPLC-IR para la cuantificacion
de glucosa, fructosa y sacarosa, las cuales se emplean como marcadores analiticos. Para

productos alimenticios y frutas (154, 168), es comun encontrar sistemas cromatograficos
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no convencionales para la identificacion de azucares del tipo glucosa, fructosa y sacarosa
(155).

Figura 2-13.

Esta dificultad podria deberse a la naturaleza del extracto, en el cual se identifico en el perfil
de RMN-"H basados en el trabajo publicado por Cafari et al. (163) la presencia de sacarosa,
glucosa, acido malico, acido citrico, GABA, glicina, purina, valina, entre otros compuestos
(Figura 2-13). Estos compuestos se conoce que hacen parte de los “disolventes eutécticos
profundos de origen natural’, NADES de su sigla en inglés (Natural deep eutectic solvents),
que corresponden a liquidos iénicos de origen biolégico y solventes eutécticos profundos
(164-167). Estos compuestos son tipicamente encontradas en frutos en cantidades

abundantes.

Figura 2-12 Perfil cromatografico del extracto de frutos de Physalis peruviana (Detector
ELSD)

Esteres de Sacarosa MeOH-W 80-20 #7 Extracto Total Signal_1

300 mV

min

Volumen de inyeccién 20 uL; Fase estacionaria: Columna XDB-C18 (5 um; 9,5 X 250 mm); Fase mévil: MeOH/H20 90:10, 30
min; MeOH 100, 5 min; MeOH 100, 10 min; MeOH/ H20 90:10, 5 min; Flujo 1,5 mL/min; detector ELSD.
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Los NADES (Figura 2-13), presentes en el extracto posiblemente estan reteniendo varios
de los metabolitos secundarios, aumentando la dificultad para encontrar un marcador que

permita la cuantificacion del extracto.

Por tal motivo, en este trabajo se desarrollé un método por HPLC-IR para la cuantificacion
de glucosa, fructosa y sacarosa, las cuales se emplean como marcadores analiticos. Para
productos alimenticios y frutas (154, 168), es comun encontrar sistemas cromatograficos
no convencionales para la identificacion de azucares del tipo glucosa, fructosa y sacarosa
(155).

Figura 2-13 Espectro de RMN-"H en DMSO del extracto etandlico de Physalis peruviana
(163)
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Antes de llegar al método por HPLC-IR, basados en estudios previos (154, 155, 168),
inicialmente se propuso un sistema cromatografico utilizando un equipo de UHPLC-ELSD,
usando como fase estacionaria una columna Phenomenex Luna NH; 100 A (3um — 150 X

2mm), con una temperatura del horno de 30°C, como fase mévil MeCN:H»0 (82,5:12,5) por
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20 minutos y con un flujo de 0,2 mL/min. Las condiciones del detector ELSD fueron
ganancia: 10; temperatura: 82°C. Para la evaluacion de los sistemas cromatograficos se
trabajo con el extracto etandlico estandarizado de frutos de P. peruviana, con una

concentracion de 1 mg/mL en agua Milli-Q.

De acuerdo al perfil cromatografico del extracto (Figura 2-15), se pueden observar tres picos
bien diferenciados correspondientes a fructosa, glucosa y sacarosa. Sin embargo, debido
al tipo de detector que se esta utilizando en el sistema cromatografico el ruido que se
obtiene es alto y puede generar problemas en la cuantificacion, por esta razén, este sistema

cromatografico unicamente fue utilizado para la etapa de seleccion de los polimeros.

Figura 2-14 Perfil cromatografico del extracto de frutos de Physalis peruviana para la

cuantificacion de azucares (en presencia de diferentes polimeros).
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Columna Phenomenex Luna NHz 100 A (3um — 150 X 2mm), temperatura del horno 30°C, fase mévil MeCN:H20 (82,5:12,5)
por 20 minutos, velocidad de flujo de 0,2 mL/min, Detector ELSD: ganancia 10; temperatura: 82°C; volumen de inyeccion 10
pL

Figura 2-15 Perfil cromatografico del extracto de frutos de Physalis peruviana para la
cuantificacién de azucares (ejemplo de cromatograma correspondiente al estudio de la

cinética de liberacion del extracto a partir de las matrices hidrofilicas).



50 Desarrollo de un sistema de liberaciéon modificada de un extracto estandarizado de
Physalis peruviana L. aplicando el método de secado por aspersién

3.0E+05
2.5E+05
Fructosa
Glucosa

2.0E+05 ;
2 1.5E+05 l |

1.0E+05 [ ‘

5.0E+04 \ I

0.0E+00 —— S '

. 5.00 10.00 15.00 20.00 [min]
Time

Columna Aminex® HPX 87H (300 mm x 7,8 mm, 9 um), temperatura del horno de 60°C. Fase movil H2SO4 0,05 mM. Velocidad

de flujo 0,6 mL/min. Volumen de inyeccion 10 yL.

Considerando la dificultad en el uso del método anterior, se implement6 y se validé un
método analitico por HPLC para la cuantificacion de fructosa y glucosa en el extracto de
frutos de P. peruviana, mediante deteccion IR, la cual se realiz6 en un equipo HPLC (Agilent
Technology modelo 9100). Como fase estacionaria se utilizé una columna Aminex® HPX
87H 300 mm x 7,8 mm, 9 um con una temperatura del horno de 60 °C. Para el método se
utilizé como fase movil H.SO, 0,05 mM. El volumen de inyeccion fue de 10 uL vy el flujo se
mantuvo constante a 0,6 mL/min. Cada solucion fue filtrada a través de una membrana de

0,45 ym antes de inyectar en el equipo de HPLC (Figura 2-15).

2.3.3.2 Validacion de la metodologia analitica

Se desarrollé y validd un método cromatografico con el detector IR, que permitié una
adecuada separacion de la glucosa y fructosa de los demas componentes del extracto de
frutos de P. peruviana, en términos de idoneidad, lo cual implica un tiempo de retencion
corto y valores aceptables de factor de capacidad, selectividad y resolucion. Ademas, se
determind que este método posee tanto especificidad como selectividad, ya que
proporciona una sefial de los marcadores con una pureza de pico satisfactoria en funcion
del espectro IR de esta, asi como evita la interferencia de componentes de las diferentes
matrices (extracto vegetal y co-procesado con el polimero HPMC-K15M). En la Tabla 2-3,

se presentan de manera resumida los resultados de los parametros evaluados.
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Las curvas de calibracién construidas con los estandares presentaron una adecuada
linealidad en el rango de trabajo, demostrada para el sistema y las matrices de HPMC-
K15M y del extracto, segun analisis estadistico. La curva de calibracion es lineal en el
intervalo de concentracion de 0,25-10,00 mg/mL con R? = 0,9991 y 0,9995 para glucosa y

fructosa respectivamente.

Se comprob6 una adecuada precision y exactitud del método. La precision (repetibilidad)
intra-dia y entre dias (precision intermedia) para los marcadores fueron satisfactorias con
valores de coeficiente de variacion (CV) inferiores al 5%. El porcentaje de recuperacion cae
dentro de la especificacion de 95% - 105%, lo que demuestra la exactitud del método para
los dos marcadores analiticos. Los limites de cuantificacion y deteccion fueron de 0,068 y

0,021 mg/mL para fructosa y 0,049 y 0,015 mg/mL para glucosa, respectivamente.

Tabla 2-3 Resumen de los resultados de la validacion del método analitico por HPLC-IR,

para los marcadores fructosa y glucosa.

Resultado
Parametro Especificacion Fructosa Glucosa
(%) (%)
La matriz Fjel producto no pr?senta ninguna sefial que Cumple Cumple
interfiera con la sefal del estandar
0,01 0,01
pH 1,2 Estandar 0,12 1,56
1,35 0,00
1,03 1,53
pH 1,2 Extracto 0,75 1,34
1,58 0,13
Los productos de degradacion 0.29 045
Selectividad generados bajo las condiciones PH 1,2 Placebo 22(7) 128
de trabajo no presentan ninguna ’ ’
sefal que interfiera con la sefal bH 6,8 Estandar 8;? ?gg
y 0, ) ) )
del estandar. CV < 5,0% 0.39 2.94
2,38 0,73
pH 6,8 Extracto 2,67 1,69
4,90 2,75
1,14 1,12
pH 6,8 Placebo 3,55 1,59
1,63 2,75
Estandar 0,25 mg/mL 2,44 3,19
Extracto 0,25 mg/mL 1,30 4,56
Precision del Placebo 0,25 mg/mL 1,11 3,82
Estandar 5,0 mg/mL 1,51 0,32
sistema CV<5,0% Extracto 5,0 mg/mL 1,46 1,14
(Repetibilidad) Placebo 5,0 mg/mL 0,43 1,37
Estandar 10 mg/mL 0,72 0,57
Extracto 10 mg/mL 0,40 1,15
Placebo 10 mg/mL 0,27 1,51
Precision Estandar 4,72 3,62
intermedia CV <5% Extracto 2,21 0,58
Placebo 2,48 1,22

Exactitud del % Recuperacion valoracién del Extracto 103,2 100,9
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Resultado
Parametro Especificacion Fructosa Glucosa
(%) (%)
método marcador
(95,0 — 105,0%) Placebo 103,1 104,94
Extracto 2,75 1,25
CV < 5% Placebo 1,66 165
F experimental > F tabla Estandar 158,3 2196
bl = 4 301 Extracto 264,0 118,0
’ Placebo 49,4 100,82
Linealidad del Estandar 0,999 0,999
sistema y del R?=0,99 Extracto 0,999 0,998
método Placebo 0,991 0,998
texp > t tabla Estandar 25074,1 48206,2
) _ Extracto 69691,3 13922,9
ttab (22;0,05) = 2,0739 Placebo 2435,5 10164,3

Estos resultados demuestran que el método cromatografico desarrollado para la
cuantificacion de los marcadores seleccionados, en el extracto de frutos de P. peruviana 'y
en presencia de los componentes de la matriz hidrofilica esta validado y por tanto puede

ser empleado para las cuantificaciones requeridas en las fases siguientes.

Los resultados detallados, con los analisis estadisticos correspondientes, se presentan en

el Anexo B.

2.1 Conclusiones

Se demostré que la actividad in-vitro de inhibiciéon de a-amilasa del extracto crudo de frutos
de P. peruviana, se debe a los compuestos que recubren el fruto, obtenidos principalmente
a partir de los extractos en diclorometano y en metanol del fruto intacto. Se establecié que
la actividad de inhibicion de a-amilasa también se detect6, en menor magnitud, en las
fracciones solubles en acetato de etilo y en butanol, obtenidas de los extractos

estandarizados de los frutos de P. peruviana.

El estudio bioguiado de este extracto permitié el aislamiento de 6 ésteres de sacarosa,
identificados como los Peruvidsidos A-F por medio de RMN mono y bidimensional, asi como
datos de espectrometria de masas. Los Peruvidsidos C-F, se reportaron por primera vez en
la naturaleza, estableciendo que sus estructuras varian en la longitud de la cadena del acido
graso en la posicién 2 con longitudes de cadena de C8, C10 y C12, con sustituyentes
isobutirilo en las posiciones 2 y 3 de la glucosa y con sustituyentes isobutirilo o isovalerilo

en las posiciones C3’ de la fructosa.
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Este estudio fitoquimico permitié identificar a los marcadores terapéuticos responsables de
esta actividad, encontrando que los compuestos P4 y P6, Peruviésido B y F
respectivamente son los mas activos, pero se encuentran en concentraciones muy bajas

para poder ser cuantificados en el extracto.

Para la implementacion de un método cromatografico para las etapas posteriores de la
formulacién del producto fitoterapéutico, se seleccionaron la fructosa y la glucosa como
marcadores analiticos, debido a la alta concentracion de estos monosacaridos en el

extracto.

Se desarrollé6 una metodologia analitica para la deteccion y cuantificacion de la fructosa y
la glucosa por HPLC-IR, la cual se validé en los atributos: precision y exactitud del método,
precision (repetibilidad) intra-dia y entre dias (precision intermedia), con CV inferiores al 5%
y el porcentaje de recuperacion cumplié la especificacion del 95% - 105%. Los analisis
estadisticos realizados demostraron la linealidad en las diferentes condiciones evaluadas.
Los limites de cuantificacion y deteccion fueron de 0,068 y 0,021 mg/mL para fructosa y
0,049 y 0,015 mg/mL para glucosa, respectivamente. Se demostré la selectividad del

método bajo las condiciones de trabajo para el extracto y las matrices hidrofilicas.






Capitulo 3. Establecimiento de las
condiciones del proceso para la obtencion
del extracto seco aplicando la metodologia
de secado por aspersion

Una vez establecidos, los marcadores responsables de la actividad en el extracto etandlico
de Physalis peruviana (Peruviésidos A-F) y determinados los compuestos mayoritarios
presentes, que se constituirian como marcadores analiticos (glucosa y fructosa), se
desarrollé y validé el método de cuantificacion por HPLC requerido para las siguientes
fases, relacionadas con el desarrollo de la formulacion. En este capitulo se inicia con este
desarrollo partiendo de establecer las condiciones de secado para obtener el extracto, como
producto intermedio del proceso, que cumpla con las propiedades requeridas para ser

empleado en una formulacion de compresion directa.

Los ensayos buscan evaluar el efecto de diferentes factores inherentes al equipo empleado
(equipo de secado por aspersién) y a la composicion de la suspension de partida, que
incluye el extracto, sobre distintas variables respuesta que, mediante un DEE adecuado,
permita establecer las condiciones para lograr el extracto seco con las propiedades

farmacotécnicas requeridas para las fases siguientes.

3.1 Marco conceptual

3.1.1 Caracteristicas generales del extracto

En lo que se refiere a las caracteristicas generales del extracto del que se parte para el
desarrollo de la formulacion, en un trabajo anterior con el extracto estandarizado de P.

peruviana se desarrollaron los estudios de preformulacién en donde se evaluaron los
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principales factores que pueden afectar la estabilidad del extracto; las propiedades fisicas
y quimicas tanto del extracto como del absorbato obtenido a partir de este y los ensayos de
compatibilidad del extracto frente a diferentes excipientes cominmente empleados en la

elaboracion de formas farmacéuticas sélidas (26).

En este trabajo anterior, se establecid que el extracto posee un color naranja oscuro a café
oscuro, de olor caracteristico, un sabor acido y muy amargo que permanece al final. Asi
mismo, su textura es muy pastosa, pegajosa, con limitadas propiedades de flujo (flujo pobre
y no uniforme), alta cohesividad, baja compresibilidad y alta higroscopicidad. Se determiné
que este es sensible a condiciones de temperatura media de 60°C y a la radiacién
ultravioleta a 256 nm, igualmente se determind su compatibilidad con excipientes como el
talco, estearato de magnesio, croscarmelosa, crospovidona, celulosa microcristalina,
almidon de maiz, diéxido de silicio coloidal, polivinilpirrolidona (PVP),
hidroxipropiletilcelulosa (HPMC), metilcelulosa (MC) y carboximetilcelulosa (CMC). Con la
transformacion tecnoldgica del extracto al estado sdlido, empleando un proceso de
granulacion via humeda, se mejoraron la estabilidad, especialmente frente a la humedad y
las propiedades farmacotécnicas, facilitando su manejo y su subsecuente transformacion

en una forma farmacéutica sélida comprimida (26, 29, 169).

Considerando la importancia de garantizar la estabilidad del extracto, como producto
intermedio en el proceso de llegar a un producto fitoterapéutico, la industria farmacéutica
continuamente esta en la busqueda de nuevas tecnologias mas versatiles que faciliten la
obtencion de extractos en el estado sdlido. El secado por aspersion o spray drying, es uno
de los métodos mas utilizados para el procesamiento de extractos, por encima del
procedimiento tradicional, debido a que este reduce el tiempo de lanzamiento al mercado
de un producto, ya que trae consigo beneficios como la facilidad en el escalado y una menor
variabilidad de los productos (170, 171).

El secado por aspersion de extractos fluidos resulta en un producto con mejores
propiedades en comparacién con otros métodos, ya que este produce polvos homogéneos,
ademas de permitir el secado de extractos fluidos altamente termolabiles sin correr el riesgo

de la degradacion de sus componentes (172, 173).

En general, los extractos secos de plantas, incluyendo el de P. peruviana, son higroscopicos

y tienen propiedades reoldgicas y de compactabilidad deficientes (26). Por estas razones,
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no pueden ser utilizados para compresion directa (CD) sin previa adicién de vehiculos y/o
uso de las adecuadas tecnologias de procesamiento (26, 171, 174). Por lo tanto, la
produccion de extractos vegetales secos estables y con buenas propiedades de flujo
constituyen un reto importante para los formuladores y fabricantes en la industria de

fitomedicamentos (26, 171).

3.1.2 Secado por aspersion (Spray Drying)

El secado por aspersion o pulverizacion se puede definir como la transformaciéon de un
material desde un estado fluido a uno sélido en un sélo paso gracias a la alimentacion de
un medio de secado o gas caliente. La produccion de dichas particulas es una operacion
unitaria ampliamente utilizada en la industria farmacéutica para producir excipientes.
Ademas, es usada para el secado de extractos, debido a la rapida evaporacién del solvente
(175-177).

El secado por pulverizacion se consigue mediante la atomizacion de una solucidon o
suspension, en un medio de secado caliente (normalmente aire). La atomizaciéon produce
un rocio fino del material a secar y es un factor clave en la fabricacién de productos de alta
calidad, mediante la creacién de condiciones 6ptimas para la evaporacion del medio de
disolucion (175). Este es un proceso continuo que involucra la combinacion de varios
estadios, a saber: atomizacion, mezcla del rocio con el gas de secado, evaporacion y

separacion del producto (Figura 3-1) (178).

Existen numerosos disefos de dispositivos secadores por aspersion (178). Los equipos son
generalmente de ciclo abierto mediante el cual el gas de secado se descarga después de
su uso, como se muestra en la Figura 3-1. Para los equipos que operan de esta manera,
generalmente se utiliza aire comprimido como gas de secado. Sin embargo, existen
configuraciones de ciclo cerrado (como el que se emplea en esta investigacion), que
permiten la utilizacién de solventes organicos en la solucién de alimentacién. En este tipo
de equipos, el aire de secado se sustituye por un gas inerte, generalmente nitrégeno, el
cual recircula continuamente reduciendo el riesgo de explosion, proporcionando la

posibilidad de recuperar el solvente organico (178).
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Figura 3-1 Los procesos principales involucrados en el secado por aspersion (178).

Secado por aspersion. 1. Entrada de nitrogeno reutilizado; 2. Aguja (Tobera); 3. Entrada de nitrégeno de secado;

4. Cilindro de secado; 5. Vasos de recoleccion de producto seco; 6. Cicldn; 7. Filtro; T. Temperatura.

La aglomeracién de los polvos sobre las paredes del equipo es uno de los principales
problemas durante el secado por pulverizacion de extractos vegetales, leche, zumos de
fruta, y otros productos liquidos. En general, los productos que son secados por
pulverizacion se clasifican en dos grupos principales: los no adherentes y los adherentes.
Los no adherentes se pueden secar con equipos de disefios simples. Por otro lado, los
productos adherentes son problematicos, el secado de estos materiales puede realizarse
con éxito mejorando el disefio del equipo, con la adicién de coadyuvantes a la solucion o

suspension de alimentacion, o ambos. Esta caracteristica adherente (“pegajosa”) de
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algunos extractos esta asociada a un alto contenido de azucares que confieren una alta
higroscopicidad (175, 177), que como ya se menciond, es una caracteristica del extracto de
P. peruviana. Esta alta higroscopicidad y la naturaleza termoplastica de tales materiales
conduce a otros problemas tales como la cristalizacion, el dificil manejo tecnoldgico,

aglomeracion y apelmazamiento durante el almacenamiento (175, 177).

La utilidad de los métodos tedricos para el disefio y prediccion del desempefio del secado
por pulverizacién para una aplicacion particular es bastante limitada. Esto se debe
principalmente a la falta de correlacion entre la distribucién del tamafio de gota y las
propiedades fisicas y quimica de la soluciéon de alimentacion, asi como también a la
descripcién del comportamiento de las gotas bajo variaciones de la velocidad del aire y la
temperatura dentro del secador, lo que define la contracciéon o expansion del tamafo en la
particula, la degradacion térmica y otros mecanismos de deformacion. Estos factores
indican claramente la necesidad de la realizacién de disefios experimentales para el
establecimiento de las condiciones de operacion, midiendo algunas de las propiedades del
producto asi como también el rendimiento del proceso, sobre todo cuando se estan secando

nuevos materiales o materiales con un comportamiento desconocido (175).

El secado por aspersion no es una tecnologia nueva para la industria farmacéutica, la cual
la ha utilizado con éxito desde principios de los afos 40. Este método de secado es
favorable para materiales bioldgicos sensibles al calor, tales como enzimas y proteinas de
uso farmacéutico, con una pérdida minima de actividad (178). También se ha utilizado en
tecnologia farmacéutica para producir excipientes con mejoramiento de ciertas
propiedades; tal es el caso de la lactosa que se utiliza para mejorar las propiedades de flujo
(179) y en otros casos para preparar granulos de flujo libre para la produccion de tabletas
(180).

Al modificar las variables asociadas al proceso de secado por aspersion, es posible alterar
y controlar las propiedades mencionadas de los polvos obtenidos, lo que sin duda, es muy
util para el desarrollo de sistemas de administracion de farmacos. Un gran numero de
articulos publicados en el tema describen la preparacion de materiales por medio de estas
técnicas de secado para propositos tales como la modificacion de las propiedades
biofarmacéuticas (181-184), la formulacion de sélidos para la preparacion de emulsiones
redispersables (185-189), la elaboracidon de microesferas y nanoparticulas (190-193), la

formulacién de polvos co-procesados con polimeros hidréfilos, con las propiedades
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deseadas para producir sistemas de liberaciéon modificada de extractos (31, 62) y la
obtencién de extractos secos (171, 175, 194-198).

Sin embargo, la tecnologia de secado por pulverizacion o aspersion requiere de un
adecuado ajuste de las condiciones de funcionamiento, asi como de la composicion de la
solucién o suspension a secar (que contiene los principios activos o el extracto). Las
variables de funcionamiento son: temperatura del aire de entrada, flujo del aire de
atomizacion, velocidad de la bomba o tasa de flujo del liquido, velocidad de aspiracion y
concentracion de los solidos, y la composicion de la solucion o dispersion a ser secada por
pulverizacion (170). La comprension de cémo los cambios en estos parametros de
procesamiento afectan a las propiedades reolégicas y estabilidad en los polvos producidos
es conveniente para la producciéon industrial de mas formas de dosificacion solidas por
compresion directa (CD) (170, 171). Gonnissen et al. (170, 194, 195, 199) desarrollaron una
técnica de co-procesamiento a través de secado por pulverizacién para obtener un proceso
de fabricacidon continuo 'listo para comprimir’, sin granulacién intermedia, molienda o

mezcla.

En este contexto, a continuacion se presenta el estudio de los diferentes factores asociados
al proceso de secado por aspersion y su influencia en diferentes variables respuesta,
especialmente de tipo farmacotécnico, aplicando un DEE que permitiera establecer las
condiciones de operacion para obtener un extracto seco de P. peruviana, como producto

intermedio con miras al desarrollo de un fitoterapéutico.

3.2 Metodologia

3.2.1 Materiales

Los frutos de P. peruviana fueron colectados en Subia, Cundinamarca, Colombia en Enero
de 2014. Un espécimen completo de la planta fue identificado y clasificado por el Herbario
Nacional de Colombia—Universidad Nacional de Colombia y una muestra quedé depositada
en sus archivos como referencia (N° Col. 574701). Para la preparacion de los extractos se
utilizé etanol (EtOH) 96% y como coadyuvante de secado se utiliz6 didxido de silicio coloidal

(Aerosil 200®, Degussa AG, de Evonik industries), de acuerdo a lo establecido en trabajos
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previos en el tema (1).

3.2.2 Equipos

Para el proceso de secado del extracto se utilizé el equipo de secado por aspersion Blichi
B290, utilizando una boquilla con un orificio de 1,5 mm de diametro y usando un

deshumidificador e Inert loop B 295 para secado con solventes organicos.

Para la obtencion del extracto fluido se utilizd una estufa de aire circulante Stokes, y el
extracto se concentré en un rotavapor IKA RV210, operado a una temperatura de 40°C y a
100 mBar de vacio. Para la determinacion del indice de refraccion se utilizé un refractémetro
digital Mettler toledo 30PX. La determinacién del peso del material seco se realizé en una

balanza de precision Ohaus modelo PA 3102.

La preparacion de las muestras se realizd mediante una plancha de agitacion IKA C-MAG
HS 7 y para la caracterizacion previa al secado, en cuanto a la determinacion de la

viscosidad de las mismas, se utilizé un viscosimetro Brookfield DV-E.

Para la determinacion del contenido de humedad se usé una balanza de humedad Geheka
1V-2000.

La determinacion de la morfologia de las particulas se realizé utilizando un microscopio
electronico de barrido FEI-Quanta 200, bajo un voltaje de aceleracion de 30 kV en alto
vacio, las muestras fueron metalizadas con una capa de oro mediante pulverizacion
catédica utilizando un equipo Quorum Q150R ES. En cuanto al tamafio de las particulas se
utilizé un microscopio 6ptico UNICO G380 acoplado a una camara digital Moticam 2000 de

2,0 Megapixeles.

La voluminosidad y la densidad de las particulas se determinaron con ayuda del equipo Tap
Density JV1000 Copley.

La caracterizacién por calorimetria diferencial de barrido (DSC) se hizo en un equipo
Shimadzu DSC-60 y la Caracterizacion por difracciéon de rayos X (DRX) se realiz6 utilizando
un difractometro PANalytical's X’Pert PRO MRD, con un tubo de rayos X anddico
PW3373/00 Cu LFF DK332001.
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3.2.3 Meétodos

3.2.3.1 Obtencion del extracto fluido

El extracto fluido (con un contenido de sélidos totales de maximo 10% P/P), como materia
prima de partida para el secado por aspersion se preparé siguiendo la metodologia
previamente establecida (200). Para esto se pesaron 5 kg de frutos previamente
seleccionados y lavados, posteriormente, se procedieron a pesar fracciones de 500 g de
frutos y a licuarlos con 100 mL de etanol al 96%, para colocar en cada bandeja de la estufa
de secado, previamente forradas con plastico. El secado del material se realizé a una
temperatura de 40 £ 5°C por 24 horas. Posteriormente, se pesaron 400 g de material seco
y con ayuda de un mortero se humect6 con 300 mL de alcohol USP. El material humectado
se coloco en un percolador de 2 L y se adicionaron 1500 mL de etanol al 96%. Después de
24 horas se procedi6 a abrir la llave del percolador, con una velocidad de goteo media de
aproximadamente 150 gotas por minuto. Para obtener el extracto fluido, este se concentré
en un rotavapor a presion reducida, con temperatura de 40°C y con una velocidad de
rotacion de 50 rpm. El punto final se determind construyendo una grafica de indice de
refraccion vs. residuos solidos del extracto, la cual se determiné reconstituyendo el extracto,

seco por rotaevaporacion, con etanol a una concentracién conocida (200).

3.2.3.2 Establecimiento de las condiciones para el secado por
aspersion

Al realizar el proceso de secado por aspersion al extracto de frutos de P. peruviana, este
se adhirié a las paredes del cilindro de secado y se obtuvo un material de caracteristicas
pastosas; esto debido a las propiedades del extracto, previamente descritas. Este
comportamiento hizo necesario la adicién de un coadyuvante de secado, como se sugiere
en trabajos previos (92, 93, 175, 196-198). En particular, el uso de diéxido de silicio coloidal
ha sido recomendado para este fin ya que permite la obtencion de un extracto seco no
higroscopico, con buena fluidez, buenas caracteristicas de compresion y propiedades de
compactabilidad (62, 171, 175, 197, 201, 202), por lo que se seleccion6 este excipiente
como coadyuvante y se considera como una de las variables que se tiene en cuenta en el

estudio para la determinacion de las condiciones de secado.
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» Diseio estadistico experimental (DEE)

Las condiciones de secado del extracto se establecieron teniendo en cuenta variables como
la temperatura de inyeccion, la velocidad de flujo del nitrdgeno de inyeccion, el ajuste de la
bomba, el ajuste del aspirador, la concentracion del extracto y la proporcién del

coadyuvante de secado.

Se utiliz6 un DEE tipo factorial del orden 2%2 como se muestra en la Tabla 3-1, para
determinar el efecto de las variables de operacion sobre las propiedades del polvo obtenido,
en el que se consideran como variables de operacion los parametros: temperatura de
inyeccion, velocidad de flujo del nitrégeno de inyeccion, ajuste de la bomba, ajuste del
aspirador, concentracion del extracto y la proporcién del coadyuvante de secado. En la
Tabla 3-2 se resumen los niveles de estas variables, los cuales fueron seleccionados de
acuerdo a estudios previos (62, 170-172, 175, 176, 178, 192, 194-199, 203-208) y ensayos

preliminares realizados.

Tabla 3-1 Matriz experimental para el secado del extracto.

Experimento A B Cc D E F
1 - + - + + -
2 + - + + -
3 - + - - - +
4 - - - + - +
5 + + - - + -
6 + - + - + -
7 - - - - + +
8 + - + + - +
9 + - - - - -

10 - + + - + -
11 + + - + _ +
12 - + + + _ +
13 - - + - - -
14 + + + + + -
15 + + + - +
16 - - + + + +

A = Temperatura de inyeccion; B = Velocidad de flujo del nitrégeno de inyeccion; C = Ajuste de la
bomba; D= Ajuste del aspirador; E = Concentracion del extracto; F = Proporcion del coadyuvante
de secado.
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Tabla 3-2 Niveles de las variables de operacion para el DEE.

Variable Nivel bajo (-) Nivel alto (+) Unidades
(A) Temperatura de inyeccion 80 120 °C

(B) Velocidad de flujo del nitrogeno de 400 600 L/h
inyeccion

(C) Velocidad de alimentacion 5 15 %

(D) Ajuste del aspirador 80 100 %

(E) Concentracion del extracto 5,0 10,0 % (p/p)
(F) Relacion extracto : coadyuvante de 1:0,5 1:1 -
secado

= Preparacion de la muestra y caracterizacion previa al secado

De acuerdo a lo explicado, se partidé para cada ensayo de una suspension que incluyo las
proporciones determinadas de diéxido de silicio coloidal y del extracto fluido, segun los
niveles de las variables de operacion para el DEE presentado (ver Tabla 3-1 y Tabla 3-2).
La dispersion de los componentes en el solvente (etanol 96%) se realizé6 mediante agitacion
magnética en una plancha de agitacion durante 30 minutos; esta agitacion se mantuvo
durante todo el procesamiento. Previo al secado se determind la viscosidad de cada
suspension por triplicado a 20°C, utilizando el viscosimetro Brookfield DV-E con un vastago
Spin-05, a 50 RPM.

= Variables respuesta evaluadas

Se evaluaron las caracteristicas fisicas del extracto seco (contenido de humedad, tamafio
y distribucion de tamafio de particula, morfologia, fluidez, densidad y voluminosidad), el
comportamiento frente a la humedad del extracto (higroscopicidad), el rendimiento del

proceso y la temperatura de salida (inherente al funcionamiento del equipo).

» Rendimiento del proceso

El rendimiento se calculé como la relacion entre el peso del polvo seco obtenido y el

contenido inicial de sélidos presentes en la dispersion a secar.
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= Contenido de humedad

El contenido de humedad de los polvos se determind en una balanza de humedad. Las
muestras y las determinaciones se hicieron inmediatamente después de terminar el proceso

de secado por aspersion.

» Temperatura de salida

La temperatura de salida corresponde a la temperatura en la salida del cilindro de secado

y esta se mide directamente en el panel del equipo de secado por aspersion.

- Tamaio y forma de particula

La determinaciéon y descripcion de la forma de las particulas obtenidas se realizaron
mediante microcopia electronica de barrido (MEB). Para el tamafio y la distribucién de
tamano de particula se empled el método de microscopia descrito por la USP 38 (209) y
por Martin et al. (210), estandarizado en trabajos anteriores (211-214). Para este fin se
evaluaron un total de 500 particulas distribuidas en 10 submuestras tomadas de diferentes
partes del material de las cuales se obtuvo la informacion sobre el diametro de proyeccion,

por medio del software Motic Image Plus 2.0.

Para la determinacion del tamafio de particula se calculd el diametro volumen-superficie

(dvs) (210), segun la Ecuacion 3-1 en donde “n” es el numero de particulas en el rango de

diametros definidos y d es la media del diametro del rango definido (210).

Ind?
Vs = ynd?

Ecuacion 3-1
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= Voluminosidad y densidad

Para este procedimiento se pes6 una cantidad de material equivalente a un volumen entre
4 y 5 mL de una probeta certificada de 5 mL, dejandolo caer libremente y midiendo el
volumen ocupado por el mismo. Posteriormente, al material colocado en la probeta, se
apisoné dandole 1000 golpes con la ayuda del equipo Tap Density JV1000 Copley,
finalmente, se midié el volumen ocupado por el mismo. Se efectuaron cinco repeticiones
por triplicado para un total de quince datos (21, 210-212). A partir de esta informacion se

determinaron la voluminosidad y la densidad, aparente o sin apisonar y apisonada.

Con los datos de densidades se determiné el indice de compresibilidad del material,
mediante el calculo el indice de Carr (IC) usando la Ecuacion 3-2, donde Daes la densidad
apisonada y Dses la densidad sin apisonar (23, 210).

(D4 — Ds)

IC = ——=X100
Dy

Ecuacion 3-2

* Propiedades de flujo

El flujo de los materiales se determind por el método estatico que se basa en la medida del
angulo de reposo. Se utilizd el método establecido por Martin et al. (210) y estandarizado
por Rodriguez et al. (211-213). Se empled el montaje representado en la Figura 3-2. Para
esta determinacién se pesaron 5 g de material y se colocaron dentro de la tolva, luego con
ayuda de un vibrador en intensidad 1 se hizo fluir el material a través del embudo,
permitiendo que este formara un cono; de forma cuidadosa se midi6 la altura y el diametro
del cono y se calculd el angulo de reposo. Se efectuaron cinco repeticiones por triplicado

para un total de quince datos.
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Figura 3-2 Equipo para la determinacion de la fluidez por el método del angulo de reposo
(215).

= Higroscopicidad

La higroscopicidad se determind de acuerdo al método propuesto por Tonon et al. (198),
adaptado por Gallo et al. (171). Se preparé una camara con una soluciéon saturada de
cloruro de sodio (NaCl), con el fin de tener una humedad relativa y controlada de 72% HR,
a una temperatura de 20°C, en la que se colocaron viales destapados con el extracto seco
previamente pesados. Se dejo transcurrir el tiempo hasta alcanzar el equilibrio (264 horas
de exposicion), para volver a pesar los viales mencionados. Con la variacién del peso
obtenido, se calculd la higroscopicidad del material, la cual se expresa como el porcentaje

de ganancia de peso. La determinacién se hizo por triplicado (216).

3.2.3.3 Analisis estadistico de los datos

» Tratamiento estadistico de las variables respuesta

Todos los datos de los resultados obtenidos para cada una de las variables se trataron
estadisticamente para obtener un valor promedio de los datos y su respectiva variacion o

desviacion estandar.
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» Tratamiento estadistico del diseno experimental

La evaluacion estadistica de los resultados derivados del DEE se llevo a cabo por analisis
de varianza (ANOVA), el efecto de cada factor principal, asi como sus interacciones a dos
factores se estimaron con el calculo del coeficiente estimado. Si el signo del coeficiente
estimado es positivo (+) indica un efecto directo y proporcional del factor sobre la variable
respuesta evaluada, pero por el contrario si el signo del coeficiente es negativo (-), indica
una proporcionalidad inversa del factor sobre la variable. La significancia estadistica se
establece a través del valor de p; valores inferiores a 0,05 indican que el factor de impacto
es significativo con al menos 95% de confianza. Las respuestas se relacionaron con los

efectos principales y las interacciones de dos factores mediante la Ecuacion 3-3.

: -

i j>i
Ecuacion 3-3

Donde yes la respuesta o su transformacion matematica. El parametro by es la interseccion,
calculado como la media aritmética de la respuesta para todos los experimentos; b; y bj son
coeficientes del modelo de efectos principales y las interacciones de dos factores,
respectivamente (217, 218). Para los efectos en general, un coeficiente positivo indica que
la respuesta aumenta cuando aumenta el nivel de la variable, mientras que un coeficiente
negativo muestra que la respuesta aumenta cuando el nivel de la variable disminuye. X
representa el nivel de los factores a estudiar. Todos los analisis estadisticos se realizaron
en el software Minitab® 17 en espariol (licencia # 1145461-127375 concedida a la

Universidad Nacional de Colombia).
3.2.3.4 Evaluacioén final del proceso de secado

Basado en el DEE se eligieron las condiciones del secado por aspersiéon del extracto de
frutos de P. peruviana. Al extracto seco obtenido aplicando estas condiciones de operacion,
se le realizaron los ensayos correspondientes a las variables respuesta, previamente

explicados, para ser comparados con los resultados de los experimentos del DEE.
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Adicionalmente al material obtenido bajo estas condiciones se le realizé la caracterizacion
por calorimetria diferencial de barrido, por difraccion de rayos X y la evaluacion de la

actividad de inhibicidon de a-amilasa, en las condiciones establecidas en el Anexo A.

e Caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

Se evalué el comportamiento térmico de las muestras, mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Este analisis se realiz6 al extracto sélo seco en estufa, al coadyuvante de
secado, a la mezcla fisica y al co-procesado del extracto seco con el coadyuvante de
secado. El calentamiento inicié6 a una temperatura aproximada de 25°C y se llevd hasta
200°C, con una rampa de calentamiento de 10°C/min. Las muestras fueron colocadas en
un porta muestras de aluminio con tapa y herméticamente cerradas bajo atmodsfera de
nitrégeno a un flujo de 50 mL/min. Los resultados se analizaron usando el programa TA

Analysis Software.

e Caracterizacién por difraccion de rayos X (DRX)

Tanto al extracto, al coadyuvante de secado como al co-procesado obtenido por secado
por aspersion se les realizé el analisis de DRX, en donde el tubo de rayos X anddico se
operd a 45 kV y 40 mA, las medidas fueron tomadas en un rango de 0° - 100° sobre la

escala de 206, con una velocidad de barrido de 0,0263°260/s.

3.2.3.5 Ensayo in-vitro de inhibicion de a-amilasa

El ensayo in—vitro de inhibicion de a-amilasa, se realizdé de acuerdo a la metodologia de
Remazol Brilliant Blue (148), descrita por Hansawasdi-Kawabata (149) y modificada por

Rey et al. (150, 151), que se detalla en el Anexo A.

El ensayo se realiz6 con el fin de ver el efecto del secado por aspersion sobre la actividad
del extracto evaluada mediante la prueba mencionada. Por lo tanto, este ensayo se realizé
al extracto seco en estufa, al extracto seco por aspersién (co-procesado), a la mezcla fisica

del extracto con el coadyuvante de secado y al coadyuvante solo, los resultados fueron
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comparados frente a acarbosa como control positivo.

Los resultados de los ensayos in-vitro de inhibicion de a-amilasa fueron expresados como
la media aritmética de los valores + la desviacion estandar. Los datos fueron analizados
mediante el test de Bomferroni con el fin de evidenciar posibles cambios en la actividad del

extracto de frutos de P. peruviana.

3.3 Resultados y discusidén de resultados

3.3.1 Obtencion del extracto fluido

La obtencion del extracto fluido es la etapa previa al secado del mismo. Uno de los pasos
mas importantes en el proceso de obtencion del extracto fluido es el control de la
concentracion (2, 219). A escalas piloto e industrial, donde los volumenes de extracto que
se obtienen son grandes resulta muy econdémico y factible la utilizacion del indice de
refraccion (IR) como parametro de control de calidad, el cual da un criterio indirecto de la
concentracion del extracto. Para este fin se determind la curva de indice de refraccion contra
solidos totales (ST) del extracto de frutos de P. peruviana, y de esta manera se control6 la

concentracion de soélidos totales del extracto.

La construccion de la curva inicié con la obtencion del extracto fluido de los frutos de P.
peruviana, tal como se explicd en la metodologia; una parte de este extracto se seco por
rotaevaporacion para llegar al extracto seco. De este ultimo se pesaron por triplicado
diferentes cantidades para conseguir concentraciones variables, que posteriormente se
reconstituyeron en etanol para medirles el indice de refraccion y asi obtener la curva de

calibracion de la Figura 3-3.
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Figura 3-3 Curva de calibracion para la obtencion del extracto fluido
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El valor del coeficiente de determinacion (0,99837), indica que el modelo lineal tiene una

alta correlacion entre las variables de sélidos totales e indice de refraccion (219).

La ecuacion definida para el modelo lineal, permite su uso en la obtencion del extracto fluido
con un contenido determinado de sdlidos totales mediante la medicion del indice de
refraccion (219). A partir de esta curva de calibracién se pudo obtener el extracto fluido a
las concentraciones de solidos totales requeridas para el DEE, donde los indices de
refraccion al 5% y al 10% de sdlidos totales fueron 1,3695 y 1,3745 respectivamente (Figura
3-3).

3.3.2 Establecimiento de las condiciones de secado

La estandarizacién de un proceso de secado por aspersion incluye el establecimiento de
las condiciones de funcionamiento que favorezcan el aumento del rendimiento y que
ademas generen un producto con especificaciones de calidad predefinidas (175, 220). Entre
las propiedades mas relevantes de los extractos secos estan el tamafo y la distribucion del
tamano de particula, la densidad de las particulas, la forma de las particulas, la fluidez, la

solubilidad y dispersabilidad, el contenido de humedad y la higroscopicidad, la apariencia y
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la textura del material obtenido (178).

La composicion del liquido de alimentacion y las condiciones de secado pueden afectar
considerablemente las propiedades previamente mencionadas (173, 203, 221, 222). Por tal
motivo en el desarrollo del primer objetivo de este trabajo de investigacion se busco obtener
las condiciones del proceso de secado observando la influencia que tienen diferentes
factores relacionados con el equipo como: temperatura de inyeccion, velocidad de flujo del
nitrogeno de inyeccién, ajuste de la bomba, ajuste del aspirador; y aquellos relacionados
con el material de partida como: la concentracion del extracto y la proporcion del
coadyuvante de secado, sobre diferentes variables respuesta evaluadas al material
resultante: morfologia, tamafio y distribucion de tamafio de particula; voluminosidad y
densidad; propiedades de flujo; higroscopicidad; contenido de humedad y rendimiento del

proceso.

Una vez obtenidos los resultados (Tabla 3-3), al aplicar cada combinacion de niveles de los
factores tal como se especifica en la Tabla 3-1, se procedié a desarrollar el analisis
estadistico. Desde el punto de vista de la estadistica existen particularidades asociadas a
los tipos de respuesta, por lo que se proponen diferentes metodologias para tratar de la
forma mas adecuada cada una de estas (223). En todos los casos se realizé un analisis de
varianza, (ANOVA), sin embargo para las respuestas con valores continuos (temperatura
de salida, tamafo de particula y voluminosidad aparente) se incluy6 el analisis para las
interacciones de los factores. En los otros casos no se realizé este analisis. De este analisis
estadistico se deriva el coeficiente estimado y su respectivo valor p. Los analisis se
realizaron en todos los casos con un nivel de significancia de 0,05, que se traduce en una

confianza del 95%.

A continuacion se realiza el analisis para cada una de las variables respuesta medidas; el
establecimiento de las condiciones para el método de secado para el extracto
estandarizado de P. peruviana requiere la identificacion de la combinacion de niveles de
factores que aumentan o disminuyen dicha respuesta, por lo que se presenta un analisis
detallado para cada caso. En todas las variables en las que se empled el analisis de
varianza se verificaron los supuestos de homocedasticidad con el Test de Bartlett y la
distribucion normal de los errores con varios Test como el de Pearson, Chi-cuadrado,
Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, Cramer-vo Mises y también mediante analisis graficos. Los

resultados de todas las variables se presentan en la Tabla 3-4.
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Tabla 3-3 Respuestas del disefio estadistico experimental

Exp. RP CH TS TP AR VA [ HG
1 65,79 + 1,04 1,94 £ 0,27 50+2,08 235+0,13 37,15+1,14 6,52+0,25 16,93 + 0,85 13,73 £ 0,20
2 61,45+ 2,16 1,27 £ 0,11 79+1,15 443+0,23 3956+0,56 4,35+0,17 17,81 + 0,65 14,98 + 0,50
3 47,46 £ 6,18 1,50 £ 0,04 46 + 2,08 3,95+ 0,21 4529+0,52 9,01£0,19 21,32+0,47 8,84 + 0,40
4 59,89 + 6,07 0,90 + 0,20 50 £ 2,52 3,93+0,09 4578+048 7,80+0,18 18,56 + 0,87 8,66 + 0,30
5 61,40 £ 0,97 0,68 + 0,27 70 £ 2,52 3,056+0,18 4510+0,50 591+0,24 18,74 + 1,46 13,88 + 0,58
6 54,43 £ 4,25 0,21 £ 0,07 72+252 437+053 4322+347 486x0,17 17,00 + 1,71 14,20 + 0,31
7 54,27 £ 1,16 0,77 £ 0,14 54 £ 1,15 579+0,88 37,88+8,22 588+0,16 16,72 + 0,20 9,74 + 0,10
8 68,81 + 1,03 0,82+ 0,13 79 £ 2,08 530+1,16  46,43+0,85 7,33+0,03 16,87 + 0,28 10,23 + 0,15
9 64,30 + 1,64 0,14 £ 0,05 771,15 454+0,16  48,70+£0,72 4,94 +0,04 13,03+ 0,78 15,11 +£1,72
10 66,52 + 3,46 0,96 + 0,28 46 + 2,65 3,36 +0,42 47,31+154 518+0,05 16,77 + 0,49 13,98 + 0,46
11 56,30 + 4,18 1,656 +0,13 64 + 4,00 3,76 +1,24 47,48+125 9,01+£0,25 20,47 +2,02 9,37 £ 0,29
12 67,23 £ 3,73 1,45+ 0,14 44 + 3,46 345+049 47,79+0,29 8,05+0,06 18,22 + 1,88 10,20 + 0,50
13 64,75+ 10,27 1,11 +£0,21 48 + 0,58 3,60+0,39 48,19+0,32 5,01+0,16 12,85+ 1,16 13,00 + 0,60
14 61,77 £ 0,45 0,75+ 0,13 74+£3,79 297+0,23 4753+148 6,22+0,12 21,54+0,54 15,61 + 1,07
15 64,28 + 0,06 1,14 £ 0,04 64 + 1,00 3,95+0,24 48,20+097 8,23+0,19 14,58 + 1,87 9,38 + 0,46
16 34,03 + 10,67 0,79+ 0,24 52 + 0,58 8,68+393 4290+6,16 5,61+0,16 13,21 + 0,64 10,49 + 0,90

RP = Rendimiento del proceso; CH = Contenido de humedad; TS = Temperatura de salida; TP = Tamafio de particula; AR = Angulo de reposo; VA

= Voluminosidad aparente; IC = indice de Carr; HG = Higroscopicidad. Promedio + desviacién estandar
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Tabla 3-4 Coeficientes estimados del modelo y valores p para los factores principales y combinacion de dos factores

RP CH TS TP AR VA (o4 HG
Factor
C.est. Valor-p C.est. Valor-p C.est. Valor-p C.est. Valor-p C.est. Valor-p C.est. Valor-p C.est. Valor-p C.est. Valor-p

A 0,0509 0,59 -0,35 0,0007 *** 11,16667 2,00E-16*** -0,046  0,69901  0,5845 0,7476 4,00052 0,042954* 0,088 0,48 0,06  0,0027**
B  0,1410 0,12 0,60 0,0000 *** -3,75 5,46E-09"* -0,623 5,46E-09"** 2,1694 0,338 1,76341  0,103551 0,082 0,50 -0,01 0,3377
C 0,0533 0,55 -0,19 0,067 -1,16667 0,01989* -0,175 0,14678 8,7978 0,01292* 3,91863 0,022202* -0,9207 0,000*** 0,03 0,055

D 0,099 0,29 0,39 10,0002 *** 1,66667 0,001387** 0,062 0,60090 0,3211 0,8517  -0,99378 0,231707 -0,14147 0,28 0,04 0,021 *
E -04179 0,0001 *** -0,03 0,7806  0,66667 0,424695 -0,053 0,79387 -17,2899 0,000176*** -2,83401 0,000169*** -0,0772 0,60 0,04 0,003 *

F -0,4732 0,00004 *** 0,178  0,2199 -2,75 0,052398 -0,247 0,45543  2,4519 0,2935 10,61939 3,08E-06™** -0,3005 0,04 * -0,42 0,0000 ***

A:B - - - - -0,58333  0,22932 0,033 0,78212 - - -3,33946 0,001223** - - - -
A:C - - - - 1,33333 0,008567** -0,049  0,66911 - - 0,08775 0,926308 - - - -
A:D - - - - 0,25 0,603047 0,155 0,18409 - - 5,80839 6,63E-07*** - - - -
A:E - - - - 0,08333 0,920118 -0,466 0,03001* - - 2,80178  0,09536 - - - -
A:F - - - - 1,91667 0,164222 -0,341  0,30511 - - -9,16145 0,001632** - - - -
B:C - - - - 0,83333 0,089571 -0,095 0,42213 - - -2,33178 0,018708** - - - -
B:D - - - - -0,91667 0,06305 -0,159  0,18445 - - 2,74257 0,006466** - - - -
B:E - - - - -0,75 0,369773 -0,229  0,26042 - - 7,32078 8,68E-05"** - - - -
c:D - - - - 3 0,000954*** 0,125 0,53183 - - -6,43433 0,000407*** - - - -

RP = Rendimiento del proceso; CH = Contenido de humedad; TS = Temperatura de salida; TP = Tamafrio de particula; AR = Angulo de reposo; VA = Voluminosidad aparente; IC =

indice de Carr; HG = Higroscopicidad. *P<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001
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3.3.2.1 Rendimiento del proceso

Los resultados del rendimiento del proceso de cada experimento se muestran en la Tabla
3-3. El rendimiento mas bajo se obtuvo con el experimento 16 (34,03 £ 10,67%), mientras
que el mas alto fue en el experimento 8 (68,81 + 1,03%). Debido a que la variable evaluada
es un porcentaje, fue necesario realizar una regresion beta, ya que tenia un denominador
desconocido. En el caso de la regresion beta no es posible trabajar con las interacciones

segunda y tercera de las variables (223-225) .

De acuerdo con el resultado del andlisis del DEE (Tabla 3-4), se encontré un efecto
significativo de la concentracion del extracto (factor E) y la proporcién del coadyuvante de
secado (factor F) sobre el rendimiento del proceso, con un coeficiente de -0,4179, p: 0,0001
y -0,4732, p: 0,00004, respectivamente. Estas variables en su nivel superior (experimentos
7 y 16, Tabla 3-3) afectan negativamente el rendimiento del proceso. Esta disminucion en
el rendimiento podria deberse a que un mayor contenido de sdlidos en el extracto y una
mayor proporcién de coadyuvante de secado generan un aumento de la viscosidad de la
dispersién, como se puede ver en la Tabla 3-5 (experimentos 7 y 16), lo que daria lugar a
un incremento de la cantidad de solidos en la cdmara de secado y de la masa sélida
adherida a las paredes del cilindro de secado, impidiendo que el material seco llegara al

vaso de recoleccion (198).

Tabla 3-5 Viscosidad de las suspensiones de partida para cada una de las dispersiones

Proporcion del dioxido de  Viscosidad Promedio a

Experimento Concentracion del extracto silicio 20°C (cps) Desv.
1 10,0 1:0,5 29 1,2
2 10,0 1:0,5 29 1,2
3 5,0 1:1 39 1,2
4 5,0 1:1 39 3,1
5 10,0 1:0,5 29 1,2
6 10,0 1:0,5 29 1,2
7 10,0 1:1 4960 124,9
8 5,0 1:1 39 5,0
9 5,0 1:0,5 19 1,2
10 10,0 1:0,5 24 0,0
11 5,0 1:1 33 1,2
12 5,0 1:1 30 0,0
13 5,0 1:0,5 21 1,2
14 10,0 1:0,5 33 1,2
15 5,0 1:1 34 2,0

16 10,0 1:1 4900 327,4
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De manera similar, Tonon et al. (198) encontraron que el aumento en la concentracion de
maltodextrina (coadyuvante de secado) en un rango de 10 al 30%, tiene un efecto negativo

sobre el rendimiento del proceso de secado por aspersion de la pulpa de la fruta de acai.

3.3.2.2 Contenido de humedad

En general, los extractos secos resultantes de los diferentes experimentos mostraron un
bajo contenido de humedad al final del proceso de secado, siendo el valor mas bajo de
0,14%, para el experimento 9, y el mas alto de 1,94%, para el experimento 1 (Tabla 3-3). El
bajo contenido de humedad podria deberse a que el medio de dispersién del extracto es
etanol, el cual en si mismo tiene un bajo contenido de agua, por lo tanto, afecta directamente
el contenido de humedad resultante de cada uno de los polvos. Considerando que la
humedad muy baja afecta las propiedades de fluidez y la compresibilidad de los materiales

solidos (175, 226) y de acuerdo al DEE se busca tener una humedad residual mas alta.

Los analisis estadisticos mostraron un alto efecto de los factores A, B y D (temperatura de
inyeccion, velocidad de flujo del nitrdgeno de inyeccion y ajuste del aspirador), sobre el
contenido de humedad del extracto seco, con unos coeficientes estimados de -0,35, 0,60 y
0,39, respectivamente (Tabla 3-4), lo que indica que el factor A en su nivel superior
desfavorece la variable respuesta (signo -), mientras que los factores B y D, en el mismo
nivel favorecen la variable respuesta (signo +). La temperatura de entrada es la temperatura
del medio de secado (nitrégeno) en el momento del primer contacto con la suspension que
contiene el extracto. Como es de esperar, a una temperatura de entrada mas alta se
observa una disminucion en el contenido de humedad del material resultante, es decir, se
favorece la reduccion de la humedad relativa en el gas de secado lo que genera una mayor
energia para la evaporacion del solvente y por consiguiente un menor contenido de
humedad en el material sélido. La carga térmica del nitrdgeno determina la habilidad para
secar, debido a que esta temperatura influencia la cantidad de solvente que puede ser
removido por unidad de tiempo (170, 171, 175, 208, 222, 226, 227).

En cuanto al aumento en el flujo del nitrégeno de pulverizacion (factor B) y la velocidad del
aspirador (factor D), estos en su nivel superior contribuyen a que el contenido de humedad
en el material sea mayor, lo cual puede deberse a que el tiempo de contacto entre el

material a secar y el nitrégeno de secado se hace mas corto y como consecuencia la
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transferencia de calor disminuye resultando en una menor evaporacion del agua presente

en el solvente que contiene al extracto (171, 222, 227).

Estos resultados estan en concordancia con lo encontrado por otros autores. Souza et al.
(175) encontraron que la capacidad de evaporacién en el secado por aspersion depende
de la temperatura de entrada y la velocidad de alimentacion del material (ajuste de la
bomba) y son factores determinantes en la humedad resultante del extracto de Bauhinia
forficata; por otro lado, varios autores han encontrado que la temperatura de entrada en su
nivel superior tiene una influencia negativa sobre el contenido de humedad para diferentes
extractos (170, 196, 198, 201, 205, 206, 208, 228).

3.3.2.3 Temperatura de salida

La temperatura de entrada se entiende como la temperatura del nitrégeno de secado ya
caliente, esta se mide antes de que este fluya a través de la camara de secado. Por otro
lado, la temperatura del aire con las particulas sélidas antes de entrar en el ciclon se
designa como la temperatura de salida. Esta temperatura es aquella que resulta del balance
entre el calor y la masa de material que circula en el cilindro de secado y por lo tanto no se

puede regular (227).

La diferencia entre la temperatura de entrada y la de salida es uno de los factores mas
importantes en el proceso de secado por aspersion ya que puede ser determinante en la
humedad final del polvo, ademas de la eficiencia del proceso de secado, por lo que aunque

no es posible controlarla es necesario tenerla en cuenta.

La temperatura de salida fue afectada por varios factores, los resultados comprueban dicha
afirmacion ya que el unico factor que no presento efecto sobre la variable respuesta en el
analisis de varianza fue el E (concentracion del extracto) y F (proporciéon del coadyuvante
de secado), (Tabla 3-4). La temperatura media fue de 60,42°C y es evidente que aumenta
con los niveles A+, B—, C — y D+. De acuerdo a los analisis estadisticos, se podria explicar
la influencia de estos factores de la siguiente manera: un aumento en la temperatura de
entrada del nitrdgeno genera proporcionalmente una temperatura de salida mayor; un
incremento de la velocidad de flujo del nitrdgeno de secado afecta la variable respuesta

disminuyéndola, debido a que se requiere una mayor energia para calentar el gas; un
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aumento en el ajuste de la bomba, implica, un aumento en la cantidad de liquido para ser
evaporado y por lo tanto una disminucién en la temperatura de salida y una elevacion en la
velocidad del aspirador ofrece una mayor capacidad de secado lo que favorece el aumento
de la temperatura de salida (171, 207, 222, 227).

Los analisis realizados sugieren un efecto sobre la temperatura de salida a partir de la
interaccion entre los factores A:C (temperatura de inyeccion : velocidad de alimentacion) y
C:D (velocidad de alimentacion : ajuste del aspirador). Las dos combinaciones presentan
interacciones, en particular A+:C-y C+:D+ parecen incrementar la temperatura de
salida. Estos resultados estan de acuerdo con lo encontrado por Gallo et al. (171) quienes
reportaron que la temperatura de salida es afectada por los factores temperatura de
inyeccion, velocidad de flujo aire de secado, ajuste de la bomba, ajuste del aspirador y
concentracion del material de partida, en el proceso de secado por aspersion de Rhamnus

purshiana.

3.3.2.4 Tamaiio y forma de particula

La importancia del tamafno y forma de las particulas, radica en que estas variables son
propiedades intrinsecas de las que dependen las demas propiedades farmacotécnicas
como son la fluidez, la voluminosidad, la densidad y la compresibilidad (23). Segun los
resultados resumidos en la Tabla 3-3, el valor mas bajo para el tamafo de particula fue 2,36
um y el valor mas alto fue 8,58 um correspondientes al experimento 1 y 16,
respectivamente; dichos resultados se evidencian en las microfotografias que se muestran
como ejemplo en la Figura 3-4. Esta informacion obtenida corresponde a tamarfos de
particula pequefios como se esperaba, ya que en el proceso se utilizé etanol al 96%, lo que
significa que se tienden a formar goticulas mas pequenas debido a la tensién superficial
mas baja de este solvente (22,75 mN/m a 20°C) (229), en comparacion con un medio
acuoso (72,75 mN/m a 20°C), resultando en particulas con un tamafio menor (227), por tal

motivo se busca obtener un tamafio de particula lo mas grande posible.

Todas las muestras presentaron un comportamiento unimodal en su tamafo de particula y
forma esférica (Figura 3-4). En general, las particulas secadas por aspersion, son esféricas
y presentan tamafios de particula homogéneos, debido al tipo de proceso de secado (170,

172, 184, 194, 195, 199, 208). Este es un parametro importante que influye en las fuerzas
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que experimentan las particulas y que puede afectar directamente su flujo y su
empaquetamiento (172, 210). Por lo general, los polvos secados por aspersion presentan
particulas casi esféricas y generalmente huecas. La naturaleza hueca imparte una baja
densidad aparente a estas. Los rangos de tamafio de particula varian de unos pocos
micrometros hasta varias decenas de micrometros con una distribucion de tamarfo

relativamente estrecha (173, 222).

Figura 3-4 Microfotografias SEM.
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En la Tabla 3-4 se presentaron los coeficientes estimados para el tamafo de las particulas
y sus respectivos valores de p, con un nivel de significacion de 0,05. Segun estos resultados
solamente la velocidad de flujo del nitrégeno de inyeccion (Factor B) tiene efecto sobre el
tamano de particula con un valor p de 5,46E-09 y un coeficiente de -0,623 lo que indica
que una disminucion en la velocidad de flujo del nitrdgeno de atomizacion produce gotas
mas grandes en la boquilla de atomizacion, lo que permite la formacion de particulas solidas
con un tamano superior (173, 198, 222, 227). La atomizacion es una etapa decisiva del
proceso de secado por aspersion ya que las condiciones iniciales de esta definen la
distribucion inicial de tamafios de gota y puede afectar a las caracteristicas de las particulas
producidas. En general, un aumento de la energia disponible para la atomizacion (es decir,
la velocidad del atomizador, la presién de la boquilla, o la relacién de nitrégeno-liquido en
un atomizador neumatico) producira una reduccion del tamafio de particula (173, 222).

De la misma manera, se evidencia un efecto negativo sobre la variable respuesta (tamafo
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de particula) debido a las combinaciones de los factores: temperatura de inyeccion y
concentracion del extracto (A:E); se esperaba que con una alta concentracion en el extracto,
aumentara la cantidad de los sélidos en cada gota y por lo tanto, se obtuviera un tamafo
de particula mayor, sin embargo, debido al aumento de la temperatura se desfavorece la
variable respuesta, haciendo el tamafo de particula mas pequefio, posiblemente debido a

la evaporacion del etanol antes que se formen de goticulas de mayor tamafio.

Gallo et al. (171), encontraron resultados similares al realizar el proceso de secado por
aspersion del extracto de cascara sagrada (Rhamnus purshiana). El factor que tuvo mayor
efecto fue la velocidad de flujo del aire de secado, obteniéndose mayores tamafios de
particula cuando la velocidad de flujo se hacia menor. El segundo factor con mayor
relevancia fue la concentracion de sélidos en la mezcla, en el que el tamafno de particula
aumentd con el aumento de la concentracion o de la viscosidad de la suspension de
alimentacion. Tonon et al. (198) encontraron resultados similares en acai (Euterpe
oleraceae), puesto que a una mayor viscosidad de la suspension que contenia el extracto
y la maltodextrina (como coadyuvante de secado), se producian gotas mas grandes y por
lo tanto un tamano de particula mayor. Por otro lado, Couto et al. (208) encontraron que la
combinacion entre los factores velocidad de flujo del aire de inyeccién y la temperatura del
aire de secado favorecen el aumento del tamafo de particula para el extracto de Eugenia

dysenterica.

3.3.2.5 Voluminosidad

Los resultados de la voluminosidad aparente se muestran en la Tabla 3-3. Para el caso del
DEE solamente se tuvo en cuenta la voluminosidad aparente del material. Como se
menciond previamente, cuando se utiliza un solvente organico en lugar de agua da como
resultado particulas mas pequefas debido a la tensidon superficial inferior del etanol; si el
solido tiene una gran cantidad de particulas finas, podria dar lugar a un polvo con una alta
voluminosidad y pobres caracteristicas de flujo (210). La voluminosidad global o aparente
de los solidos esta relacionada directamente con el empaquetamiento que a su vez
depende del tamafo de particula, pues aquellas particulas con menor tamafio podran
acomodarse entre aquellas mas grandes que dejan espacios entre si. Estas propiedades
son determinantes porque dan una idea de la compactabilidad del material (23, 210, 230),

por lo que en el DEE se busca que esta variable sea disminuida.
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La respuesta minima de la voluminosidad aparente fue de 4,35 mL/g y la maxima fue de
9,01 mL/g, en los experimentos 2 y 11, respectivamente (Tabla 3-3). De acuerdo con el
analisis estadistico se evidencia que la voluminosidad disminuye con los factores A-, C-,
E+ y F- (temperatura de inyeccion, velocidad de la alimentacion, concentracion del extracto

y proporcion del coadyuvante de secado) (Tabla 3-4).

Una temperatura de entrada inferior (factor A) ofrece un producto mas humedo,
favoreciendo las fuerzas de cohesién de las particulas, lo que al final implica que las
particulas de tamafios pequefios como las que se obtienen en los diferentes experimentos,
se unan y formen aglomerados que van a tender a comportarse como particulas mas
grandes, disminuyendo de esta manera la voluminosidad del sélido (23, 210, 227). Por otro
lado, una tasa de alimentacion inferior (factor C), disminuye el tamafio de las goticulas de
liquido, ya que menos liquido tiene que ser dispersado, por lo tanto, pueden ser obtenidas
particulas mas pequefias, resultando en una disminucién de la voluminosidad hasta cierto
punto, puesto que, cuando los tamafos de particula son demasiado pequefios la
voluminosidad puede aumentar, debido a que se pueden generar cargas que repelen las
particulas formando espacios entre las particulas generalmente conocidos como puentes
(23). Adicionalmente, una mayor concentracion de extracto (factor E), resulta en una mayor
cantidad de solidos en una gota con aumentos del tamafio de particula, lo que podria
favorecer la disminucion de la voluminosidad resultante (222, 227). Sin embargo, el uso de
diéxido de silicio coloidal como coadyuvante de secado en una alta proporcién (factor F),
podria afectar negativamente la voluminosidad del polvo, dado a que dada la naturaleza de
este material y la baja humedad resultante debido al alto contenido de sélidos a secar en
las goticulas, producen un aumento de las fuerzas electrostaticas que en consecuencia

aumentan la voluminosidad de las particulas (171, 198, 222, 227).

Segun el analisis estadistico de las interacciones de los factores temperatura de inyeccién
y proporcion de coadyuvante de secado (A:F), se sugiere que la voluminosidad es menor
cuando estan en el nivel mas bajo, lo que concuerda con lo previamente evaluado en el
analisis conceptual realizado. Jangam y Thorat (205), encontraron resultados similares en
el proceso de secado por aspersion del extracto de jengibre, en donde obtuvieron
materiales mas compactos (menos voluminosos), con una baja temperatura de inyeccion,

baja velocidad de alimentacion (ajuste de la bomba bajo) y alta presion de atomizacion.
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3.3.2.6 Propiedades de flujo

La fluidez de un polvo es un parametro de elevada importancia en el manejo tecnoldgico de
polvos farmacéuticos, ya que predice si el material llenara continuamente y uniformemente
las matrices de la maquina tableteadora o encapsuladora (23), por tal razén se busca que

la fluidez del material obtenido sea lo mejor posible (angulos de reposo bajos).

Al ser el angulo de reposo una variable de tipo angular no permite la suposicion de
normalidad de los residuos, lo que implica que no es posible realizar un analisis estadistico
de las interacciones de los factores (223, 231). En la Figura 3-5 se representan los angulos
de reposo, donde todas las respuestas estan en el primer cuadrante; con un valor minimo
de 37,15° y un valor maximo de 49,35°, es decir que para todos los experimentos realizados
se obtuvieron materiales de poco flujo, de acuerdo a la clasificaciéon existente (209). Este
comportamiento en general se debe a que el tamafio de particula obtenido en el proceso
de secado es considerado como fino y el contenido de humedad al final del mismo es muy
bajo, por lo que a pesar de tener un material con particulas esféricas su flujo se ve
disminuido (23, 209, 210, 230). Al realizar el analisis estadistico se busca la combinacion

de factores que disminuyan esta variable respuesta, para obtener un flujo lo mejor posible.

Figura 3-5 Respuesta angular de fluidez

270

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico, los factores C y E (ajuste de la bomba
y concentracion del extracto) muestran un efecto significativo sobre la respuesta angular de
la capacidad de flujo (véase la Tabla 3-4). Para encontrar de qué manera se esta afectando
la variable con estos factores se requiri6 realizar el analisis grafico por medio del diagrama
de caja (Figura 3-6), donde el angulo de reposo disminuye (mejora la fluidez del material)

con una disminucion de C y a su vez con un aumento del factor E.
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Adicionalmente, se puede inferir que al aumentar la tasa de alimentacion (Factor C)
incrementa el liquido a evaporar durante el proceso, lo que genera una mayor humedad
resultante en el solido obtenido después del secado. Un mayor contenido de humedad
mejora las propiedades de flujo del material (222, 227). Por otra parte, una concentracion
mayor de extracto (Factor E) significa menos liquido para evaporar en el secado y por lo
tanto, mas solidos en una gota lo que produce un aumento del tamafio de particula y un
producto final con una fluidez del polvo mas favorable (23, 172, 196, 209, 210, 230).

El efecto de los sélidos totales sobre la fluidez, estd de acuerdo con los resultados
reportados por Moreira et al. (196) para el extracto de Acerola pomace con maltodextrina
como coadyuvante de secado en donde encontraron que la mejor proporcion de
extracto/coadyuvante fue de 4:1, obteniendo un material con excelentes propiedades de
flujo. Por otro lado Gallo et al. (171), encontraron un comportamiento similar para el extracto
de hojas de Rhamus pursiana, con diéxido de silicio coloidal como coadyuvante de secado,
en donde una concentracion de solidos en la suspension de alimentacion (7,32%, con una

proporcion 1:1 de extracto:coadyuvante) favorece la fluidez del material.

Figura 3-6 Diagrama de caja para cada factor de la respuesta angular.
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A: Temperatura de inyeccion; B: Velocidad de flujo del nitrdgeno de inyeccion; C: Ajuste de la bomba; D: Ajuste del aspirador;
E: Concentracion del extracto; F: Proporcion del coadyuvante de secado; 1: El factor favorece la variable; -1: El factor
desfavorece la variable
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3.3.2.7 indice de Carr (IC)

El indice de Carr (IC) relaciona las propiedades de cohesiéon de los materiales con su
fluidez, siendo un indicativo de la compresibilidad del material (23, 210), por lo tanto, se
busca que este indice sea lo mas pequefio posible. De acuerdo con la Tabla 3-3 el valor
mas bajo y el mas alto del IC fueron 12,85% y 21,54%, de los experimentos 15 y 14,
respectivamente, los cuales corresponden a materiales con flujo bueno y aceptable de
acuerdo con esta clasificacion (23, 209); por consiguiente los valores de IC de los demas
materiales resultantes de los ensayos se encuentran dentro de este rango. De acuerdo al
analisis estadistico los factores con una influencia significativa fueron los factores ajuste de
la bomba (Factor C) y proporcién del coadyuvante de secado (Factor F), con unos
coeficientes estimados de -0,9207 y -0,3005, respectivamente (Tabla 3-4), lo que quiere
decir que para disminuir el IC se requiere que los factores que afectan esta variable estén

en su valor superior.

De manera similar a lo explicado en las propiedades de flujo (angulo de reposo), de acuerdo
con los analisis estadisticos se puede decir que una velocidad de alimentacion mas alta
(Factor C), resulta en una mayor concentracion de soélidos en una gota y de esta manera
aumenta el tamafio de particula, lo cual podria favorecer a los valores de IC, lo que
contribuye a un mayor flujo y a un mejor empaquetamiento de los polvos. EI mismo
comportamiento se observa cuando la concentracién de extracto es mayor (208). Gallo et
al. encontraron un comportamiento similar para el indice de Carr, en donde el factor con
mayor efecto fue la concentracion de solidos, para el que una mayor concentracion de

solidos permite una disminucion del indice de Carr (171).
3.3.2.8 Higroscopicidad

La higroscopicidad es la capacidad de los materiales para absorber y/o adsorber humedad
atmosférica (23, 169, 210). De acuerdo a estudios previos el extracto seco es
moderadamente higroscopico, siendo clasificado como material clase Il (26, 29, 169), por

lo tanto, en el DEE se busca que este parametro sea mas bajo que el de clase lll.

De acuerdo con el analisis estadistico, se encontré que los factores temperatura de

inyeccion, ajuste del aspirador, concentracion del extracto y proporcion del coadyuvante (A,
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D, E, y F) afectan la higroscopicidad, la cual disminuye con los factores temperatura de
inyeccion, ajuste del aspirador y concentracion del extracto en su valor inferior, y proporcion

del coadyuvante en su valor superior (A-, D-, E- y F +) (Tabla 3-4).

La higroscopicidad mostré valores entre 8,84% y 15,61%, Tabla 3-3. En donde los
experimentos 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15 y 16 presentaron los valores de higroscopicidad mas
bajos que corresponden a los que contienen una mayor proporcion del coadyuvante didxido
de silicio coloidal, lo que concuerda con el analisis estadistico ya que este fue el factor con
la mayor influencia en esta variable (Factor F) (Tabla 3-4). Debido a las caracteristicas del
diéxido de silicio coloidal, este es capaz de mantener grandes cantidades de extracto dentro
de su volumen intersticial, evitando asi la sorcion de agua y por lo tanto una mejora en la

variable evaluada (229).

Por otro lado, cuando se aplicé una temperatura de inyeccion inferior (Factor A-) y una tasa
de aspiracion mas alta (Factor D+) se obtuvieron sdlidos con contenido de humedad inicial
superior ocasionando una disminucion en la capacidad de incorporacién de agua, lo que

podria contribuir a disminuir la higroscopicidad del material (169).

Gallo et al. reportan el mismo comportamiento en donde una alta concentracion de dioxido
de silicio favorece la disminucion de la higroscopicidad (171); de la misma forma, Tonon et
al. encontraron que los valores mas bajos de higroscopicidad fueron obtenidos con los

valores mas altos de concentracién de maltodextrina (198).

3.3.3 Evaluacién final del proceso de secado

En la Tabla 3-6 se presenta el resumen del analisis estadistico resultante que lleva a
definir las condiciones mas adecuadas (variables operacionales o factores) para el
proceso de secado del extracto de frutos de P. peruviana considerando las variables

respuesta evaluadas.
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Tabla 3-6 Resumen general para el proceso de secado

Efecto

Variable deseado Factor A Factor B Factor C Factor D Factor E Factor F
Rendimiento del proceso T~ No No No No - -
Humedad " - + No + No No
Temperatura de salida T~ + - - + No -
Tamano de particula T~ No - No No No No
Voluminosidad v - No - No + -
Angulo de reposo v No No - No + No
fndice de Carr ) No - No No No +
Higroscopicidad v - No No - - +

A\: Aumento de la variable; W: Disminucién de la variable; No: El factor no tiene efecto estadisticamente significativo; +: El
factor tiene efecto estadisticamente significativo en su valor superior, favoreciendo la variable de acuerdo al efecto deseado;
-: El factor tiene efecto estadisticamente significativo en su valor inferior, favoreciendo la variable de acuerdo al efecto
deseado.

En la tabla anterior, se pueden ver cuales son los niveles de los factores para obtener las
mejores condiciones de secado para el extracto. Es de resaltar que a pesar de que existen
efectos derivados de algunas interacciones entre factores, debido a que no siempre
fue posible evaluarlos para todas las variables por los procedimientos estadisticos
realizados, se opta por hacer una evaluacién de los factores sin tener en cuenta las
interacciones. En la Tabla 3-7 se resumen los niveles seleccionados para cada uno de

los factores evaluados en el DEE.

Tabla 3-7 Condiciones seleccionadas para el secado del extracto etandlico de frutos de

Physalis peruviana.

Factor Nivel bajo ()  Nivel alto (+) Nivel Unidades
seleccionado

(A) Temperatura de inyeccion 80 120 80 °C

(B) Velocidad de flujo del nitrogeno de inyeccién 400 600 400 L/h
(C) Ajuste de la bomba de alimentacién 5 15 5 %

(D) Ajuste del aspirador 80 100 100 %

(E) Concentracién del extracto 5,00 10,00 7,50 % (p/p)
(F) Relacién extracto: coadyuvante de secado 1:0,5 11 1:0,75 -

La seleccion de los niveles de los factores, se baso en los resultados del DEE, en donde,
si el factor tiene efecto estadisticamente significativo en su valor superior favoreciendo la
mayoria de las variables de acuerdo al resultado deseado, entonces se selecciona el nivel
superior del factor. Por otro lado, si el factor tiene efecto estadisticamente significativo en

su valor inferior favoreciendo la mayoria de las variables, entonces se selecciona el nivel



Establecimiento de las condiciones del proceso para la obtenciéon del extracto seco 87
aplicando una metodologia de secado por aspersién

inferior del factor. Para los casos del factor E (concentracién del extracto) y el factor F
(relacion extracto: coadyuvante de secado), que tienen efectos estadisticamente
significativos tanto en su valor inferior como en su valor superior, se decidioé tomar un valor

intermedio del factor (Tabla 3-7).

Con los niveles de los factores seleccionados se llevé a cabo un ensayo adicional, en el
gue se evaluaron las mismas variables respuesta del DEE realizado. En la Tabla 3-8 se
muestran los valores medios resultantes para este ensayo adicional, comparandolos con

los valores minimo y maximo obtenidos del DEE.

Tabla 3-8 Resultados del experimento final bajo las condiciones de secado seleccionadas

Variable Efecto deseado Valor minimo Valor maximo Valor obtenido
Rendimiento del
AN 34,03% 68,81% 68,12%
proceso
Humedad [\ 0,211% 1,939% 1,547%
Temperatura de
) 44°C 79°C 74°C
salida
Tamano de particula T~ 2,36 um 8,58 um 4,18 ym
Voluminosidad v 4,94 mL/g 9,01 mL/g 7,46 mL/g
Angulo de reposo v 37,15° 48,70° 36,67°
indice de Carr " 12,85% 21,54% 18,75%
Higroscopicidad v 8,84% 15,61% 10,58%

A\: Aumento de la variable; ¥: Disminucion de la variable

De acuerdo a estos resultados, se puede inferir que el DEE permitid establecer las
condiciones del secado por aspersion del extracto y la proporcion mas adecuada de diéxido
de silicio coloidal, para producir un material co-procesado con un rendimiento apropiado, y
con unas caracteristicas de humedad, tamafio de particula, voluminosidad, fluidez e
higroscopicidad adecuados para la formulaciéon de una forma farmacéutica de compresion

directa.

En la Figura 3-7 se presenta el co-procesado seleccionado, en comparacion con el extracto
fluido de partida y el extracto secado por estufa. De acuerdo a lo discutido en este estudio,
se evidencia como la transformaciéon al estado sélido mejora las propiedades

farmacotécnicas del material.
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Figura 3-7 Extracto de Physalis peruviana

A. Extracto de Physalis peruviana secado en estufa; B. Extracto fluido de Physalis peruviana; C. Co-procesado

de extracto de Physalis peruviana y diéxido de silicio secado por aspersion.

3.3.3.1 Caracterizacidon por calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que permite determinar la cantidad de
energia que absorbe o libera un material cuando es calentado o enfriado a velocidad
constante a un determinado intervalo de temperatura y se utiliza para analizar los eventos
térmicos que se puedan estar presentando (232). Los resultados de la caracterizacion del
extracto, dioxido de silicio, co-procesado y la mezcla fisica por calorimetria diferencial de

barrido se muestran en la Figura 3-8.
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Figura 3-8 Termogramas DSC
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Aer: Didxido de silicio; Ext: Extracto seco; Spr: Co-procesado de extracto + dioxido de silicio; Mez: Mezcla fisica entre el

extracto seco y dioxido de silicio.

De acuerdo a los resultados de los termogramas, se puede observar que el extracto a
temperaturas superiores de 120°C comienza un proceso de descomposicion, esto esta
acorde con los resultados obtenidos en trabajos previos donde se encontré que el extracto
es termolabil (26, 29); esta descomposicion no se evidencia en el material co-procesado y
en la mezcla fisica, probablemente gracias a la adicion del dioxido de silicio coloidal como
adyuvante de secado, que podria ejercer un efecto protector recubriendo al extracto dada
su capacidad de formar puentes de hidrogeno y su alta area superficial (229). Por otro lado
se observa una pérdida de agua en el extracto a una temperatura de aproximadamente de
40°C, esta temperatura se desplaza hacia 60 y 70°C en el material co-procesado y en la
mezcla fisica, posiblemente debido a la capacidad del didxido de silicio coloidal de adsorber
moléculas de agua, que podria hacer necesario una mayor temperatura para poderlas

retirar (229). De estos resultados también se puede inferir, que las condiciones del proceso
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de secado establecidas no estarian afectando la estabilidad quimica del extracto.

3.3.3.2 Caracterizacién por difraccion de rayos X (DRX)

La cristalografia de rayos X es una técnica experimental para el estudio y analisis de
materiales, basada en el fendmeno de difraccion de los rayos X para evaluar las formas
cristalinas u amorfas de los sélidos obtenidos para la fabricacion de las matrices hidrofilicas,

evaluando este comportamiento en comparacion con los componentes precursores.

Se realizaron mediciones de difraccién de rayos X para el extracto seco, el didxido de silicio
coloidal y el co-procesado del extracto seco con didxido de silicio coloidal secado por
aspersion. Todas las muestras evaluadas revelaron un estado amorfo, que se caracteriza

por la presencia de sefales anchas no definidas con abundante ruido (Figura 3-9) (233).
Figura 3-9 Difractogramas de rayos X (DRX).
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A: Extracto seco; B: Diéxido de silicio; C: Co-procesado extracto seco + diéxido de silicio

Un estado amorfo podria mejorar la velocidad de disolucion del extracto (210) lo que podria
ser favorable para el desarrollo del sistema de liberaciéon modificada tipo matriz hidrofilica,

en especial en los mecanismos de liberacion por difusion que se pudieran dar.
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3.3.3.3 Ensayo in-vitro de inhibicion de a-amilasa

Los resultados del ensayo in-vitro de inhibicion de a-amilasa aplicados al extracto seco en
estufa, al co-procesado secado por aspersion (extracto + diéxido de silicio), al extracto sin
coadyuvante secado por aspersion y al diéxido de silicio, utilizando como control positivo la
acarbosa se muestran en la Figura 3-10.

Figura 3-10 Ensayo de actividad in-vitro de inhibicién de a-amilasa.
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ES= Extracto secado en estufa; ESD= Co-procesado secado por aspersion (Extracto + Diéxido de silicio); ESE= Extracto
secado por aspersion; AER= Dioxido de silicio; CONTROL = Acarbosa. Promedio + S.D.; n= 3 por grupo. Test de Bonferroni,
** p<0,01, ***p<0,001

De acuerdo con estos resultados, al parecer el didxido de silicio no presenta interferencias
con el ensayo. Adicionalmente, se puede observar que el extracto que se seco en estufa
tuvo una disminucién en la actividad inhibidora posiblemente debido a una degradacion del
mismo durante el proceso (26). Los extractos que se secaron por aspersion con
coadyuvante de secado y sin coadyuvante de secado no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el efecto inhibitorio, en comparacién con la acarbosa. Por
lo anterior, el secado por aspersidon muestra que mantiene la actividad observada en el

extracto etandlico de frutos P. peruviana L., ain en presencia del didéxido de silicio,
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permitiendo asi su empleo para el desarrollo de un producto fitoterapéutico de liberacién

modificada.

3.4 Conclusiones

El DEE permitié establecer las condiciones de secado por aspersion para el extracto
etandlico de los frutos de P. peruviana, las cuales fueron: temperatura de inyeccion 80°C;
velocidad de flujo del nitrégeno de inyeccion 400 L/h; ajuste de la bomba de alimentacion
5%; ajuste del aspirador 100%; concentracion del extracto 7,5% p/p; relacion del extracto y

el coadyuvante de secado 1:0,75.

Con las condiciones de secado establecidas se obtuvo un material con un rendimiento del
68,12%, con una humedad relativa al final del proceso de secado de 1,547%, un tamafo
de particula de 4,18 um, una voluminosidad de 7,46 mL/g, un angulo de reposo de 36,67°,
un indice de Carr de 18,75% y una higroscopicidad de 10,58%, valores encontrados
adecuados para las etapas siguientes del desarrollo del fitoterapéutico, de acuerdo al

analisis realizado.

La caracterizacion por difraccion de rayos X mostréo que el co-procesado del extracto
etandlico de los frutos de P. peruviana junto con el coadyuvante, presenta un estado amorfo.
La caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido, evidencio que el extracto presenta
un proceso de descomposicion por encima de 120°C y que el diéxido de silicio coloidal
posiblemente genera un efecto protector para el extracto, frente a la descomposicion por

temperatura.

De acuerdo a los estudios in vitro de inhibiciébn de a-amilasa, el extracto que se secé en
estufa tuvo una disminucion en la actividad inhibidora de la «-amilasa por posible
degradacién del mismo, en comparacion con el co-procesado del extracto con el didxido de
silicio coloidal secado por aspersion. Los estudios de inhibicién de «<-amilasa permitieron
establecer que el secado por aspersion del extracto no afectd significativamente su
actividad inhibitoria, indicando que esta es una buena alternativa para llegar a un extracto
en el estado solido como producto intermedio que pueda ser empleado en el desarrollo de

una forma farmacéutica tipo matriz hidrofilica.



Capitulo 4. Selecciéon del polimero para el
desarrollo de un sistema de liberacion
modificada

Una vez establecidas las condiciones de secado del extracto por el método de secado por
aspersion y habiendo caracterizado este material co-procesado, que contiene el activo
(extracto), se debe ahora seleccionar el polimero que permita formular un sistema de
liberacién modificada tipo matriz hidrofilica que module la liberacion del extracto. Para este
fin, se continuara empleando el método de secado por aspersién bajo las condiciones ya
establecidas, con el fin de obtener un material co-procesado que incluya al polimero

(extracto, coadyuvante de secado y polimero).

Este capitulo se centra en seleccionar el polimero en mencién, partiendo de una revision
bibliografica y ensayos preliminares de liberacion del extracto a partir de diferentes

composiciones de matrices hidrofilicas.

4.1 Marco conceptual

4.1.1 Sistemas de liberacion modificada (SLM)

Desde hace algunos afos la investigacion en el campo de desarrollo de nuevos sistemas
de liberacidn de activos, ha tenido grandes avances. Las ventajas sobre las formulaciones
convencionales, incluyen el aumento de la solubilidad del activo en medios acuosos y por
ende de la biodisponibilidad; la disminucion de efectos adversos y el mejoramiento de la
actividad farmacoldgica; el aumento de la estabilidad del sistema, mediante la proteccion
del activo a las condiciones fisiologicas; la liberacion directamente al 6rgano o célula diana;
el control de la velocidad de liberacion, que responde a un objetivo dado y la reduccién del

numero de administraciones diarias, lo que mejora el cumplimiento de la terapia por parte
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del paciente (23, 65, 210, 234).

El término liberacion modificada define a las formas farmacéuticas que se han disefiado de
tal manera que se ha variado el lugar o la velocidad a la que es liberado el activo (210,
235). Bajo la denominacion liberacion modificada se agrupan diferentes sistemas (209,
210) como son: liberacion retardada, liberacién sostenida, liberacion prolongada, liberacion
dirigida, entre otras. La liberacion prolongada, es el comportamiento que presentan los

sistemas de tipo matricial hidrofilico que se propone desarrollar en el presente estudio.

Una liberacion prolongada se caracteriza porque el activo se libera inicialmente en
proporcion suficiente para producir su efecto, y después de manera lenta, no
necesariamente constante, manteniendo la concentracién eficaz durante un tiempo mayor
al de una forma farmacéutica convencional. Con este tipo de sistemas, se busca disminuir
la frecuencia de administracion, por lo que se espera que se mantenga el efecto por lo
menos durante ocho horas. Los sistemas mas empleados para conseguir este tipo de
liberacion son los matriciales, como son las matrices hidrofilicas, las inertes y las lipofilicas.
De estas se destacan principalmente las matrices hidrofilicas, caracterizadas por tener en
su composicion, ademas del activo, uno o mas polimeros hidrofilicos, el(los) cual(es) es
(son) el(los) encargado(s) de modular la liberacion (229, 236). Las matrices hidrofilicas
pueden ser fabricadas por métodos convencionales para la obtencion de tabletas, como la
granulacion por via humeda y la granulacion por via seca (210), sin embargo se prefiere la
via seca o compresion directa, ya que facilita la obtencién de las matrices, disminuye los
tiempos de fabricacion, ademas de ofrecer una mayor estabilidad al activo (23, 210). En
este contexto, ultimamente se viene utilizando el co-procesamiento empleando el método
de secado por aspersion, para obtener materiales de compresion directa para la fabricacion

de matrices hidrofilicas (237).

Para efectos del desarrollo de este trabajo se busca formular el extracto ya transformado
tecnoldgicamente al estado solido en combinacion con polimeros hidréfilos, mediante el
co-procesamiento empleando la metodologia de secado por aspersion. La presencia del
polimero, contribuye a obtener formulaciones con las propiedades deseadas para producir
sistemas de liberacion modificada, del tipo matriz hidrofilica que permitan mantener o

incluso mejorar la actividad farmacologica del extracto de Physalis peruviana (31, 62).
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4.1.2 Co-procesados

Un co-procesado se puede definir como la combinacion de dos o mas materiales, que
podrian ser diferentes tipos de excipientes o combinaciones de excipiente con el principio

activo, para este caso el extracto, mediante un proceso apropiado (237, 238).

Actualmente, para la obtencién de un material co-procesado, se requieren los siguientes
pasos (237, 238):

* |Identificar el grupo de materiales que se van a co-procesar, evaluando cuidadosamente

las caracteristicas y requisitos de funcionalidad que se requieren.
* Seleccionar las proporciones de los diferentes materiales a co-procesar.

e Evaluar el tamafo de particula requerido para el co-procesamiento. Esto es
especialmente importante cuando uno o todos los componentes se procesan en una fase

dispersa.
* Seleccionar el mejor proceso de secado, secado por aspersion o secado flash.
* Optimizacion del proceso.

El co-procesamiento podria conducir a la formacién de materiales con propiedades
superiores en comparacion con las mezclas fisicas de sus componentes. El objetivo
principal de co-procesamiento es obtener un producto con valor agregado en relacion con

la relacién de su funcionalidad / precio (237, 238).

Durante el co-procesamiento no se producen cambios quimicos y todos los cambios se
reflejan en las propiedades fisicas de las particulas (237, 238). Varios excipientes co-
procesados para compresion directa estan disponibles comercialmente: Ludipress (o-
lactosa monohidrato, polivinilpirrolidona y crospovidona), Cellactose y Microcelac (o-
lactosa monohidratada y celulosa), Cel-O-Cal (celulosa y sulfato de calcio), Prosolv
(celulosa microcristalina y diéxido de silicio), y F-Melt (manitol, xilitol, excipiente inorganico,
y agente de desintegracion, desarrollado para formas de dosificacion de disolucién rapida)
(229).
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En cuanto a ejemplos de co-procesados entre excipientes y extractos se encuentra el
trabajo realizado por Gallo et al. (62), quienes desarrollaron un sistema tipo matriz
hidrofilica por co-procesamiento utilizando el método de secado por aspersion para el

extracto de hojas de Hamamelis virginiana.

Como se menciond, para la elaboracién de matrices hidrofilicas el co-procesamiento
mediante secado por aspersion es uno de los métodos que se puede emplear. Este método
consiste en preparar una dispersion o una solucién de los materiales (excipientes y activo)
en agua o en el disolvente adecuado, para después ser secado por aspersion (62, 171,
237, 238); en el caso de las matrices hidrofilicas se incorpora un polimero, obteniendo
materiales directamente compresibles, y que ademas, son excelentes vehiculos para
modular la velocidad de liberacién del extracto (210). Existen diferentes tipos de polimeros
que son empleados en la industria farmacéutica, sin embargo, no todos son adecuados
para la elaboraciéon de este tipo de matrices. Un polimero empleado para este fin debe
caracterizarse por: tener un fuerte caracter hidrofilico, tener la capacidad de hincharse y de
gelificarse por la formacién de redes que se mantienen juntas debido a interacciones de

tipo idnico, puentes de hidrogeno y/o fuerzas hidrofébicas (239).

Estructuralmente los polimeros poseen cadenas que pueden ser lineales, ramificadas o
reticuladas. Las caracteristicas que determinan si un polimero se comportara de un modo
u otro, son principalmente su peso molecular - es decir, el numero total de monémeros por
cadena - la estructura de la cadena (lineal o ramificado) y las cadenas laterales que puedan

derivar de cada mondémero (210).

Los polimeros mas empleados en matrices hidrofilicas pueden dividirse en dos grupos:
polimeros derivados de celulosa y polimeros no celuldsicos (62, 65, 189, 213, 236, 240-
256) (Tabla 4-1). La Tabla 4-1 muestra algunos ejemplos de los polimeros utilizados en
este tipo de formulaciones, centrandose especialmente en los derivados de celulosa, que
son los mas ampliamente utilizados en formulaciones sélidas de liberacion sostenida. Estos
polimeros se componen de mondémeros con un cierto grado de hidrofilicidad y tienen una
estructura regular a lo largo de su cadena, en la que es posible establecer un elevado
numero de enlaces por puentes de hidrégeno, que se ven afectados por la entrada del agua
(236).
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Tabla 4-1 Polimeros utilizados en SLM tipo matriz hidrofilica (62, 65, 189, 213, 236, 240-
256)

Polimeros hidrofilicos celulésicos

Metilcelulosa (MC)

Hidroxipropilmetilcelulosa (Hypromellosa, HPMC)

Hidroxipropilcelulosa (HPC)

Hidroxietilcelulosa (HEC)

Etilhidroxietilcelulosa (E-HEC)

Carboximetilcelulosa sddica (Na-CMC)
Polimeros hidrofilicos no-celulésicos

Alginato de sodio

Goma xhantana

Carragenina

Quitosano

Goma guar

Pectina

Amilosa de almidén altamente entrecruzada
Oxido de polietileno

Carbémero

Copolimero de metilmetacrilato

De los polimeros tipo celulosa el mas utilizado es el HPMC, debido a que este es un
polimero no iénico, por lo tanto no es reactivo (desde el punto de vista de la interaccion por
cargas), proporcionado estabilidad al producto; es util en la preparacion de formas
farmacéuticas de liberacion modificada que contienen farmacos solubles e insolubles en
dosis altas y bajas; es de eleccion para su empleo en matrices de compresion directa y
existen una diversidad de variaciones quimicas que permiten obtener diferentes

viscosidades para la modulacién de la liberacion del activo (257).

Quimicamente el HPMC corresponde a un polimero semisintético, que presenta diferencias
en el grado de sustitucion de los radicales metoxilo e hidroxipropoxilo y su estructura se
muestra en la Figura 4-1. Las diferencias en el grado de sustitucion dan origen a las
multiples referencias comerciales existentes. En la Tabla 4-2 se presentan algunas de
estas referencias (empleadas en esta investigacion), en las que el tipo de sustitucion se
relaciona con la cantidad de grupos metoxilo e hidroxipropoxilo, por ejemplo, un tipo de
sustitucion 2910 quiere decir que contiene un 29% de grupos metoxilo y 10% de grupos
hidroxipropoxilo. Adicionalmente, se presenta la viscosidad aparente de las soluciones al

2% en agua, que refleja el grado de polimerizacién de cada uno de ellos (257).
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Figura 4-1 Configuracion estructural de la HPMC

Tabla 4-2 Diferencias quimicas de los polimeros derivados de celulosa utilizados (257).

HPMC - E10M K4M K15M K100M
Metoxil (%) USP 28-30 19-24 19-24 19-24
Hidroxipropoxil (%) USP 7-12 7-12 7-12 7-12
Tipo de sustitucion USP/BP 2910 2208 2208 2208
Viscosidad aparente
’ 7500- 11250—- 80000-
o (o] —
2% en a(g(;:;a; a 20°C USP 14000 3000-5600 21000 120000

Por otro lado, dentro del grupo de los polimeros no celuldsicos existen varios de diferente
origen (algunos de origen natural y otros sintéticos), uno de los mas empleados es el 6xido
de polietileno comercialmente conocido como polyox®(Tabla 4-3) y cuya estructura quimica
se presenta en la Figura 4-2. Este polimero corresponde a una resina hidrosoluble del tipo
no iénico, con un alto peso molecular que puede estar aproximadamente entre los 100000
y 8000000 Daltons. Posee cadenas asociadas por medio de fuerzas de Van der Waals
débiles (polietileno), interacciones fuertes dipolo-dipolo y enlaces de hidrégeno. Por esta
razon, estos polimeros presentan muchas propiedades que son tipicas de otras clases de
polimeros solubles en agua, tales como su afinidad con el agua, su capacidad de

hinchamiento y de formacioén de geles (210, 258).

La mayoria de los demas polimeros no celulésicos presentan disociacion por lo que,

dependiendo de la aplicacién, su uso puede verse limitado.
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Figura 4-2 Estructura basica del 6xido de polietileno

O
H nOH

Tabla 4-3 Oxido de polietileno WSR NF para aplicaciones farmacéuticas (259)

. . o
Peso molecular Rango de viscosidad aparente, a 25°C (cP)

Polaxamero

aproximado (Daltons) Solucién al 5% Solucién al 2% Solucién al 1%
WSR N-10 100000 30-50
WSR N-80 200000 55-90
WSR N-750 300000 600-1200
WSR-205 600000 4500-8800
WSR-1105 900000 8800-17600
WSR N-12K 1000000 400-800
WSR N-60K 2000000 2000-4000
WSR-301 4000000 1650-5500
WSR Coagulant 5000000 5500-7500
WSR-303 7000000 7500-10000

WSR: Resina hidrosoluble (water soluble resin)

Considerando la amplia gama de polimeros disponibles, a partir de la informacion
bibliografica existente y algunos ensayos realizados, se presenta a continuacion el proceso

seguido para la seleccion de algunos de ellos.

4.2 Metodologia

4.2.1 Materiales

Los frutos de P. peruviana fueron colectados en Subia, Cundinamarca, Colombia en Enero

de 2014. Para la preparacion de los extractos se utilizd etanol (EtOH) 96% y como
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coadyuvante de secado se utilizé didxido de silicio coloidal (Aerosil 200®, Degussa AG, de
Evonik industries), empleando las condiciones establecidas para el secado en el capitulo
3. Los polimeros evaluados fueron Hidroxipropilmetil celulosa (HPMC) E10M, K4M, K15M
y K100M y 6xido de polietileno: Polyox WSR 303, proporcionados por Colorcon.

4.2.2 Equipos

Para el proceso de secado del extracto se utilizo el equipo de secado por aspersién Bichi
B290, utilizando una boquilla con un orificio de 1,5 mm de diametro y usando un

deshumidificador e Inert loop B 295 para secado con solventes organicos.

Para la obtencién del extracto fluido se utilizd una estufa de aire circulante Stokes, y el
extracto se concentré en un rotavapor IKA RV210, para la determinacién del indice de
refraccion se utilizé un refractometro digital Mettler toledo 30PX. La determinacién del peso

del material seco se realizd en una balanza de precision Ohaus modelo PA 3102.

Para mantener homogénea la mezcla del extracto, coadyuvante de secado y polimero se
utilizé una plancha de agitacion IKA C-MAG HS 7.

Para la cuantificacion de los marcadores en los estudios preliminares de liberacion del
extracto se utilizé un UHPLC Thermo Dionex ultimate 3000 system, acoplado a un detector
Ligth Scatering (ELSD) Sedex 85 (Sedere, Francia), detectando a una temperatura de 40°C

y una ganancia de 10.

4.2.3 Métodos

4.2.3.1 Seleccion de los posibles polimeros a partir de la
revision bibliografica.

La importancia de seleccionar adecuadamente el polimero, radica en que al ser parte de la
formulacién y de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas, permitira o no modular la
liberacién del extracto. Esta seleccion inicial se basé en la revisiéon bibliografica de los
diferentes polimeros celuldsicos y no celuldsicos (Tabla 4-1), empleados en diferentes

estudios para la elaboracion de matrices hidrofilicas. (65, 210, 236). El primer criterio para
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la seleccion del polimero fue que no tuviera cargas que pudieran generar algun tipo de
incompatibilidad con el extracto. Posteriormente, luego de la preseleccion de los polimeros,
se escogieron aquellos derivados de celulosa y no celulésicos mas utilizados dentro de
cada categoria. Con estos polimeros preseleccionados se realizo la evaluacion preliminar,

cuya parte experimental se presenta a continuacion (62).

4.2.3.2 Elaboracion del material co-procesado

El material co-procesado, que como se menciond, comprende la combinacion del extracto
fluido, el diéxido de silicio coloidal y el polimero a seleccionar, es obtenido mediante la
metodologia de secado por aspersion. Este material constituye el eje del sistema de
liberacién modificada que después de comprimir se presenta como un sistema matricial.
El extracto fluido se obtuvo de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo anterior

(numeral 3.2.3.1) y se concentrd hasta un 7,5% de soélidos totales.

Para la elaboracion del material co-procesado se prepararon seis formulaciones partiendo
de dispersiones etandlicas de diferentes combinaciones del extracto fluido de frutos de P.
peruviana con un contenido de so6lidos totales de 7,5%, el diéxido de silicio y los diferentes
polimeros preseleccionados a partir de la revision bibliografica, de acuerdo a lo que se
muestra en la Tabla 4-4. Para garantizar la incorporacién completa de los excipientes y la
homogeneidad de la mezcla, esta se agité durante 60 min antes de la atomizacion y durante

todo el proceso de secado por pulverizaciéon a 1000 rpm.

Tabla 4-4 Formulaciones elaboradas para la seleccion del polimero

Coadyuvante de Proporcion del

Formulaciéon Extracto (%) secado (%) Polimero polimero (%)
1 571 42,9 - 0
2 50,0 37,5 HPMC K4M 12,5
3 50,0 37,5 HPMC K15M 12,5
4 50,0 37,5 HPMC K100M 12,5
5 50,0 37,5 HPMC E10M 12,5
6 50,0 37,5 Poliox WSR 303 12,5

El proceso de secado por aspersion se llevd a cabo de acuerdo a las condiciones

seleccionadas en el capitulo 3 para la obtencién del extracto seco. Las condiciones fueron:
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temperatura de inyeccion 80°C; velocidad de flujo del nitrégeno de inyeccion 400 L/h; ajuste
de la bomba de alimentacién 5%; ajuste del aspirador 100%; concentracién del extracto
7,5%; relacién del extracto / coadyuvante de secado / polimero 1:0,75:0,25 (50% : 37,5% :
12,5%). La proporcion del polimero se fijo basandose en estudios previos realizados por
otros investigadores (62, 181, 236, 245, 260).

Cada una de las formulaciones presentadas en la Tabla 4-4, fueron caracterizadas, antes
y después de procesadas. Previo al secado se evalud la viscosidad y al material sélido

después del proceso, se le evalué el rendimiento.

= Viscosidad

Se determind la viscosidad de las dispersiones por triplicado a 20°C utilizando un

viscosimetro Brookfield DV-E, a 50 RPM y con una aguja SP06.

» Rendimiento del proceso

El rendimiento se calculd6 como la relacién entre el peso del polvo seco obtenido y el
contenido inicial de sélidos presentes en la dispersion a secar, de manera similar a lo

realizado en el capitulo 3.

4.2.3.3 Preparacion de las matrices y evaluacién preliminar
del comportamiento de liberacion.

Las matrices fueron elaboradas a partir del material co-procesado, teniendo en cuenta que
estas contuvieran 500 mg de extracto seco. Para este fin, se pesaron 1000 mg de cada
uno de los materiales co-procesados mediante la metodologia de secado por aspersién,
de acuerdo a la Tabla 4-4 y se comprimieron con la ayuda de una tableteadora hidraulica
Carver C, a una fuerza de 5 kN durante 10 segundos (62, 181, 236, 245, 260), empleando

una matriz de 14 mm de diametro.

A las matrices se les realizaron ensayos de liberacion preliminares con el fin de seleccionar

el polimero que permitiera modular la liberacién del extracto a partir de las diferentes
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formulaciones elaboradas. Para tal fin, se empled un vaso de precipitados de 150 mL, con
una paleta de rotacién a una velocidad de 100 rpm, utilizando 100 mL de agua destilada
como medio de liberaciéon, durante 4 horas; la temperatura se mantuvo a 37 0,5°C. El
muestreo se hizo a intervalos de tiempo de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 y 240 min,
tomando 1 mL de alicuota y reemplazandola inmediatamente con el mismo volumen de
medio acondicionado a la temperatura de trabajo. Inmediatamente después de tomada la
muestra esta se paso por un filtro de 0,45 um, para retirar las particulas que pudieran estar

presentes.

Este mismo procedimiento se aplicé para el material co-procesado obtenido sin polimero,

(formulacién 1, Tabla 4-4), para lo cual se hicieron tabletas de 875 mg.

Con el fin de evidenciar si existen o no diferencias estadisticamente significativas entre los
perfiles de liberacién de las formulaciones con polimero y la formulacién 1, sin polimero, se

realizé la comparacion mediante el factor de similitud, f,, calculado por la Ecuacion 4-1.

fo = 50l0g{ 1+ (%)zq:(Rt _ Tt)zl_o5 100}

Ecuacion 4-1

Donde n es el numero de disolucion a diferentes tiempos, R: y T: son porcentajes de
liberacién de extracto en cada tiempo. Si el valor de f; esta entre 50 y 100 indica similitud
entre los perfiles de liberacion comparados y por ende que el polimero no tendria influencia

en la modulacion de la liberacion (261).

= Cuantificacion del extracto

La cuantificacion del extracto se realizé en un equipo de UHPLC-ELSD, utilizando como
fase estacionaria una columna Phenomenex Luna NH2 100 A (3um — 150 X 2mm), con una
temperatura del horno de 30°C, como fase movil MeCN/H-0 (82,5:12,5) por 20 minutos y
con un flujo de 0,2 mL/min. Las condiciones del detector ELSD fueron: ganancia: 10;

temperatura: 82°C y una presion de nitrégeno de 72,5 psi.

La cuantificacion del extracto se hizo en funcién de los marcadores fructosa y glucosa. Para
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esto se determino el contenido inicial de estos marcadores en el extracto y en los materiales
obtenidos después del secado por aspersion (cada una de las formulaciones obtenidas) y

en cada una de las alicuotas tomadas durante el ensayo de liberacion.
= Analisis cinético

Por tratarse de un estudio preliminar para la seleccién del polimero, se realizé el analisis
cinético basico de la liberacidon del extracto para las formulaciones que contenian el
polimero HPMC-K4M, HPMC-K15M y HPMC-K100M, a partir de los datos de concentracion
del extracto (marcador) liberado, expresado en porcentaje, en cada intervalo de muestreo
en funcion del tiempo. Los datos de liberacion fueron evaluados suponiendo un ajuste a las

cinéticas de orden O y 1.

4.3 Resultados y discusion de resultados

4.3.1 Selecciéon de los posibles polimeros a partir de la revision
bibliografica

Debido a que el extracto se trata de un sistema multicomponente, (26), el primer criterio
para la seleccion del polimero fue que este no tuviera cargas que pudieran generar algun
tipo de incompatibilidad o inestabilidad en el extracto. Por tal motivo, se seleccionaron los
polimeros no i6nicos metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa y etilhidroxietilcelulosa como polimeros celuldsicos y 6xido de polietileno

como polimero no celuldsico.

De los polimeros preseleccionados se escogieron aquellos mas utilizados de cada
categoria, esto con el fin de facilitar su consecucion. Por tal razén, fueron escogidos para
elaborar las matrices hidrofilicas la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) como polimero

derivado de celulosa y el 6xido de polietileno como polimero no celulésico.

El 6xido de polietileno, posteriormente se descartd ya que este posee una temperatura de
transicion vitrea (Tg) relativamente baja (65-70°C (229)). La Ty, es la temperatura a partir

de la cual el material sufre un marcado cambio de sus propiedades fisicas. A temperaturas
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por encima de la T4 segmentos relativamente grandes de 10 o 50 unidades de repeticion
se pueden mover con libertad en movimientos conjuntos, logrando modificar su
conformacion, mientras que por debajo de esta temperatura los movimientos quedan
limitados a segmentos muy pequefios, impidiendo una reorganizacion. Por encima de esta
temperatura el 6xido de polietileno tiene un comportamiento termoplastico y puede ser
facilmente calandrado, extrudido, moldeado por inyeccion o fundido (262), lo que quiere
decir que a la temperatura establecida para el secado por aspersion del extracto (80°C),
definida en el capitulo 3, este polimero se vuelve deformable o flexible (210, 232),
impidiendo su incorporacion a la formulacion (formulacién 6), como se observa en la Figura
4-3.

Figura 4-3 Comportamiento de la formulacion 6 frente al secado por aspersion

De los polimeros celuldsicos se selecciond la Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) debido a
que es ampliamente utilizada para la elaboracion de sistemas de liberacion modificada tipo
matriz hidrofilica (257, 263), debido a su alta capacidad de hinchamiento, una de sus
caracteristicas mas importantes que influencia de manera significativa la cinética de
liberacién de principios activos (257, 263). De este polimero se escogieron varias
referencias que se caracterizan por poseer diferentes viscosidades, con el fin de ver el
efecto que esta propiedad podria tener sobre la liberacion del extracto. De esta manera se
seleccionaron HPMC K100, K15M, K4M y E10M, las cuales se presentaron en la Tabla 4-
2.
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4.3.2 Elaboracién del material co-procesado

Como se mencioné en la metodologia, para la obtencion del material co-procesado se
utilizaron las mismas condiciones de secado por aspersion que para el extracto de frutos

de P. peruviana junto con el coadyuvante de secado.

Se realizé un ensayo preliminar verificando que se pudiera, en estas condiciones, obtener

el material co-procesado que incluyera el polimero, obteniendo resultados satisfactorios.

Una vez elaboradas las formulaciones presentadas en la Tabla 4-4, se evaluaron el
rendimiento y la viscosidad segun lo explicado en la metodologia; los resultados

correspondientes se ilustran en la Tabla 4-5.

Tabla 4-5 Evaluacion del rendimiento del proceso en términos de variaciones en la

formulacion (relacion extracto / coadyuvante / polimero) y viscosidad de las formulaciones.

” Rendimiento del proceso (%) Viscosidad a 20°C (cps)
Formulacién
Promedio Desv. Promedio Desv.
Formulacién 1 68,1 2,0 45 4
Formulacién 2 82,2 6,4 133 31
Formulacién 3 74,0 1,7 167 12
Formulacién 4 77,7 0,8 240 20
Formulacién 5 30,4 49 2787 306

Formulacion 1: Extracto : SiO2 57,1%:42,9%; Formulacion 2: Extracto : SiO2 : HPMC-K4M 50,0%:37,5%:12,5%;
Formulacion 3: Extracto : SiO2 : HPMC-K15M 50,0%:37,5%:12,5%; Formulacion 4: Extracto : SiO2 : HPMC-K100M
50,0%:37,5%:12,5%; Formulacién 5: Extracto : SiO2: HPMC-E10M 50,0%:37,5%:12,5%.

La diferencia mas notoria en la viscosidad, respecto a la formulacion 1, se presenta para la
formulacioén 5, lo que posiblemente se deba al alto porcentaje de metoxilos que contiene el
HPMC E10M en comparacioén con los polimeros HPMC K4M, K15M y K100M (Tabla 4-2).
De acuerdo a Dahl et al. (264) las variaciones relativas al contenido de grupos metoxilo en
el polimero, pueden generar un aumento en la viscosidad de sus dispersiones, lo que
también podria explicar las diferencias presentadas en el rendimiento del proceso aqui

evaluado.

Los rendimientos resultantes para cada caso evidencian que bajo las condiciones de
secado previamente establecidas, es necesario descartar el polimero HPMC E10M ya que

este tiene un rendimiento de apenas el 30,4%. Al comparar este resultado con la viscosidad
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obtenida para esta dispersion, se aprecia que es la que presenta mayor viscosidad (2787
cps). Esta viscosidad alta puede generar una mayor adherencia del material en el cilindro

de secado, produciendo un rendimiento mas bajo, similar a lo reportado por otros autores
(98, 194).

4.3.3 Preparacion de las matrices y evaluacion preliminar del
comportamiento de liberacion

Después de elaboradas las matrices con cada una de las formulaciones (Tabla 4-4) y
habiendo descartado la formulacion 5 por lo ya explicado, se realizaron los experimentos
de liberaciéon in-vitro, de manera preliminar durante 4 horas en agua destilada, cuyos

resultados se presentan en la Figura 4-4.

Figura 4-4 Liberacion del extracto (% de fructosa y glucosa liberada) a partir de tabletas
de Extracto:SiO, y sistemas matriciales con diferentes tipos de HPMC, empleando como
medio de liberacién agua.

—o—Formulacién 1 —o—Formulacién 2 Formulacién3 —a—Formulacion 4 —o—Formulacién1 —e—Formulacion 2 Formulacion3 —a—Formulacion 4
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a. Perfil de liberacion del extracto cuantificando fructosa; b. Perfil de liberacién del extracto cuantificando glucosa.
Formulacién 1: Extracto : SiO2 57,1%:42,9%; Formulacion 2: Extracto : SiO: : HPMC-K4M 50,0%:37,5%:12,5%;
Formulacién 3: Extracto : SiO2 : HPMC-K15M 50,0%:37,5%:12,5%; Formulacién 4: Extracto : SiO2 : HPMC-K100M
50,0%:37,5%:12,5%. Promedio + desv. est.

Como se puede observar, la formulacion 1 (Extracto/SiO2 57,1%:42,9%), la cual no posee
polimero, libera rapidamente el extracto (cuantificado en funcién de fructosa y glucosa), ya
que a los 60 minutos del estudio ha liberado cerca del 80% y a las dos horas cerca del
100% del extracto. Este resultado se esperaba, ya que, si no hay polimero presente, la
formulacién no esta en capacidad de modular la liberacion del extracto. Esto contrasta con

lo observado para las formulaciones 2 a 4, las cuales poseen polimero y no permitieron
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una liberacion completa del extracto en el mismo periodo de tiempo evaluado, lo que

significa que dichas formulaciones son capaces de modular dicha liberacion.

Al comparar los perfiles de liberacion del extracto se observa que las formulaciones de las
matrices hidrofilicas (Formulacion 2: Extracto/SiO»/HPMC-K4M (50,0%:37,5%:12,5%);
Formulacion 3: Extracto/SiO2/HPMC-K15M (50,0%:37,5%:12,5%) y Formulacion 4:
Extracto:SiO2:HPMC-K100M (50,0%:37,5%:12,5%) son similares entre si, con valores del
factor de similitud f> por encima de 63,95 (Tabla 4-6), mientras que al compararlos con la
formulacién que no contiene polimero (Extracto/SiO2 57,1%:42,9%), se observan valores
del factor de similitud f> por debajo de 17,65, mostrando que los perfiles de liberacién no
son similares. Estos valores indican que no hay diferencias en los perfiles de liberacién, de
las formulaciones 2, 3 y 4 independientemente de la referencia de polimero utilizado
(Formulacion 2 HPMC-K4M; Formulacion 3: HPMC-K15M; Formulacién 4: HPMC-K100M),
al nivel de concentracion utilizado en la formulacion (12,5%) y a pesar de que en las
mezclas iniciales se encuentren diferencias en la viscosidad (Tabla 4-5). Esto puede

deberse al relativamente alto porcentaje de polimero en la matriz hidrofilica (12,5% P/P).

Tabla 4-6 Factor de similitud para comparacion de perfiles de liberaciéon preliminar en la

seleccion del polimero

Comparacion £ fructosa £ glucosa
Formulacién 1 : Formulacién 2 13,67° 15,64°
Formulacién 1 : Formulacién 3 12,34° 15,63°
Formulacion 1 : Formulacion 4 12,32° 17,65°
Formulacion 2 : Formulacion 3 96,182 91,822
Formulacién 2 : Formulacion 4 71,002 65,862
Formulacién 3 : Formulacion 4 98,332 66,312

Formulacion 1: Extracto : SiO2 57,1%:42,9%; Formulacion 2: Extracto : SiO2 : HPMC-K4M 50,0%:37,5%:12,5%;
Formulacion 3: Extracto : SiO2 : HPMC-K15M 50,0%:37,5%:12,5%; Formulacion 4: Extracto : SiO2 : HPMC-K100M
50,0%:37,5%:12,5%; a. Perfiles similares (f2 = 50-100); b. Perfiles no similares (f. = 0-50).

Gallo et al. obtuvieron un comportamiento similar en la liberacién del extracto de Hamamelis
virginiana a partir de las matrices hidrofilicas de carboximetilcelulosa sédica (CMC-Na), en
donde no se encuentran diferencias significativas en los perfiles de liberacién de dichas
matrices que contienen este polimero en una concentracion de 13% p/p (62). Por otro lado,
Escudero et al. y Campos-Aldrete et al. mostraron que cuando los porcentajes de HPMC
estaban alrededor de 20% p/p, la variacion en el grado de viscosidad no genera cambios

importantes en el comportamiento de liberacion del farmaco (265, 266).



Seleccién del polimero para el desarrollo de un sistema de liberaciéon modificada 109

Por otro lado, se realizé la evaluacion cinética preliminar de la liberacion del extracto de las
diferentes formulaciones que contenian polimero (Tabla 4-7), encontrandose que la
liberacién del extracto en las formulaciones 2 a 4 se ajustan mejor a una cinética de orden
0, tanto para el marcador de fructosa como para el de glucosa. Estos resultados sugieren
que la velocidad de liberaciéon del marcador es constante en el tiempo y por lo tanto
independiente de su concentracion. Como ya se habia indicado, este comportamiento
estaria relacionado con la alta concentracién de polimero en las formulaciones evaluadas,

produciendo una baja velocidad de liberaciéon del extracto.

Tabla 4-7 Analisis cinético de liberacidn de extracto a partir de las matrices formuladas con

los diferentes polimeros de HPMC

Orden 0 Orden 1
Formulacién Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa
R? A B R? A B R? A B R? A B
2 0,9972 3,64 0,175 0,9868 6,28 0,151 0,8956 1,79 0,0098 0,8465 2,11 0,0079
3 0,9974 2,23 0,153 0,9841 6,87 0,151 0,9239 1,54 0,0102 0,8838 2,11 0,0079
4 0,9979 2,48 0,149 0,9907 8,74 0,181 0,9234 1,58 0,0099 0,8781 2,38 0,0076

Formulacién 2: Extracto : SiO2 : HPMC-K4M 50,0%:37,5%:12,5%; Formulacion 3: Extracto : SiO2 : HPMC-K15M
50,0%:37,5%:12,5%; Formulacién 4: Extracto : SiOz2: HPMC-K100M 50,0%:37,5%:12,5%. R% Correlacion; A: Intercepto B:

Pendiente.

De acuerdo a estos resultados, se encontré que no hay diferencias estadisticamente
significativas (segun el factor de similitud, f.) entre los perfiles de liberacion de las matrices
hidrofilicas de HPMC, con las tres diferentes referencias de polimero (Tabla 4-5), lo que
implicaria el poder escoger cualquiera de ellas. Asi, se seleccion6 la formulacion 3
(Extracto : SiO2 : HPMC-K15M 50,0% : 37,5% : 12,5%) para la realizacién del estudio
detallado del mecanismo y comportamiento fisicoquimico de la liberacion del extracto
(resultados que se presentan en el siguiente capitulo), considerando que esta formulacion
presenta un valor intermedio de velocidad de liberacién, cuando se cuantifica fructosa. Esta
formulacién seleccionada contiene el polimero HPMC-K15M y los resultados encontrados
para la velocidad de liberacion resultan Iégicos si se considera que este polimero posee
una viscosidad intermedia (15000 cps), en comparacion de los otros dos polimeros
evaluados. Un valor intermedio de viscosidad permite observar cambios mas visibles en la

liberacion, al realizar ajustes de la proporcion del polimero en una formulacion, a diferencia
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de lo que ocurre con polimeros de mayor viscosidad y se dificulta con uno de menor

viscosidad.

4.4 Conclusiones

De los polimeros de HPMC, se seleccionaron las referencias K100, K15M y K4M para
elaborar los materiales co-procesados extracto-dioxido de silicio-polimero; se descartaron
las formulaciones 5 y 6, correspondientes a HPMC E10M y oxido de polietileno,
respectivamente, debido al bajo rendimiento en el proceso de secado por aspersion, para
el primer caso y la imposibilidad de obtener un polvo, cuando se emplea el 6xido de

polietileno.

Se elaboraron las matrices hidrofilicas a partir del material co-procesado con las
formulaciones 2, 3 y 4 que contenia el extracto de frutos de P. peruviana y los polimeros
de HPMC con referencias K100, K15M, K4M, evidenciando en los tres casos la modulacion
en la liberacion del extracto en comparacion con la matriz hidrofilica formulada sin polimero
(Formulacion 1), que presentd un comportamiento similar al de un sistema de liberaciéon

inmediata.

Al comparar los perfiles de liberacion de las matrices hidrofilicas a partir de las
formulaciones 2, 3 y 4, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
ellas a la misma concentracion del polimero (12,5%), o que podria estar relacionado con

la alta concentracion del mismo, como lo han reportado otros autores.

Se selecciond el polimero HPMC-K15M para el estudio detallado del mecanismo de
liberacién del extracto a partir de formulaciones de matrices hidrofilicas, debido a su
comportamiento intermedio en velocidad de liberacién, asociado a la viscosidad intermedia

gue presentan sus dispersiones en comparacion con los otros polimeros evaluados.



Capitulo 5. Estudio del mecanismo vy
comportamiento fisicoquimico de |la
liberacion del extracto a partir de un sistema
tipo matriz hidrofilica

El objetivo de esta parte del estudio fue desarrollar una forma farmacéutica sélida de
liberacién modificada tipo matriz hidrofilica, que contiene el extracto de frutos de Physalis
peruviana, como principio activo. Para este propésito se utilizd el co-procesamiento por el
método de secado por aspersion, cuyas condiciones fueron previamente establecidas,
empleando en la formulacion el diéxido de silicio como coadyuvante de secado y el HPMC-
K15M, seleccionado previamente, como polimero para modular la liberacion del extracto.
Se elaboraron cuatro formulaciones variando la proporcién del polimero con el fin de
determinar la influencia de este excipiente sobre el comportamiento de la liberacién del
extracto a partir de las matrices hidrofilicas, en diferentes condiciones de pH, simulando el
tracto gastrointestinal; adicionalmente, a la formulaciéon seleccionada a partir de este
ensayo, se le realizaron otras pruebas como estudios de erosién, captacion de agua y
frentes de movimiento, que complementaron la evaluacion detallada del mecanismo de

liberacion.

5.1 Marco conceptual

5.1.1 Sistemas de liberacién modificada (SLM): Matrices
hidrofilicas

En las ultimas décadas se ha incrementado el desarrollo de sistemas o dispositivos que
permiten que un activo pueda liberarse de manera controlada o bien dirigirse a un blanco

especifico del organismo (210, 236, 245). Sin embargo, este tipo de desarrollos que se
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realiza en su mayoria con farmacos (moléculas obtenidas por sintesis quimica o aisladas
a partir de fuentes naturales), son menos comunes en el campo de los medicamentos que
incluyen extractos como principios activos. Por otra parte, hay que considerar que muchos
de estos SLM emplean tecnologias sofisticadas en su elaboracion, dificimente alcanzables
en paises en desarrollo y en muchos casos que generan resultados importantes a escala
laboratorio, pero no facilmente escalables a un nivel industrial. Esta consideracién hace
que el desarrollo de formulaciones como sistemas matriciales ofrezca ventajas teniendo en
cuenta que se pueden elaborar empleando los equipos propios de la tecnologia de
fabricacion de tabletas convencionales, lo que hace que los costos asociados a estos

medicamentos no sean altos en comparacion de otros SLM (236, 245).

Los sistemas matriciales se caracterizan por llevar el ingrediente activo (farmaco o extracto)
uniformemente disperso (a nivel molecular o como particulas) en un soporte (matriz), cuya
composicion varia dependiendo del tipo al que corresponda. De acuerdo a la composiciéon
de la matriz y de si el principio activo esta disperso a nivel molecular o particular los
mecanismos por los que se da la liberacion del activo pueden variar, siendo los mas

importantes los de difusion, disolucion, erosiéon e hinchamiento (2, 245, 267).

Segun su composicion, se pueden distinguir tres tipos de sistemas matriciales: inertes,
lipidicos e hidrofilicos, siendo estos ultimos los mas empleados por su versatilidad para
modular la liberacion del ingrediente activo y eje de la presente investigacién, por lo que se

hablara de ellos con mayor detalle.

» Matrices inertes, plasticas o insolubles.

Las matrices inertes son una forma farmacéutica de liberacion modificada en donde el
farmaco se mezcla con un polimero inerte o hidréfobo y de ser necesario algunos otros
excipientes, para luego ser comprimidos. La liberacion del farmaco, se da por la
penetracion del agua, que lo disuelve, haciendo posible su difusion a través de una red de
canales que existen entre las particulas de polimero compactado. Algunos ejemplos de
excipientes que han sido utilizados como matrices inertes o hidroéfobas incluyen: polietileno,

cloruro de polivinilo, acetato de celulosa y polimeros de acrilato y sus copolimeros (268).

» Matrices lipidicas

Estas matrices se preparan a partir de materiales como glicéridos, principalmente
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saturados (mono-, di- y triglicéridos), acidos y alcoholes grasos, ésteres de acidos grasos
y de alcoholes de bajo peso molecular y por ceras, constituidas principalmente por ésteres
de alcoholes y de acidos grasos superiores. La liberacién a partir de estas matrices se
produce por difusién del activo a través de los poros y erosion de la matriz. Este tipo de
matrices pueden ser afectadas por lipasas e inclusive por variaciones en el pH, por lo tanto,
la liberacion del farmaco es mas sensible a la composicién del fluido digestivo y a la erosion

de la matriz la cual es totalmente insoluble (269).

> Matrices hidrofilicas

Las matrices hidrofilicas, son ampliamente utilizadas en la administracion de activos por
via oral debido a su flexibilidad para obtener el perfil de liberacion deseable y el bajo costo
de fabricacion. Para la formulacion de este tipo de matrices, se utilizan polimeros hidrofilos

con alta capacidad de gelificacion (269).

Los tamafios de las matrices pueden ir desde micrones (por ejemplo, las microcapsulas) a
milimetros (minitabletas) y tamafios mas grandes como tabletas y capsulas. Su forma ha
evolucionado desde una esfera clasica de granulos y tabletas a una serie de formas
geométricas que modulan la liberacion del farmaco de acuerdo al area superficial de
contacto con el medio (210, 236, 245).

En las ciencias farmacéuticas las matrices hinchables para administracion oral son
comunmente fabricadas en forma de tabletas obtenidas por la compresion de polvos de
microparticulas hidrofilicas. Su composicion, para el caso en el que el activo es un extracto,
comprende este a un nivel alto (60-80% w/w), junto con un polimero hidréfilo, ademas de

excipientes solubles (245, 267).

Los factores mas importantes que deben tenerse en cuenta en el desarrollo de una
formulacién de este tipo son la solubilidad del activo; el tipo de polimero o polimeros que
hace(n) parte de la matriz, la viscosidad y el tamafo de la particula del polimero; el
porcentaje de activo incorporado; la proporcion de activo/polimero y las dimensiones del
sistema (210, 236). Estos factores mencionados van a incidir en el comportamiento de la
liberaciéon del activo, que se deben caracterizar para definir la composicion de la

formulacion.
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5.1.2 Mecanismo de liberaciéon del principio activo a partir
de matrices hidrofilicas

Como se menciond, una de las caracteristicas mas importantes que debe tener el polimero
o polimeros hidrofilico(s), es poseer un alto grado de hinchamiento, ya que esta capacidad

va a ser determinante en la cinética de liberacion del activo a partir de la matriz hidrofilica.

Segun varios autores (236, 245-247, 256, 257, 260, 261, 267, 270-275), la liberacion de un
activo, a partir de la matriz hidrofilica se puede resumir en varias etapas que siguen una

secuencia, como se explica a continuacion:

o Al comienzo del proceso, el comprimido entra en contacto con el medio, generando
una interfase polimero / medio, resultando en la imbibicién parcial de agua por parte
de la matriz. La liberacion del activo en este punto se basa en la disminucion de la
temperatura de transicion vitrea del polimero (Tg), causada por el efecto
plastificante que ejerce el agua proveniente de los fluidos fisiologicos al ingresar en
la matriz. La presencia del agua genera un cambio en la movilidad de las cadenas
del polimero, modificando la flexibilidad del material, que pasa del estado vitreo a
un estado parecido al de una goma, produciendo asi una liberacion inmediata del
activo que yace en la superficie de la matriz.

e Transcurrido el tiempo, el agua entra en mayor proporcién a la matriz y La
interaccion polimero / agua, ocasiona coalescencia o unificacion de las diferentes
particulas del polimero que se estan hidratando sobre la superficie de la matriz, con
la consecuente disminucion del Tg y formacion de una capa de gel.

o En la medida que pasa mas tiempo se evidencia un mayor espesor de la capa gel
a través de la cual difunden, el medio de disolucion o fluido bioldgico hacia el interior
del comprimido o el activo y excipientes solubles hacia el exterior del sistema,
generando un gradiente de concentracion y un alto grado de hinchamiento que
conlleva a una variaciéon en las dimensiones de la matriz. Con el aumento de
contenido de agua, el coeficiente de difusion del activo aumenta sustancialmente.
Es de aclarar, que dentro de la matriz polimérica coexisten el activo disuelto y el no
disuelto dependiendo del grado de hidratacion del sistema y de la solubilidad que

tenga este. El activo que no esté disuelto no esta disponible para difundir.
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e Posteriormente, el polimero se puede erosionar, permitiendo la liberacion del activo,

se encuentre disuelto o no.

De acuerdo a lo explicado las interacciones entre el agua, el polimero y el activo son los
factores que principalmente influyen sobre el control de la liberacion, resaltando que la
formacion de la capa gel constituye el elemento central del mecanismo por la que esta se
da, puesto que previene la desintegracion de la matriz y modula la penetracion del agua
(257, 260, 263, 266, 276). De esta manera, aspectos como la penetracion del agua, el
hinchamiento del polimero, la disolucion, la difusion del activo y la erosiéon de la matriz son

los fendbmenos que determinan la liberacion (246, 247, 263, 267, 277).

Con el fin de seguir la dinamica de la capa de gel durante la liberacién del activo en las
matrices hidrofilicas hinchables, se deben definir los limites de cada una de las zonas
formadas o frentes de movimiento. Es bien conocido que una capa de gel esta delimitada
fisicamente por dos frentes que separan los estados de la matriz, es decir, los limites que
separan la matriz hinchada con solvente (agua) y la parte vitrea del polimero (matriz seca
sin hinchar). Sin embargo, puede existir la posibilidad de la presencia de un tercer frente
de movimiento al interior de la capa de gel, debido a la precipitacién del activo disuelto o a
su no disolucion. Este frente adicional se denomina frente del activo no disuelto o frente de
difusion y depende de su solubilidad en el medio. Su presencia puede crear condiciones
en el sistema tales que la liberacion sea mas controlada por la disolucién del activo que por
el hinchamiento del polimero (246, 247, 263, 267, 277). Asi, podria encontrarse tres frentes
de movimiento bien definidos, los cuales se representan en la Figura 5-1, y se describen a
continuacion, teniendo en cuenta que la zona de la linea punteada corresponde al diametro

inicial de la matriz antes de ser expuesta al medio de disolucién:

Zona 1: Es aquella comprendida desde el centro de la matriz hasta el frente de
hinchamiento y representa el limite entre el polimero todavia vitreo y su estado gelificado

(gomoso).

Zona 2: Comprendida desde el frente de hinchamiento hasta el frente de difusion y

representa el limite en la capa de gel entre el activo, hasta ahora no disuelto y disuelto.

Zona 3: Comprende la zona ubicada entre el frente de difusion y el frente de erosion,

representa el limite entre la capa de gel y el medio de disolucion.
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Figura 5-1 Representacion esquematica de una matriz hidrofilica después de determinado

tiempo de hinchamiento, en donde se senalan las diferentes zonas.

Frente de erosion Frente de difusion

Frente de hinchamiento Diametro inicial

ro Radio inicial; rs = Radio de difusién; r» = Radio de hinchamiento; re = Radio de erosién

Considerando los diferentes aspectos que involucra la liberacién de un activo, para este
caso el extracto de P. peruviana, a partir de un sistema tipo matriz hidrofilica, ensayos de
laboratorio como la evaluacion del comportamiento de sorcion, la determinacion de la
evolucion de los frentes de movimiento, la erosion, la liberacion y las relaciones que se
puedan plantear entre ellos, se vuelven fundamentales a la hora de explicar el mecanismo
por el que se da esta liberacion (246, 247, 263, 267, 277).

5.2 Metodologia

5.21 Materiales

Los frutos de P. peruviana fueron colectados en Subia, Cundinamarca (Colombia), en
enero de 2014. Para la preparacion de los extractos se utilizd etanol (EtOH) 96%
(proporcionado por la Empresa de Licores de Cundinamarca-Colombia, grado
farmacéutico) y como coadyuvante de secado se utilizé didxido de silicio coloidal (Aerosil

200®, Degussa AG, de Evonik industries). Para la elaboracién de las matrices hidrofilicas
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se utilizé Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) K15M (Methocel, proporcionado por

Colorcon).

5.2.2 Equipos

Para el proceso de secado del extracto se utilizo el equipo de secado por aspersién Bichi
B290, utilizando una boquilla con un orificio de 1,5 mm de diametro y usando un

deshumidificador e Inert loop B 295 para secado con solventes organicos.

Para la obtencién del extracto fluido se emple6 una estufa de aire circulante Stokes y el
extracto se concentré en un rotavapor IKA RV210; la determinacion del indice de refraccion
se realizé en un refractémetro digital Mettler toledo 30PX; la determinacion del peso del

material seco se realiz6é en una balanza de precision Ohaus modelo PA 3102.

La evaluacion de la liberacién del extracto, a partir de las matrices elaboradas, se llevé a
cabo en un Aparato 2 de la USP, Nova Etica modelo 299, con vasos disolutores de 150 mL

y paletas adaptadas al tamafo del vaso.

La determinacioén de la morfologia de las particulas se realizé en un microscopio electrénico
de barrido FEI-Quanta 200, bajo un voltaje de aceleracién de 30 kV en alto vacio, las
muestras fueron metalizadas con una capa de oro mediante pulverizacion catédica
utilizando un equipo Quorum Q150R ES. En cuanto al tamano de las particulas se utilizd

un equipo mastersizer Malvern 2000.

La voluminosidad y la densidad de las particulas se determinaron con ayuda del equipo
Tap Density JV1000 Copley.

Para la determinacién de la humedad de los materiales se utilizdé una balanza de humedad
Geheka 1V-2000.

La caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido (DSC) se hizo en un equipo
Shimadzu DSC-60.

La caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX) se realiz6 utilizando un difractémetro
PANalytical’'s X’Pert PRO MRD, con un tubo de rayos X anédico PW3373/00 Cu LFF
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DK332001.

Para la elaboraciéon de los comprimidos se utilizé una prensa hidraulica Carver y para la

elaboracion de la curva de compactabilidad se empled un durdmetro Kraemer HC-6.2.

La cuantificacion del extracto en el estudio de liberacion se realizé en un equipo HPLC

(Agilent Technology modelo 9100) con detector de IR.

5.2.3 Meétodos

5.2.3.1 Preparacién de diferentes materiales co-procesados y
condiciones del secado por aspersion

De manera similar a lo explicado en el capitulo anterior, el material co-procesado se elabord
a partir de las dispersiones etandlicas del polimero seleccionado (HPMC-K15M), el extracto
etandlico de frutos de P. peruviana con un contenido de solidos totales de 7,5% y el diéxido
de silicio. La incorporacion completa de los excipientes y la homogeneidad de la mezcla,
se logro agitando magnéticamente durante 60 min antes de la atomizacion y durante todo
el proceso de secado por pulverizacion, a 1000 rpm. El proceso de secado se realizo de
acuerdo a las condiciones seleccionadas en el capitulo 3 y verificadas para el material co-

procesado con el polimero, en el capitulo 4.

En la Tabla 5-1 se presentan las composiciones del material co-procesado, en la que se
varié la proporcion del polimero seleccionado, partiendo de la formulacién 3, que fue

escogida previamente.

Tabla 5-1 Formulaciones para la elaboracion de las diferentes matrices hidrofilicas

Dioxido de silicio

Formulacién Extracto (%) coloidal (%) HPMC-K15M (%)
3-1 50,0 37,5 12,5
3-2 53,3 40,0 6,7
3-3 55,2 41,4 3,4

3-4 56,1 42,1 1,8
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5.2.3.2 Caracterizacion de los materiales co-procesados

Las dispersiones fueron caracterizadas en cuanto a su viscosidad y a los materiales solidos
obtenidos posterior al secado. Se les evalué el rendimiento del proceso, el contenido de
humedad, el tamario y distribucion de tamafio de particula, la voluminosidad, la densidad,
las propiedades de flujo del material, las caracteristicas de higroscopicidad y el
comportamiento frente a la compresion. La metodologia de caracterizacion fue similar a la
empleada en los capitulos 3 y 4, y se presenta de manera resumida a continuacién. Para

todas las variables se calculé el promedio y la desviacion estandar.

= Determinacion de la viscosidad

Se evalud a las dispersiones presentadas en la Tabla 5-1, antes del secado, utilizando el
viscosimetro Brookfield DV-E con un vastago Spin-05, a una temperatura constante de

20°C. La evaluacion se realizo por triplicado.

= Rendimiento

El rendimiento se calculd6 como la relacidén entre el peso del polvo seco obtenido y el

contenido inicial de sélidos presentes en la dispersion a secar.

= Contenido de humedad

El contenido de humedad de los polvos se determind en una balanza de humedad. Las
determinaciones se hicieron inmediatamente después de terminar el proceso de secado

por aspersion.

» Morfologia, tamano y distribucién de tamano de particula

La determinacién del tamano de particula se realizé utilizando un equipo Mastersizer
Malvern 2000, cuya técnica de difraccion laser esta basada en que las particulas dispersan

luz en todas las direcciones con un patréon de intensidad, que es dependiente del tamaro
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de la particula (210), para esta determinacién se pesé aproximadamente 1 gramo de
material y se utilizd6 como indice de refraccion 1,46, el cual corresponde al del diéxido de
silicio coloidal (229).

La descripcion de la morfologia de las particulas se realizé por microcopia electronica de

barrido, siguiendo el procedimiento que se explicé en el capitulo 3 (209).

* indice de Carr

Para este procedimiento se pesod una cantidad de material equivalente a un volumen entre
4 y 5 mL de una probeta de certificada de 5 mL, dejandolo caer libremente y midiendo el
volumen ocupado por el mismo. Posteriormente, al material colocado en la probeta, se
apisono6 dandole 1000 golpes con la ayuda del equipo Tap Density. Finalmente, se midio
el volumen ocupado por el mismo. Se efectuaron cinco repeticiones por triplicado para un
total de quince datos (21, 210-212).

* Propiedades de flujo

Se utilizoé el método establecido por Martin et al. (210) y estandarizado por Rodriguez et al.
(211-213). Para esta determinacion se pesaron 5 g de material y se colocaron dentro de la
tolva, luego con ayuda de un vibrador en intensidad 1 se hizo fluir el material a través del
embudo, permitiendo que este formara un cono; de forma cuidadosa se midio la altura y el
diametro del cono y se calcul6 el angulo de reposo. Se efectuaron cinco repeticiones por

triplicado para un total de quince datos.

» Higroscopicidad

La higroscopicidad se determind de acuerdo al método propuesto por Tonon et al. (198) y
adaptado por Gallo et al. (171). Se preparé una camara con una solucion saturada de
cloruro de sodio (NaCl), con el fin de obtener una humedad relativa y controlada de 72%
HR, a una temperatura de 20°C, en la que se colocaron viales destapados con el extracto
seco previamente pesados. Se dejo transcurrir el tiempo hasta alcanzar el equilibrio (264

horas de exposicion), para volver a pesar los viales mencionados. Con la variacion del peso



Estudio del mecanismo y comportamiento fisicoquimico de la liberacion del 121
extracto a partir de un sistema tipo matriz hidrofilica

obtenido, se calculé la higroscopicidad del material, la cual se expresa como el porcentaje

de ganancia de peso. La determinacién se hizo por triplicado (216).

= Curva de compactabilidad

Con el fin de estudiar la capacidad de compactacion de las formulaciones, estas fueron
comprimidas en una prensa hidraulica (Carver) a diferentes fuerzas (2,5, 5,0, 7,5y 10,0
kN) durante 5 s. Se utilizaron punzones planos de 14 mm de diametro. La dureza de cada

compacto se determiné como la media de 3 mediciones usando un durémetro.

» Caracterizaciéon por calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

Se evalud el comportamiento térmico de las muestras, mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Este analisis se realizd al extracto solo, al coadyuvante de secado, al
polimero, a la mezcla fisica y al extracto seco co-procesado con el coadyuvante de secado.
El calentamiento inicié a una temperatura aproximada de 25 °C y se llevo hasta 200 °C,
con una rampa de calentamiento de 10°C/min. Las muestras a ser analizadas fueron
colocadas en porta muestras de aluminio con tapa y herméticamente cerradas bajo
atmésfera de nitrégeno a un flujo de 50 mL/min. Los resultados se analizaron usando el

programa TA Analysis Software.

= Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

Tanto al extracto, al coadyuvante de secado, al polimero, asi como a los co-procesados
obtenidos por secado por aspersion se les realizo el analisis de DRX, en donde el tubo de
rayos X anodico se opero a 45 kV y 40 mA. Las medidas fueron tomadas en un rango de
0°-100° sobre la escala de 26, con una velocidad de barrido de 0,0263° 26/s.

= Ensayo in-vitro de la inhibiciéon con alfa amilasa

El ensayo in-vitro, se realizé6 de acuerdo a la metodologia de inhibicién de alfa amilasa
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(Remazol Brilliant Blue) (148), descrita por Hansawasdi-Kawabata (149) y modificada por
Rey et al. (150, 151), que se detalla en el Anexo A. El ensayo se realizé con el fin de ver el
efecto del secado por aspersion y la inclusion del polimero sobre la actividad del extracto,
por lo tanto, este ensayo se le aplicé al extracto seco por aspersion; al co-procesado,
obtenido por secado por aspersién, que incluye el extracto y el coadyuvante de secado; al
co-procesado del extracto, coadyuvante de secado y polimero; al coadyuvante solo y al

polimero solo, los resultados fueron comparados con un patrén de acarbosa.

Los resultados de estos ensayos in-vitro fueron expresados como la media aritmética de
los valores * la desviacion estandar. Los datos fueron analizados mediante el test de

Bomferroni. Para procesar los datos se utilizé Excel 2016.

5.2.3.3 Evaluacién del comportamiento y mecanismo de
liberacidén

Para evaluar el comportamiento de liberacion y su mecanismo, se elaboraron las tabletas
de manera similar a lo explicado en el capitulo 4, partiendo de las formulaciones de los
materiales co-procesados de la Tabla 5-1. Cada una de estas formulaciones fue
comprimida en una tableteadora hidraulica Carver C, a una presion de 5 kN durante 10
segundos, empleando punzones de 14 mm de diametro. Se les evalud la liberacién del
extracto, la sorcion o captacion de agua, los frentes de movimiento y la erosion, como se

presenta a continuacion.

= Estudio de liberacion del extracto

La evaluacion de la liberacion del extracto, a partir de las tabletas elaboradas, se realizaron
utilizando el aparato de disolucion 2 de la USP38 (209), empleando vasos de 150 mL, una
velocidad de 100 rpm y 100 mL de medio de disolucion a pH de 1,2 durante 2 horas y 6,8
por 6 horas mas, simulando las condiciones de pH del tracto gastrointestinal, con
muestreos a intervalos de tiempo de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420
y 480 min. La composicion de los medios de disolucidon se presenta en la Tabla 5-2. La

temperatura se mantuvo a 37°C £ 0,5°C.
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Tabla 5-2 Composicion de los medios de disolucion a emplear en los ensayos de liberacion

del extracto a partir de las matrices hidrofilicas (209).

Componente pH 1,2 pH 6,8
KH2PO4 (g) - 6,8
HCI 37% (mL) 7,0 -
NaOH 0,2 N (mL) - 77,0
NacCl (g) 2,0 -
Agua destilada c.s.p. (L) 1,0 1,0

Para la cuantificacion se siguidé la metodologia analitica validada para los marcadores
analiticos fructosa y glucosa, presentes en el extracto de frutos de P. peruviana, mediante
deteccion IR; como fase estacionaria se utilizé una columna Aminex® HPX 87H 300 mm x
7,8 mm, 9 um con una temperatura del horno de 60°C. Para el método se utilizé como fase
movil HoSO4 0,05 mM. El volumen de inyeccion fue de 10 pL y el flujo se mantuvo constante
a 0,6 mL/min. Cada solucion fue filtrada a través de una membrana de 0,45 ym antes de

inyectar en el equipo de HPLC.

El analisis cinético del proceso de liberacién del extracto se evalud a partir de los datos de
concentracion del extracto (marcador) liberado, expresado en porcentaje, en cada intervalo
de muestreo en funcion del tiempo. Los datos de liberacion fueron evaluados suponiendo
un ajuste a las cinéticas de orden 0 y 1 y a los modelos cinéticos de Higuchi (278),

Korsmeyer y Peppas (272) y Peppas y Sahlin (273).

A partir de este tratamiento matematico se determin6 él o los modelos de liberacién que
presentaron mejor ajuste de los datos y se establecieron las constantes de velocidad de
liberacién correspondientes. El analisis grafico ademas buscod detectar y cuantificar
posibles tiempos de latencia, alteraciones de velocidad e incluso establecer probables

cambios cinéticos ocurridos durante el proceso de liberacion del extracto.

A continuacién (Tabla 5-3) se presentan los modelos de liberacion de Higuchi (278),
Korsmeyer et al. (272), Peppas y Sahlin (273), ademas de las clasicas cinéticas de orden

cero y uno, a las que se ajustaron los datos experimentales.
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Tabla 5-3 Modelos aplicados para la liberacion del extracto a partir de las matrices

hidrofilicas
Modelo Ecuacion
Orden cero Qr = Qo + kot
Orden uno InQ; = InQy — k4t
Higuchi Q, = kyt'/2
M, ,
Korsmeyer y Peppas = k't™
M
M—t = kyt™ + k,t2™m
R k.,
. — = —tm
Peppas y Sahlin F ky
1
F = — X 100
1+ k—r tm
d

Q:cantidad de marcador liberado en tiempo ¢ Qo Cantidad inicial de marcador en la matriz; ko, k1, ks, k', kay K
constantes de velocidad de liberacion; n exponente de liberacién; m exponente de difusién de Fick; R
contribuicién a la liberacion del mecanismo relajacional; Fcontribuicion a la liberacién del mecanismo difusional.

Con el fin de evidenciar las posibles diferencias o similitudes entre los perfiles de liberacion
de los sistemas con polimero a las diferentes concentraciones y de estas frente al co-
procesado sin polimero, se realizaron comparaciones empleando el factor de diferencia f;
y el factor de similitud, f,, calculados por la Ecuacion 5-1 y la Ecuacién 5-2,

respectivamente.

Ecuacioén 5-1

q -0.5

1
f, =50log?{|1+ (;)2(& -T)?| 100

t=1

Ecuacion 5-2



Estudio del mecanismo y comportamiento fisicoquimico de la liberacion del 125
extracto a partir de un sistema tipo matriz hidrofilica

Donde n es el numero de disolucion a diferentes tiempos, R: y T: son porcentajes de
liberacién de extracto en cada tiempo. Si el valor de £esta comprendido entre 50 y 100

indica similitud entre los perfiles de liberacion comparados (261).

= Evaluacion de la captacién de agua

La determinacion del comportamiento de captacién o sorcion de agua se realizd por el
método propuesto por Nogami et al., empleando un equipo Enslin modificado, como se

presenta en la Figura 5-2 (279).

Figura 5-2 Aparato de Enslin utilizado para la evaluacion de la captacion de agua (279)

1. Alimentacion de agua; 2. Canal de tres vias; 3. Frita; 4. Matriz hidrofilica; 5. Tapdn; 6. Pipeta graduada.

El aparato consiste en un sistema de recarga (Figura 5-2, 1) por donde se alimenta al
sistema con agua; un canal de tres vias (Figura 5-2, 2); en un extremo una celda que
incluye una frita de vidrio (Figura 5-2, 3), sobre la que se pone la tableta o sistema a evaluar
(Figura 5-2, 4), que posteriormente se cubre con un tapén de vidrio (Figura 5-2, 5), y en el
otro extremo una pipeta graduada (Figura 5-2, 6), colocada horizontalmente al mismo nivel
de la base del soporte. Para iniciar el sistema se llené con agua desde 0 mL (posicion de
inicio). Posteriormente, la matriz fue puesta sobre la frita en el tempo 0. La matriz comenzé
a capturar agua por capilaridad; el volumen absorbido de agua por la tableta fue medido a
intervalos de tiempo de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240 300, 360, 420 y 480
minutos. El ensayo se realiz6 por triplicado en un cuarto a temperatura controlada entre los
20y 25°C. El calculo de captacion de agua a cada intervalo de tiempo se hizo dividiendo

el volumen de agua captado por el peso de la matriz, los datos se presentan como el
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promedio y la desviacién estandar de cada medida.

= Evaluacion de la erosion de la matriz

Los estudios de erosién de la matriz fueron realizados de acuerdo al método reportado por
Bhise et al. (280), como indican Rao y Devi (281), utilizando el aparato 2 de disolucion de
la USP38 (209). Las matrices fueron pesadas en una balanza de precision y colocadas en
el aparato de disolucion, utilizando 100 mL de medio a pH de 1,2 durante 2 horas y 6,8 en
las 6 horas restantes, manteniendo la temperatura a 37 + 0,5 °C y la velocidad de rotacion
a 100 rpm. Los sistemas matriciales fueron removidos de los vasos de disoluciéon a
intervalos de tiempo de 30, 60, 120, 180, 240 y 300 minutos y secados hasta peso
constante en una estufa de aire caliente a 40 °C. El porcentaje de erosion de la matriz fue

calculado para los diferentes tiempos () mediante la Ecuacion 5-3.

i~ Wi

Wi

Erosion de la matriz (%) = X 100

Ecuacion 5-3

Donde W, es el peso inicial de la matriz y W; es el peso de la matriz sujeta a erosion por un

tiempo (t) dado.

= Estudio de los frentes de movimiento

El estudio de los frentes de movimiento se realizé mediante la fijacion de la matriz hidrofilica
(Tableta) entre dos placas de acrilico (Figura 5-3), que fueron introducidas en el aparato 2
de disolucion de la USP 38 (209), empleando 900 mL de medio de disolucién a pH 1,2
durante 2 horas y 6,8 en las 6 horas restantes, a 37°C, con una velocidad de agitaciéon de
100 RPM, como fue reportado por Colombo et al. (246). A diferentes intervalos de tiempo
(10, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 480 minutos), las matrices fueron
fotografiadas, manteniendo una distancia de la camara de 15 cm durante la medicion. Se
utilizé una camara digital, configurada en modo “Smart" y con una calidad de imagen de
2,0 megapixeles; el montaje se hizo fuera el equipo de disolucion, manteniendo la misma

distancia focal en todas las fotografias. Para medir los frentes de movimiento se utilizo el
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software Motic Image Plus 2.0, trazando una circunferencia sobre cada uno de los frentes

de movimiento, el software arroja los datos del diametro de la circunferencia dibujada (282).

Figura 5-3 Dispositivo de acrilico utilizado para la medicion de los frentes de movimiento

&

La posicion de los frentes de hinchamiento (r.), de difusion (rq) y de erosion (re) se
determinaron a partir de la diferencia entre el limite del frente de movimiento
correspondiente (rn, ra y re) y €l radio inicial de la tableta en el tiempo 0 (ro), es decir, rn - ro,

rq - fo Y re - o, respectivamente, de acuerdo a la Figura 5-1.

5.3 Resultados y discusidon de resultados

5.3.1 Preparacién y caracterizacion de los materiales co-
procesados

Los materiales co-procesados con el polimero HPMC K15M en las diferentes
concentraciones, corresponden a sélidos de color amarillo claro, con un olor caracteristico
a uchuva. Los resultados de las propiedades evaluadas, de acuerdo a lo planteado en la
metodologia, se resumen en la Tabla 5-4 y se compararon con el extracto seco, sin

polimero, obtenido y caracterizado en el capitulo 3.
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Tabla 5-4 Propiedades de los diferentes materiales co-procesados obtenidos por secado

por aspersion para el polimero HPMC K15M.

VM (cps) RP (%) CH (%) TP (um) IC (%) AR (°) HG (%)
- Prom. Desv. Prom. Desv. Prom. Desv. Prom. Desv. Prom. Desv. Prom. Desv. Prom. Desv.
1 35 4,6 68,1 2,0 1,5 0,3 2,45 0,07 18,8 0,4 36,67 1,35 10,6 1,9
3-1 167 11,6 64,8 2,7 1,5 0,4 2,85 0,.20 22,3 2,1 33,88 1,33 14,3 0.4
3-2 59 4,6 68,3 0,3 1,9 0,4 2,64 0,06 23,0 1,8 36,57 1,02 14,1 0.8
3-3 45 4,6 69,5 1,5 1,7 0,1 2,56 0,02 25,0 2,6 36,69 1,27 14,1 0.1
3-4 39 2,3 74,0 1,7 1,5 0,1 2,33 0,10 23,6 2,3 34,55 2,04 14,6 0.3

Formulacién: 1. Ex:SiO2 57,1%:42,9%; 3-1. Ex:SiO2:HPMC-K15M 50,0%:37,5%:12,5%; 3-2. Ex:SiO2:HPMC-K15M
53,3%:40,0%:6,7%; 3-3. Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%; 3-4. Ex:SiO2:HPMC-K15M 56,1%:42,1%:1,8%; VM :
Viscosidad de las muestras; RP : Rendimiento del proceso; CH : Contenido de humedad; TP: Tamafio de particula; IC :

indice de Carr; AR : Angulo de reposo; HG : Higroscopicidad. Promedio + desviacion estandar.

De los resultados de la Tabla 5-4 se pueden derivar los siguientes analisis, de acuerdo a

los diferentes parametros evaluados.

5.3.1.1 Viscosidad y rendimiento

Al observar la Tabla 5-4, se encuentra que a medida que aumenta la concentracion del
polimero hay un aumento de la viscosidad de la mezcla, produciendo una ligera
disminucion en el rendimiento del proceso. Esta disminucién, de manera similar a la
presentada en el capitulo 3, se debe a que a una mayor viscosidad de la dispersion se
presenta un aumento de la cantidad de soélidos depositados en las paredes del cilindro de
secado, disminuyendo la proporcion de material seco que llega al vaso de recoleccion
(198). Comparando el resultado de viscosidad y rendimiento de las formulaciones 3-1 a 3-
4 con el obtenido para la formulacién 1, la cual no contiene polimero (Rendimiento: 68,1%),
se puede observar que las formulaciones con polimero tienen un rendimiento entre 64,8 y
74,0% que son muy proximos al valor de rendimiento de la formulacién 1, lo que sugiere
que la adicion del polimero aumenta la viscosidad, pero no afecta aparentemente el

rendimiento del proceso ya que se obtienen valores no tan diferentes.
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5.3.1.2 Contenido de humedad

El contenido medio de humedad de los materiales sélidos oscilaron entre 1,5y 1,9%, que
aunque es un valor bajo, que podria afectar las propiedades de fluidez y la compresibilidad
de los materiales obtenidos (175, 226), es un valor esperado dadas las condiciones de
secado y en especial a que el medio dispersion del extracto es alcohol USP, que tiene un
bajo contenido de agua. Bajo las condiciones de evaluacién, no se evidencia una diferencia
estadisticamente significativa, si se comparan estos resultados con los obtenidos para la

formulacién 1, que no contiene el polimero.

5.3.1.3 Morfologia, tamano y distribucion de tamano de
particula

Los resultados para cada material mostraron una distribucién de tamafo de particula
normal en escala logaritmica, unimodal (Figura 5-4) y un diametro medio de particula entre
2,33y 2,85 um (Tabla 5-4). Al tratarse de una distribucion unimodal indica que sdélo hay un
tamano de particula que corresponde al de mayor frecuencia, como se observa en la Figura
5-4. Las formulaciones evaluadas presentaron valores del coeficiente de dispersion de
tamano de particula (Span) entre 1,285 y 1,604, siendo la formulacion 3-4 la que presento

una menor dispersion.

En este estudio, las condiciones de funcionamiento del equipo de secado por aspersion
son las mismas para todos los experimentos, por lo que las diferencias en el tamafio de
particula obtenido se atribuirian a las condiciones iniciales de concentracion del polimero.
Al subir su concentracion se genera una elevacion de la viscosidad de la suspension por el
aumento de los soélidos dispersos en cada gota, observandose una clara tendencia a la
obtencion de particulas de tamafos mayores. Sin embargo, los valores de tamafio de
particula son pequefos para todas las muestras (2,33 — 2,85 um), lo que podria deberse
al uso de etanol como solvente organico en la dispersion atomizada, que como se explico
antes, tiende a formar goticulas pequefias debido a su baja tension superficial (22,75mN /
m a 20°C; etanol / vapor) (227).
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Figura 5-4 Distribucion del tamafio de particula para las diferentes formulaciones.

== Formulacion 1 == Formulacion 3-1 Formulacién 3-2

1 e==Formulacién 3-3 Formulacion 3-4

Volumen (%)

0.1 1 10 100

Tamano de particula (um)

Formulaciéon: 1. Ex:SiO2 57,1%:42,9%: 3-1. Ex:SiO2:HPMC-K15M 50%:37,5%:12,5%;  3-2. Ex:SiO2:HPMC-K15M
53,3%:40%:6,7%; 3-3. Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%; 3-4. Ex:SiO2:HPMC-K15M 56,1%:42,1%:1,8%. Span
Formulacion 1: 1,604; Formulacién 3-1: 1,426; Formulacion 3-2: 1,612; Formulaciéon 3-3: 1,350 y Formulacién 3-4: 1,285.

En cuanto a la morfologia de las particulas y caracteristicas de superficie, en la Figura 5-5
se muestran las microfotografias de SEM de la formulacion 3-3 (Ex:SiO2:HPMC-K15M
55,2%:41,4%:3,4%) y de la formulacién 1 (Ex:SiO» 57,1%:42,9%), a manera de ejemplo,
ambas muestran que la forma de las particulas son esféricas y en términos generales, no

se observan diferencias relacionadas con la influencia de la presencia del polimero.

La forma esférica de las particulas es caracteristica de los productos obtenidos a través de
secado por aspersion (62, 171, 175, 222). Las particulas exhiben una superficie rugosa,
asociada a la presencia de pequefas particulas de SiO2 que se encuentran en suspension
sobre la superficie de las goticulas que se forman durante el proceso de secado, siendo
mas esféricas y menos rugosas aquellas formulaciones que contienen polimero,

posiblemente debido a la menor proporcién de diéxido de silicio en estas ultimas.
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Figura 5-5 Microfotografias SEM.

a. Ex:SiO2 57,1%:42,9% 3000x; b. Ex:SiO; 57,1%:42,9% 6000x; c. Ex:SiO; 57,1%:42,9% 12000x; d.
Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4% 3000x; e. Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4% 6000x; f.
Ex:Si0O2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4% 12000x

Resultados similares han sido reportados en varios estudios (62, 283, 284). De acuerdo
con Gallo et al. (62), las formas corrugadas estan generalmente asociadas con particulas
menos cohesivas y mas dispersables, por lo que una superficie mas lisa, sumado a la forma
esférica, podria constituir una ventaja a la hora de tener procesos de compresion directa,
como los requeridos en este trabajo. Esta caracteristica y la posible presencia de SiO2 en
la superficie de las particulas podrian ser responsables de la buena fluidez encontrada para
polvos co-procesados (178).

5.3.1.4 Propiedades de flujo

De acuerdo con la USP 38-NF 33 (209), un material con angulo de reposo entre 25° y 30°
indica que posee un excelente flujo, entre 31° y 35° el flujo se puede considerar bueno, y
dentro del rango de 36° a 40° el flujo es regular. Para valores superiores a 41°, el polvo
tiene malas propiedades de flujo. El angulo de reposo obtenido para los diferentes



132 Desarrollo de un sistema de liberaciéon modificada de un extracto estandarizado de
Physalis peruviana L. aplicando el método de secado por aspersién

materiales, estuvo entre 33,88° y 36,69° lo que indica que estos poseen un flujo entre

bueno y regular.

En cuanto al indice de Carr (IC) (Tabla 5-4), los valores de 10% indican un excelente flujo,
entre el 11y el 15% indican una buena fluidez, entre el 16 y el 20% denotan flujo favorable,
entre el 21 y el 25% indican flujo aceptable, y entre el 26 y el 31% son una indicacion de
mala fluidez. Segun los resultados obtenidos, los materiales poseen un flujo aceptable (22
al 25%). Este comportamiento de las propiedades de flujo de las formulaciones evaluadas
puede deberse a la forma y el tamafio de particula, ya que aunque una forma esférica
favorece el flujo, este puede verse disminuido por el exceso de tamafos de particula
pequefios, que aumentan las fuerzas rozamiento del material generando este detrimento
en el flujo (23, 210). Si se comparan los resultados de las formulaciones con polimero
respecto al co-procesado del extracto con el diéxido de silicio coloidal (Formulacion 1), la
fluidez medida por angulo de reposo, muestra algunos resultados ligeramente menores a
los presentados por la formulacion 1, las diferencias no son estadisticamente significativas,
mostrando que aparentemente no cambia este comportamiento al incluir el polimero. EI IC,
por el contrario, aumento ligeramente su valor, presentando una desmejora en la fluidez.
Es de aclarar que si bien ambas medidas son una evaluacién de la cohesion de las
particulas, como medida indirecta de la fluidez, el fundamento de cada una es diferente y
la informacion que brindan es complementaria. Sin embargo, aunque no se tienen las
mejores propiedades de flujo en los materiales, estas resultan adecuadas para un

procesamiento por compresion directa (285, 286), como se presenta mas adelante.

5.3.1.5 Higroscopicidad

Una de las caracteristicas del extracto de P. peruviana es que este posee una alta
higroscopicidad (tipo Ill), dificultando su manejo tecnolégico (26). Los resultados de
higroscopicidad de las formulaciones que incluyen el polimero se encuentran entre 14,00
y 14,56%, que son mayores a la del co-procesados sin el polimero (formulacion 1: Ex:SiO»
57,1% : 42,9%), que posee una higroscopicidad de 10,58%. Esta diferencia es debida a la
adicion del HPMC, que le confiere una mayor hidrofilicidad a la mezcla, dado que, en su
estructura molecular cuenta con gran cantidad de grupos metoxilo e hidroxipropoxilo,
aspecto que le permite generar puentes de hidrégeno en presencia de agua (229). Es de

aclarar que aunque hay un aumento en la higroscopicidad debido a la adicién del polimero,
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se pueden considerar que todos los materiales evaluados se clasifican como de clase |l
(ligeramente higroscopicos), de acuerdo a la escala de Callahan (169), lo cual resulta
adecuado para la aplicacion aqui buscada, pues una baja higroscopicidad favorece el

comportamiento de fluidez del material y la estabilidad del extracto.

5.3.1.6 Evaluacién de la compactabilidad

Las formulaciones fueron sometidas al test de compactabilidad, en donde se evalla la
dureza de los comprimidos en funcion de la fuerza de compresion. De acuerdo a estos
resultados (Figura 5-6), se puede observar que para las formulaciones que incluyen el
polimero (3-1 a 3-4), para todas las fuerzas de compresion ensayadas, se encontrd una
dureza que estaba por encima de 5 kgf (minima dureza requerida para una tableta), lo que
indica que el material co-procesado con el polimero es adecuado para la compresiéon
directa (170, 234, 287, 288).

Figura 5-6 Curva de compactabilidad
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Formulacion: 1. Ex:SiOz 57,1%:42,9%: 3-1. Ex:SiO2:HPMC-K15M 50%:37,5%:12,5%; 3-2. Ex:SiO2:HPMC-K15M
53,3%:40%:6,7%; 3-3. Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%; 3-4. Ex:SiO2:HPMC-K15M 56,1%:42,1%:1,8%.

La formulacién 1, que no tiene el polimero, requiere de fuerzas de compresion mayores a
7 kN para obtener comprimidos con una dureza deseada (10 kgf). Las formulaciones con
polimero (HPMC) presentan un mejor comportamiento frente a la compresion, puesto que
con una fuerza de compresion baja alcanzan la dureza requerida, llegando incluso a

valores por encima de 20 kgf. Se destaca la Formulacion 3-3, la cual exhibe un
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comportamiento en donde se destaca que a menor fuerza de compresién se alcanzan
valores de dureza mas altos. Sin embargo, es importante sefialar que para todas las
formulaciones se obtuvieron las tabletas por compresion directa, sin presentar problemas

de laminacién o adherencia a la matriz y a los punzones.

5.3.1.7 Caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

De manera similar a lo explicado en el capitulo 3, se realiz6 este ensayo con el fin de
evidenciar las transiciones térmicas del co-procesado (Formulacion 3-3, a manera de
ejemplo), en comparacion con cada uno de los materiales constituyentes de este (HPMC
K15M, dioéxido de silicio coloidal y el extracto), cuyos resultados se muestran en la Figura

5-7.

Figura 5-7 Termogramas DSC
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Ext: Extracto; Aer: Diéxido de silicio; Pol: Polimero HPMC-K15M; Mez: Mezcla fisica entre el extracto y diéxido de silicio;

Cop: Co-procesado de extracto + didxido de silicio + HPMC-K15M (formulacion 3-3).
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De acuerdo al termograma, se observa que el extracto a temperaturas superiores de 120°C
comienza un proceso de descomposicion y presenta una pérdida de agua alrededor de los
40°C, como ya se explico en el Capitulo 3. En el polimero la temperatura de pérdida de
agua (humedad del polimero) se da entre 70°C y 80°C, posiblemente debido a la formacion
de puentes de hidrogeno agua - polimero. La mezcla fisica, corresponde a la suma de los
termogramas de cada uno de los componentes que hacen parte del co-procesado (extracto
seco + dioxido de silicio + HPMC-K15M), evidenciando la compatibilidad entre estos
materiales. En el material co-procesado (extracto + dioxido de silicio + HPMC-K15M), se
da un desplazamiento de la temperatura de pérdida de agua a un valor entre 80 y 90°C.
Este comportamiento podria deberse a que durante el secado, el extracto queda rodeado,
ademas de las particulas de dioxido de silicio, del polimero, que como se dijo al ser
hidrofilico podria generar puentes de hidrogeno mas fuertes con el extracto, requiriendo
mayores temperaturas para que se dé la pérdida de agua (229). Este comportamiento fue

similar para las demas formulaciones evaluadas.

5.3.1.8 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

Los resultados de la caracterizacién por DRX se muestran en la Figura 5-8. En este ensayo,
de manera similar a lo explicado en el capitulo 3, se llevaron a cabo las mediciones de
difraccion de rayos X para el extracto seco, el didéxido de silicio coloidal, el polimero de
HPMC-K15M y el co-procesado correspondiente a la Formulacion 3-3, a manera de
ejemplo (extracto seco + didoxido de silicio + HPMC-K15M), con el fin de evaluar su
cristalinidad. Todas las muestras evaluadas revelaron un estado amorfo, que se caracterizd
por la presencia de sefiales anchas no definidas con abundante ruido. Un estado amorfo
podria aumentar la velocidad de disolucion del extracto (210) lo que es favorable para el
desarrollo del sistema de liberacién modificada tipo matriz hidrofilica, en especial en lo que
se refiere al mecanismo de liberacion por difusion que se puedan estar dando, lo que se

explica de manera mas detallada en el siguiente apartado.
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Figura 5-8 Difractogramas de rayos X (DRX).
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A: Extracto; B: Dioxido de silicio; C: Polimero HPMC-K15M; D: Co-procesado extracto seco + diéxido de silicio + HPMC-
K15M (formulacién 3-3).
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5.3.1.9 Ensayo in-vitro de la inhibicién con alfa amilasa

Los resultados del ensayo in-vitro de inhibicion de alfa amilasa se muestran en la Figura 5-

9, donde el efecto inhibitorio del extracto se comparé con acarbosa como control positivo.

De acuerdo con estos resultados, al parecer el didoxido de silicio y el polimero de HPMC-
K15M no presentan interferencias con el ensayo. Los extractos que se secaron por
aspersion con coadyuvante de secado y sin coadyuvante de secado y el co-procesado para
la formulacion de matrices hidrofilicas, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en el efecto inhibitorio, en comparacion con la acarbosa. Lo anterior es
indicativo de que el co-procesamiento por el método de secado por aspersién y la presencia
de excipientes, como el HPMC, no afectan la actividad observada en el extracto etandlico
de frutos P. peruviana.
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Figura 5-9 Ensayo de actividad inhibicion de alfa amilasa in-vitro.
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5.3.2 Evaluacién del comportamiento y mecanismo de
liberacidén

Los resultados de los estudios de liberacidén, de captacion de agua, de evaluacion de
frentes de movimiento y de erosion de la matriz realizados a las matrices hidrofilicas
elaboradas a partir Ex:SiO2:HPMC-K15M, se explican detalladamente a continuacion. Para
tal fin, se mantuvo constante la proporcion del extracto etandlico de frutos de P. peruviana
(Ex) y del diéxido de silicio (SiO2) y se varié la proporcion del polimero de hidroxipropil
metilcelulosa (HPMC-K15M).

5.3.2.1 Estudio de liberacion del extracto

En la Figura 5-10, se presentan los perfiles de liberacion del extracto de P. peruviana
(expresado como el marcador analitico cuantificado, glucosa o fructosa). De acuerdo a

estos resultados, se puede decir que la formulaciéon 3-1, correspondiente a la proporcion
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Ex:SiO2:HPMC-K15M (50%:37,5%:12,5%), no permite la liberacion completa del extracto
en el lapso de tiempo evaluado (8 horas), mientras que la formulacioén 1, que no contiene
polimero (Ex:SiO2 57,1%:42,9%) no controla la liberacién, permitiendo la liberacion
completa del extracto antes de los 120 minutos de estudio. Adicionalmente, se puede
evidenciar en la misma figura que el porcentaje de extracto liberado disminuye al aumentar
la concentracion del polimero, lo que podria atribuirse a un aumento de la viscosidad de la
capa de gel que se forma durante el proceso de liberacion (245, 255, 257, 266). Algunos
autores han encontrado que un aumento en el porcentaje de polimero (de 3,5% a 19,2%)
en la matriz corresponde a una disminucion en la velocidad de liberacién de principios
activos (289, 290). En estos estudios se explica que un aumento en el porcentaje de
polimero provoca un mayor grado de reticulacion de las cadenas laterales del polimero,
que a su vez aumenta la viscosidad y por lo tanto la concentracién de la capa gel y su
tortuosidad, que son las caracteristicas principales que disminuyen la difusion del activo a

través de esta (290).

En la Tabla 5-5 se muestran los parametros para cada modelo de liberacioén evaluado, junto
con el coeficiente de determinacion (R?) empleado para evaluar el grado de ajuste a cada
uno de ellos. Es necesario aclarar que, los modelos de Higuchi, de Korsmeyer y Peppas y
de Peppas y Sahlin son aplicables teniendo en cuenta los datos hasta un 60% del total del
extracto liberado (272). Sin embargo, para la formulacion 3-4 este valor se alcanza en los
primeros 15 minutos del estudio de liberacién (comportandose casi como un sistema de
liberacién inmediata), por lo que los resultados de aplicar estos modelos serian

parcialmente confiables para este caso (272, 273, 278).

Las formulaciones 3-1 y 3-2 alcanzan un 45% de liberacion durante el tiempo de estudio,
lo que significaria que requiere de un mayor tiempo para alcanzar el cien por ciento de la
liberacién y dentro de los parametros de este estudio estas formulaciones no cumplirian
con lo requerido para el producto que se pretende desarrollar. Por el contrario, la
formulacién 3-3, presenta un comportamiento intermedio en cuanto a modulacion de la

liberacion, por lo que se analizara en detalle los resultados correspondientes.

Los resultados de liberacion de la formulacion 3-3, presentan un mejor ajuste a los modelos
de Korsmeyer y Peppas y Peppas y Sahlin (R*>= 0,9986 y 0,9987 para la fructosa y R? =
0,9975 y 0,9971 para la glucosa).
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Figura 5-10 Graficas del perfil de liberacion del extracto de frutos de P. peruviana a partir

de las diferentes formulaciones evaluadas
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56,1%:42,1%:1,8%.
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Tabla 5-5 Parametros y coeficientes de determinacion para cada uno de los modelos

cinéticos de liberacion estudiados en las diferentes formulaciones de las matrices

hidrofilicas
Formulacién 3-1 Formulacioén 3-2 Formulacioén 3-3 Formulacion 3-4
Modelo Parametro

Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa

ko (%/min) 0,090 0,084 0,1000 0,0920 0,1700 0,1800 0,1700 0,1600

Orden 0 R? 0,9479 0,9559 0,9025 0,9107 0,8219 0,8252 0,7680 0,7688

k1 (min) 0,0012 0,0011 0,0014 0,0013 0,0041 0,0046 0,0063 0,0047

Orden 1 R? 0,9758 0,9793 0,9348 0,9376 0,9376 0,9561 0,9400 0,9056

. . ku (min-12) 2,0511 0,0210 0,0220 0,0211 0,0443 0,0436 0,1300 0,1400
Higuchi R? 0,9781 0,9933 0,9268 0,9530 0,9877 0,9947 0,9920 0,09982

kK’ (min™) 1,264 0,0022 0,0079 0,0127 0,0312 0,0268 0,1600 0,1500

Kogzpm:!:r' n 0,6065 0,4812 0,7423 0,6198 0,5892 0,5428 0,4200 0,4600

R? 0,9946 0,9939 0,9832 0,9705 0,9986 0,9975 0,9996 0,9993

Ka (min-%43) 1,524 0,0231 0,0070 0,01432 0,0339 0,0401 0,1600 0,1500

a:;';':fjin Ke (min086) 0,179 00060 00036 00022 00044 00031 000063  0,0035

R? 0,9922 0,9936 0,9832 0,9734  0,9987 0,9971  0,9996 0,9993

Formulacién 3-1. Ex:SiO2:HPMC-K15M 50,0%:37,5%:12,5%; 3-2. Ex:SiO2:HPMC-K15M 53,3%:40,0%:6,7%; 3-3.
Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%; 3-4. Ex:SiO2:HPMC-K15M 56,1%:42,1%:1,8%; ko; k1; ku; Kp, Kn.r, Ka, Kr
constantes de velocidad de liberacién; R2 coeficiente de determinacion, n; exponente

Para la formulacion mencionada, considerando el modelo de Korsmeyer y Peppas el valor
de n obtenido fue de 0,5892 y 0,5428 para fructosa y glucosa, respectivamente. Valores de
n entre 0,5 y 1,0 pueden ser considerados como un indicador de liberacion por transporte
anomalo en donde hay superposicion de dos fendmenos, liberacion del extracto por

difusion de Fick y relajacion-erosion del polimero (245, 257, 272, 291).

Esto se confirma con el modelo Peppas y Sahlin; tomando como ejemplo la liberacién de
la fructosa, se construyé una grafica del aporte de la difusion de Fick y de la erosion-
relajacion del polimero a la liberacion del extracto (Figura 5-11), aplicando la Ecuacion 5-
4. En esta ecuacion, F es el aporte de la difusion, k- es la constante de velocidad de erosion-
relajacion, kq es la constante de velocidad de difusion, t el tiempo y m el exponente de
difusion de Fick, el cual corresponde a 0,43 de acuerdo a la geometria de la matriz
estudiada (273).

1
F=T><100
1+ 7-tm
d

Ecuacion 5-4
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Figura 5-11 Graficas del modelo de Peppas y Sahlin aplicado a cada uno de los tiempos
de muestreo del perfil de liberacion de fructosa de la formulacion 3-3 (Ex:SiO2:HPMC-K15M
55,2:41,4:34)
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A: Aporte de la liberaciéon por fendmenos de difusién y erosion-relajacion para la fructosa; B: Perfil de liberacion para la
fructosa incluyendo el aporte de los fendmenos de difusion y erosién-relajacion; F: Contribucion a la liberacion del extracto

por difusién de Fick; R: Contribucién a la liberacién de la relajacién-erosién del polimero

Conforme a estos resultados, se encontrd que al iniciar el proceso de liberacion, este es
predominantemente dominado por la difusion de Fick la cual es responsable de cerca del
80% de la liberacién de fructosa. Al transcurrir el tiempo, la erosion-relajacion del polimero

va tomando mayor importancia en la liberacion total del extracto, hasta que a los 120
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minutos aproximadamente, alcanza el 50% del aporte de la liberaciéon de este. Hacia el
final del estudio de liberacién, el mecanismo por erosién-relajacion del polimero se hace
mas importante, en donde es el encargado del 65% de la liberacion de fructosa, mientras
que la difusion de Fick solo es responsable del 35% de la liberacion. Esto es acorde al
proceso de liberacion que se da en matrices hidrofilicas explicado en el marco conceptual

de este capitulo (245).

De acuerdo a lo mencionado en la metodologia, con el objetivo de evidenciar si los perfiles
de liberacion son estadisticamente diferentes o no, se determiné el factor de diferencia, f,

y el factor de similitud, f2, cuyos resultados se presentan en la Tabla 5-6.

Tabla 5-6 Factor de similitud para comparaciéon de perfiles en el estudio de liberacion del

extracto
Comparacion fi fructosa fi glucosa f2 fructosa f2 glucosa
Formulacion 1 : Formulacién 3-1 69,05° 67,43° 20,044 11,06
Formulacion 1 : Formulacion 3-2 66,32° 65,76° 22,904 11,66
Formulacion 1 : Formulacion 3-3 45,00° 43,26° 34,874 20,614
Formulacién 1 : Formulacion 3-4 29,812 29,002 64,01° 64,99¢
Formulacion 3-1 : Formulacion 3-2 9,412 5,622 61,93¢ 73,28°
Formulacion 3-1 : Formulacién 3-3 45,89° 44,44° 34,154 31,504
Formulacion 3-1 : Formulacién 3-4 40,68° 41,37° 22,014 33,484
Formulacion 3-2 : Formulacién 3-3 56,80° 54,90° 40,621 21,734
Formulacion 3-2 : Formulacién 3-4 52,85° 52,52° 25,261 22,974
Formulacion 3-3 : Formulacién 3-4 31,99° 30,37° 39,444 43,474
Formulacién 3-1 Fructosa vs. Glucosa 4,772 78,02°¢
Formulacién 3-2 Fructosa vs. Glucosa 2,69° 80,60°
Formulacién 3-3 Fructosa vs. Glucosa 3,742 80,11°¢
Formulacién 3-4 Fructosa vs. Glucosa 0,352 72,90°¢

Formulacién: 1. Ex:SiO2 57,1%:42,9%; 3-1. Ex:SiO2:HPMC-K15M 50%:37,5%:12,5%; 3-2. Ex:SiO2:HPMC-K15M
53,3%:40%:6,7%; 3-3. Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%; 3-4. Ex:SiO2:HPMC-K15M 56,1%:42,1%:1,8%; a. Perfiles
no diferentes (f; = 0-30); b. Perfiles diferentes (f; = 30-100); c. Perfiles similares (f2 = 50-100); d. Perfiles no similares (f2 = 0-
50).

Comparando las formulaciones que contienen el polimero (Formulaciones 3-1 a 3-4) frente
al co-procesado con el extracto sin polimero (Formulacion 1), se observa que la formulacion
3-4, correspondiente a la composicion Ex:SiO2:HPMC-K15M (56,1 : 42,1 : 1,8), presenta
valores de f; de 29,81 y 29,00 y de f» de 64,01 y 64,99 para fructosa y glucosa,



Estudio del mecanismo y comportamiento fisicoquimico de la liberacion del 143
extracto a partir de un sistema tipo matriz hidrofilica

respectivamente. Estos resultados son indicativos de una similitud entre estos perfiles, por
lo que podria considerarse que la concentracién de polimero en esta formulacion no es
suficiente para ejercer un control en la liberacion del extracto. Por otro lado, se encuentra
que los perfiles de liberacion de las formulaciones 3-1, 3-2 y 3-3 presentan diferencias al
compararlas con la formulacién sin polimero, lo que podria indicar que concentraciones
superiores a 3,4% de HPMC-K15M en la formulacion de las matrices producen una

modulacion en la liberacion del extracto.

Adicionalmente, para las formulaciones 3-1 y 3-2 (Ex:SiO2:HPMC-K15M 50%:37,5%:12,5%
y 53,3%:40,0%:6,7% respectivamente), se obtienen valores de f; de 9,41 y 5,62 y de > de
61,93 y 63,04 para fructosa y glucosa, respectivamente, indicando que los perfiles son
similares. Teniendo en cuenta el comportamiento de la liberacién del extracto previamente
explicado, en donde se encontré que estas formulaciones no alcanzan concentraciones de
fructosa o glucosa superiores al 45%, y la similitud que presentan los perfiles de dichas
formulaciones, se puede inferir que concentraciones superiores a 6,7% y hasta el 12,5%
del polimero, que corresponden a los valores mas altos estudiados, ocasionan una baja

liberacion del extracto al final del estudio.

En este contexto se considera que la formulacion 3-3 (Ex:SiO2:HPMC-K15M
55,2%:41,4%:3,4%) es la mas adecuada para la liberacion controlada del extracto de frutos
de P. peruviana, en las condiciones de estudio, pues como se menciond, modula la
liberacion del extracto y de acuerdo al calculo de f; y f, presenta diferencias con las demas
formulaciones, lo que implica que no se comporta como un sistema de liberacion inmediata
y tampoco controla en exceso la liberacion. Por esta razon, la formulacion 3-3
(Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%), se selecciond para realizar los estudios

complementarios que permitan profundizar en el mecanismo de liberacion del extracto.

Adicionalmente, se hizo una comparacion de los perfiles de liberacion entre el marcador
fructosa y el marcador glucosa (Tabla 5-6), encontrando que los perfiles de todas las
formulaciones son estadisticamente similares, por lo que cualquiera de los dos marcadores

podria utilizarse para el seguimiento de la liberacién del extracto.
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5.3.2.2 Evaluacién del comportamiento de captacién de agua

La captacion de agua es una medida importante en la evaluacién de matrices hidrofilicas,
ya que el hinchamiento del polimero depende de la velocidad de penetracion del agua
dentro del sistema (257). En la Figura 5-12 se presentan los resultados del ensayo de

sorcion de agua realizado segun lo expuesto por Rassu et al. (292).

Figura 5-12 Comportamiento de sorcién de agua de la matriz hidrofilica a partir de la
formulacién 3-3 (Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%).
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A partir del perfil obtenido se determiné la velocidad de captacion de agua. En la Tabla 5-
7, se presentan las constantes de velocidad de sorcién asociadas a cada una de las fases
del proceso. Al analizar el perfil de sorcion y los valores de las constantes de velocidad
frente al agua, se presenta un comportamiento en tres etapas, caracterizado por una fase
inicial de mayor velocidad que va disminuyendo en funcion del tiempo. A los quince minutos
la matriz ya ha tomado un peso de agua equivalente al 20% de su peso inicial. El
comportamiento de esta etapa puede explicarse por las caracteristicas hidrofilicas del

extracto, del didxido de silicio y del polimero utilizado (236, 257).
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Tabla 5-7 Comportamiento del proceso de captacion de agua de la matriz hidrofilica

correspondiente a la formulaciéon 3-3

Etapa K ( uL/mg*min) r? Ecuacion de la recta
0,013 0,982 y =0,013x + 0,018
0,0015 0,9955 y =0,0015x + 0,1784
0,0009 1 y = 0,0009x + 0,2708

Transcurrido unos minutos, se genera una capa gelificada en la superficie del comprimido
lo que retarda el ingreso del agua, reflejado en la disminucion de la velocidad de sorcion,

en las siguientes etapas (Il y lll), en comparacion con la inicial.

A medida que transcurre el tiempo, la capa de gel se hace mayor, lo que genera una mayor
distancia a recorrer por parte del agua que esta ingresando hacia el interior de la matriz.
Una vez que el espesor de esta capa de gel se hace constante, también la velocidad de
sorcién de agua se hace constante en la fase final del proceso, lo que no se alcanz6 a

evidenciar en este estudio.

Aunque el extracto y el dioxido de silicio coloidal contribuyen al caracter hidrofilico de la
matriz, es el polimero el que ejerce una mayor influencia. La hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) en contacto con el agua, interactua con esta, dando lugar a tres tipos de agua, de
acuerdo con la clasificacion propuesta por John y Andrade (293): el agua libre (sin unién),
el agua de interfaz (débilmente unida al polimero) y el agua ligada (fuertemente unida al
polimero). El agua libre no interactia con el polimero y es capaz de disolver el extracto, y
por tanto, es en la que presumiblemente se llevara a cabo la difusion, que predomina en
los primeros 120 minutos del estudio. Las proporciones en que se da lugar a estos tres
tipos de agua dependen de la hidrofilicidad y del numero de los grupos sustituyentes del

polimero (236).

Lo anterior corrobora la importancia del proceso de sorcion de agua en la liberaciéon del
extracto en solucion a partir de las matrices hidrofilicas. Diferentes autores han establecido
una relacion entre la entrada de agua en la matriz y el extracto en disolucion para matrices
hidrofilicas, lo que confirma la importancia del espesor de la capa de gel y la presencia del
extracto en la cinética de liberacion de este (62, 182, 245-247, 255, 257, 267, 277, 291,
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294).

Al relacionar la captacion de agua con la liberacion del extracto (Figura 5-13), de manera
similar a lo observado para el comportamiento de sorcion, se evidencian tres fases con

coeficientes de determinacién de 0,9996, 0,9976 y 0,9774, respectivamente.

En primer lugar, se encuentra una fase incial con una pendiente de 83,28 %*uL*mg™’
(liberacion / captacion), que corresponde a la primera etapa de liberacion del extracto, en
donde el comprimido entra en contacto con el agua. Esto se da como consecuencia de la
imbibicion del agua dando lugar a la disminucion en la temperatura de transicion vitrea del
polimero (Tg), que es causada por el efecto plastificante que ejerce el agua al ingresar en
la matriz. La disminucion de la Tg provoca un cambio en las cadenas del polimero que
adquieren mayor movilidad produciendo asi la liberacién inmediata del extracto que esta
en la superficie de la matriz.

Figura 5-13 Correlacién entre la captacion de agua y la liberacion del extracto
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Posteriormente, en una fase intermedia, se observa un cambio drastico de pendiente, 212,3
%*uL*mg™" (aumento de la liberacion y/o disminucion de la captacion de agua), debido a
que la imbibiciébn de agua en la matriz en mayor cantidad ocasiona que esta se hinche,
generando la formacién de la capa gel, como resultando de la coalescencia de las
particulas de polimero, a través de la cual se difunde el extracto hacia el exterior del sistema
y el agua hacia el interior del comprimido, favoreciendo el proceso de liberacion y

dificultando ligeramente la entrada del agua en comparacion con la etapa inicial.
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Finalmente, en la ultima fase, se observa una menor pendiente (59,2 %*uL*mg™),
influenciada principalmente por la disminucion en la velocidad de liberacién, asociado a
que en esta etapa el porcentaje de extracto que se libera de la matriz hidrofilica es muy
bajo, si se considera que se esta acercando al 100% de extracto liberado. Adicionalmente,

la capa de gel se ha hecho mayor, dificultando la entrada del agua al sistema.

5.3.2.3 Evaluacion de la erosion de la matriz

La erosion de la matriz se evalué como la pérdida de peso de esta en funcion del tiempo
(246). En la Figura 5-14 se muestra que la pérdida de peso de la matriz fue rapida,
alcanzando a erosionarse cerca del 25% después de 120 minutos, evidenciando la
importancia de este mecanismo en el proceso de liberaciéon del extracto. Como se explicd
previamente para iniciar el proceso de erosién de la matriz hidrofilica, se requiere en primer
lugar, de la hidratacion del polimero, para formar asi la capa de gel a nivel superficial. Esta
fase es secuencialmente seguida por la hidratacion interna, hinchamiento y erosion de la
matriz, por lo que el proceso de erosion esta estrechamente relacionado con la capacidad

de captacion de agua hacia el interior de la matriz.

Figura 5-14 Perfil de erosion para la matriz Ex:SiO.:HPMC-K15M 1:0,75:0,0625 en funcion
del tiempo.
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Con el fin de complementar este analisis del mecanismo de liberacién, de acuerdo a lo

mencionado, se evalud la relacién que podria existir entre el porcentaje de extracto liberado



148 Desarrollo de un sistema de liberaciéon modificada de un extracto estandarizado de
Physalis peruviana L. aplicando el método de secado por aspersién

y el comportamiento que tuvo la matriz hifrofilica frente a la erosién, asi como entre la
captacion de agua y la erosion de la matriz. Se encontré una alta correlaciéon entre estas
variables con coeficientes de 0,9891 y 0,9958, respectivamente (Figura 5-15). Este
resultado sugiere que la liberacion del extracto esta altamente influenciada por la erosion
del sistema, que se presenta posterior a la formacion de la capa gel y que se mantiene
durante el tiempo de estudio. Como era de esperarse el proceso de captacion de agua

tiene una influencia muy marcada en el comportamiento de erosion.

Figura 5-15 Correlaciones de la erosion de la matriz con la liberacion del extracto y de la

captacién de agua con la erosiéon
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5.3.2.4 Estudio de los frentes de movimiento

En la Figura 5-16 se presenta el resultado de la visualizacion de los diferentes frentes de
movimiento en la matriz hidrofilica seleccionada. En esta figura se pueden identificar: el
frente de hinchamiento (en el radio r\) que separa la zona de la matriz que presenta este
comportamiento de la que no lo presenta; el frente de difusién (en el radio rq) que constituye
el limite dentro de la matriz que ha sufrido hinchamiento, separando la que contiene
extracto disuelto (color amarillo intenso), de la que contiene extracto no disuelto (color
café); finalmente, el frente de erosion (en el radio re) indica el limite entre la matriz y el
medio de disolucion, de acuerdo a lo descrito por Colombo et al. (246, 247, 267, 277) y
explicado en el marco conceptual de este capitulo.

Figura 5-16 Imagen de la matriz que contiene la formulacion 3-3 (Ex:SiO2:HPMC-K15M
55,2%:41,4%:3,4%), después de 240 minutos de hinchamiento.

ro Radio inicial; r« = Radio de difusién; rn = Radio de hinchamiento; re = Radio de erosién

Los resultados de la evaluacion de los diferentes frentes en funcion del tiempo se muestran
en la Figura 5-17, basados en una serie de imagenes de la matriz, tomada en tiempos
secuenciales (Figura 5-18).
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Figura 5-17 Frentes de movimiento de la matriz que contiene Ex:SiO2:HPMC-K15M
55,2%:41,4%:3,4% en funcion del tiempo.
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Figura 5-18 Imagenes de los frentes de movimiento de la matriz Ex:SiO2:HPMC-K15M
55,2%:41,4%:3,4% en funcion del tiempo.

t = tiempo (minutos)
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La serie de imagenes de la matriz de la Figura 5-18 muestran las diferencias de coloracion
mencionadas. La superficie de la matriz presenta signos de erosion, lo cual es una

caracteristica tipica de las matrices basadas en HPMC (245, 255, 257).

Los resultados muestran que el movimiento del frente de erosion hacia el exterior aumenta
rapidamente en una primera fase, debido a que el proceso de hinchamiento genera un
aumento en el radio de este frente. Posteriormente, este proceso se hace casi invariable
hacia el final del ensayo, puesto que el espesor de la capa de gel formada se mantiene

practicamente constante (Figura 5-17 y Figura 5-19) (267, 295).

El frente de difusion se mueve hacia el interior de la matriz (valores negativos), debido a la
disminucion del frente de hinchamiento, manteniendo una velocidad de movimiento
relativamente constante. El valor absoluto del frente de hinchamiento aumenté

sustancialmente como se esperaba para matrices hidrofilicas (267).

Finalmente, con los datos de los frentes de movimiento se calculd el espesor de la capa de
gel, que representa la distancia entre el frente de hinchamiento y el frente de erosion
(Figura 5-19) (246, 247, 263, 267, 277). Este parametro va aumentando con el transcurrir
del tiempo, lo que esta relacionado con una mayor entrada de agua, que genera el efecto
plastificante ya mencionado, modificando el comportamiento del polimero. Este valor tiende
a hacerse constante hacia el final del ensayo, debido al equilibrio que se establece entre
los procesos de hinchamiento y erosion. El aumento de este espesor es el que permite

modular la velocidad de liberacion.

Figura 5-19 Espesor de la capa de gel

9.0 17
80 1 I T
£ T 1 I
£70 A 7
o !
|
3 J_ J_
© 5.0 A Py
7
© 40 P
3..] A
©30
2 jrgi
2.0 1
2207
w
1.0 1
00 © T T T T T T T d
0 60 120 180 240 300 360 420 480

Tiempo (min)



152 Desarrollo de un sistema de liberaciéon modificada de un extracto estandarizado de
Physalis peruviana L. aplicando el método de secado por aspersién

Los ensayos realizados en este capitulo, tanto al material co-procesado de partida como a
la matriz hidrofilica, permitieron establecer una composicion (formulacion 3-3), que fuera
compresible directamente y que modulara la liberacion del activo, sin perder su actividad
de inhibicién de la a-amilasa, determinada in vitro. El mecanismo de liberacion del extracto
de P. peruviana a partir de la matriz hidrofilica, utilizando el polimero HPMC-K15M al 3,4%,
incluye la difusién hasta alcanzar un tiempo de 120 minutos, donde comienza a primar la
relajacion-erosion del polimero como segundo mecanismo. Este comportamiento se
confirma con los analisis de captacion de agua y erosion y se complementa con el de
frentes de movimiento (245, 257, 272, 291).

5.4 Conclusiones

El método de secado por aspersion para la elaboracion del co-procesado (Extracto P.
peruviana — Diéxido de silicio coloidal — HPMC) permitié conseguir un material con un
rendimiento por encima del 64%, caracterizado por tener un tamafo de particula pequeno,
propiedades de flujo adecuadas, contenidos de humedad e higroscopicidad bajas, ademas
de propiedades de compresion que permiten la elaboracién de tabletas por compresién

directa.

Se evaluaron diferentes formulaciones para la elaboracion de las matrices hidrofilicas,
variando la concentracion de polimero en estas, encontrando que la velocidad de liberacion
del extracto disminuye con el aumento en el porcentaje de polimero en la matriz, siendo

este uno de los factores relevantes en la modulacion de liberacion.

Dentro de las formulaciones evaluadas se selecciond la 3-3 que corresponde a
Ex:SiO2:HPMC-K15M (55,2%:41,4%:3,4%), debido a que esta permitié la adecuada
modulacion de la liberacion del extracto, mientras que las formulaciones correspondientes
a las proporciones Ex:SiO2:HPMC-K15M (50,0%:37,5%:12,5% y 53,3%:40%:6,7%) no
liberaron completamente el extracto en el lapso de tiempo evaluado (8 horas). Se observé
que aquella que contiene una proporcion de polimero mas baja (Ex:SiO2:HPMC-K15M
56,1%:42,1%:1,8%) no controla la liberacion, permitiendo la rapida liberacion del extracto,
de manera similar a la formulacién que no contiene polimero y que actia como un sistema

de liberacion inmediata.
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La liberacion del extracto de frutos de P. peruviana a partir de la matriz con composicién
Ex:SiO2:HPMC-K15M  55,2%:41,4%:3,4%, se ajustd a los modelos matematicos
“Korsmeyer y Peppas” y “Peppas y Sahlin”, con coeficientes de correlacion de 0,9986 y

0,9987 para la fructosa y de 0,9975 y 0,9971 para la glucosa.

Para el modelo de Korsmeyer y Peppas se encontré un valor de n de 0,5892 y 0,5428 para
fructosa y glucosa respectivamente, lo que indica que el proceso de liberacion del extracto
de frutos de P. peruviana a partir de la matriz seleccionada (formulacion 3-3), se llevo a
cabo por mecanismos combinados de difusion y relajaciéon-erosion del polimero. Por su
parte el modelo de Peppas y Sahlin complementd que la difusién fue el mecanismo
predominante al inicio del proceso y el mecanismo por erosion-relajacion del polimero se
hizo mas importante después de los 120 minutos de iniciado el proceso de liberacién, con
valores de constantes de velocidad de difusion (kq) y relajacion-erosion (k;) de 0,0339 min-

043 v 0,0044 min®® para fructosa y de 0,0401 min*y 0,0031 min"® para glucosa.

El proceso de captacion de agua de la matriz se llevo a cabo en tres fases, caracterizado
por una fase inicial de mayor velocidad que va disminuyendo en funcion del tiempo, por la
rapida hidratacion inicial de la matriz y la formacion de la capa de gel, que en la medida
que aumenta su espesor, disminuye el proceso de sorcidén. Adicionalmente, se evidencio
la importancia del proceso de captacién de agua en la liberacion del extracto, encontrando

un comportamiento similar de tres fases al correlacionar estas dos variables.

La erosion de la matriz que se presenta es un mecanismo importante en la liberacion del
extracto de frutos de P. peruviana, evidenciando una erosion del 25% después de 120
minutos del estudio, que va aumentando con el tiempo hasta que se hace constante. Se
evidencio una alta correlacion lineal entre la erosion y la liberacion del extracto, asi como
entre la captacion de agua y la erosion de la matriz, confirmando la dependencia de la
formacion de la capa gel con el proceso de captacion de agua, que a su vez se vuelve

determinante de la erosion que se presenta.

El estudio de frentes de movimiento permitié evidenciar y medir las zonas de hinchamiento,
difusion y erosion de la matriz hidrofilica y derivado de ello el espesor de la capa gel, que
en conjunto suministraron informacién complementaria acerca del mecanismo de liberacion

del extracto a partir del sistema matricial.






Conclusiones generales

Se aislaron y purificaron los Peruviosidos A-F, los cuales son responsables de la actividad
evaluada in-vitro (mediante el ensayo de inhibicién de la a-amilasa), del extracto etandlico
de frutos de Physalis peruviana. Cuatro de estas moléculas se presentan por primera vez
en la naturaleza, encontrando que aquellas con grupos isovalerilo en la posicion C3" y un

acido graso de cadena larga (C+2) son los mas activos en la serie de compuestos aislados.

Se identificaron y seleccionaron la glucosa y la fructosa como marcadores analiticos para
la cuantificacion del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana, estableciendo y

validando una metodologia analitica para estos marcadores.

Se establecieron las condiciones del proceso para la obtencién del extracto seco aplicando
la metodologia de secado por aspersion, mediante el empleo de un disefio estadistico
experimental. Las condiciones determinadas fueron: temperatura de inyeccion 80°C;
velocidad de flujo del nitrdgeno de inyeccion 400 L/h; ajuste de la bomba de alimentacion
5%; ajuste del aspirador 100%; concentracion del extracto 7,5% p/p; relaciéon del extracto

y el coadyuvante de secado 1:0,75.

Se seleccion6 el polimero HPMC-K15M para el estudio detallado del mecanismo de
liberacién del extracto a partir de formulaciones de matrices hidrofilicas, debido a su
comportamiento intermedio en velocidad de liberacion, asociado a la viscosidad que

presentan sus dispersiones en comparacion con otros polimeros evaluados.

Se desarrollaron los sistemas matriciales hidrofilicos a ser estudiados empleando el
método de co-procesamiento por secado por aspersion y comprimidos por compresion
directa. Se seleccioné la formulacion 3-3 (Ex:SiO2:HPMC-K15M 55,2%:41,4%:3,4%),

debido a que esta permitio la adecuada modulacion de la liberacion del extracto.
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Se evidencié que la actividad in vifro determinada para el extracto, no se vio afectada por

la presencia de excipientes ni por el procesamiento por secado por aspersion.

Se estudioé el mecanismo y el comportamiento fisicoquimico de la liberaciéon del extracto
etandlico de frutos de Physalis peruviana formulado como matrices hidrofilicas, en donde
se encontré que la liberacién esta regida por mecanismos combinados de difusion del
extracto y relajacion-erosion del polimero, demostrado mediante el ajuste a los modelos
matematicos “Korsmeyer y Peppas” y “Peppas y Sahlin”, con coeficientes de correlacion
de 0,9986 y 0,9987 para la fructosa y de 0,9975 y 0,9971 para la glucosa y complementado

con la evaluacion de captacion de agua, erosién y frentes de movimiento.



Recomendaciones generales

1.

Evaluar la posibilidad de elaborar el co-procesado a partir de una suspension
hidroalcohdlica, con un alto contenido de agua y no en alcohol USP, ya que esto
facilitaria el escalado del proceso y reduciria los costos de fabricaciéon, ademas de
permitir la obtencion de un material posiblemente con mejores propiedades de

fluidez para la fabricacion a escala industrial.

Continuar con los estudios posteriores que hacen parte del desarrollo del producto,
como son los estudios de evaluacion de la actividad del fitoterapéutico in vivo
empleando ratones, de estabilidad para determinar la vida util del producto,
biofarmacéuticos y farmacocinéticos y los estudios clinicos necesarios con el fin de

llegar a un producto que pueda ser comercializado.






Anexo A: Protocolo para evaluar Ila
inhibicion de alfa amilasa

El presente protocolo esta enfocado en la alfa-amilasa, enzima que interviene en la
descomposicion de los carbohidratos complejos, tales como almidon y glucogeno. Ella
cataliza la escision de residuos glucosidos individuales de diferentes glicoconjugados

incluyendo polimeros con enlaces alfa o beta de glucosa.
Para la realizacién de la prueba se requiere preparar las siguientes soluciones.

Buffer: Se pesaron 21,03g de Trizma Base (Sigma/Aldrich) y 4,44 g de CaClz anhidro, se
disolvié con un litro de agua destilada, para obtener una solucién de 0,2 M de Tris que
contiene 0,04 M de CaClz. Aparte se midié un volumen de 1 mL de una solucion de acido
clorhidrico 1 M y se llevé a volumen final de 100 mL, para obtener una soluciéon de acido
clorhidrico a una concentracion de 0,01 M. A 50 mL de la solucion de Tris 0,2 M que contiene
CaCl2 0,04 M, se agregd acido clorhidrico 0,01 M hasta obtener pH 6,9 y se llevo a un
volumen final de 200 mL con agua destilada, para obtener un buffer de Tris-HCI (0,05 M,
pH 6,9) que contiene CaCl20,01 M.

Enzima: se pesaron 15 mg de amilasa porcina pancreatica Sigma A3170, y se diluyeron en
1 mL del buffer anteriormente preparado; teniendo en cuenta que el producto contenia 22

Ul/mg de solido, se realizaron los siguientes calculos:

15mg x 22Ul
1mg X 1mL

= 330 UI/mL

Luego para obtener una concentracion de 2Ul/mL

330U1 v 2 UI>< LmL
xV;=
mL Y mL mn

V;= 0,006 mL 66 puL

6 UL que se llevaron a 1 mL para obtener la concentracion deseada.
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Sustrato: Se pesaron 15 mg de almidon azul Sigma S7776 y se suspendieron en 1 mL del
buffer Tris-HCI 0,05 M pH 6,9, para obtener una concentracion de 10 mg/mL, se hicieron
los siguientes calculos:

15m 10m
gXVi= g

X 0,4mL

mL mL

V;=10,267 mL 6 267 uL

267 uL que se llevaron a 0,4 mL para obtener la concentracion deseada (Tabla A-1).

Tabla A-1 Procedimiento para la determinacién de inhibicién de alfa amilasa

Llevar a ebullicion (92°C) 200 ul de almidon azul (10 mg/mL) por 5 min

Incubar a 37°C por 5 minutos

iy Control (100% .
. Concentracion Blanco del g Blanco de | Patréno
Reactivos Final control acyw’d .ad la muestra | Muestra
enzimatica)
Muestra 640 pg/mL - - 200 uL 200 uL
Alfa amilasa 2 Ul/mL - 100 L - 100 pL
Buffer de Tris-
HCI (0,05 M, pH 300 pL 200 pL 100 pL
6,9) que B B
contiene CaClz
0,01 M

Mezclar agitando vigorosamente

Incubar a 37°C por 60 min

Centrifugar a 3000 rpm por 5 min a 4°C

Medir Absorbancia a 100 uL del sobrenadante a 595 nm




Anexo B Validacion de la metodologia
analitica para la cuantificacion de glucosa y
fructosa en el extracto de frutos de Physalis
peruviana

1. Objetivo:

Establecer la evidencia documentada para que el método analitico por HPLC-IR, utilizado
en la valoracion de fructosa y glucosa para el ensayo de disolucion de las matrices

hidrofilicas del extracto de P. peruviana, proporcione resultados reproducibles y confiables.
2. Metodologia:

Para lograr el objetivo de la verificacion de la metodologia analitica utilizada en la valoracion
de fructosa y glucosa para el ensayo de disolucion de las matrices hidrofilicas del extracto
de P. peruviana, se realizaron las determinaciones de los parametros de selectividad,
precision del sistema, precision intermedia, exactitud, linealidad del sistema, linealidad del
método, estabilidad de la muestra para disolucion en las matrices y limites de deteccion y

cuantificacion, siguiendo los lineamientos de las ICH Q2R1.
3. Condiciones de trabajo

Para la valoracion de fructosa y glucosa en el ensayo de disolucién por HPLC-IR, se utilizd
una columna Aminex® HPX 87H (300 mm x 7,8 mm, 9 ym) con una temperatura del horno
de 60°C. Para el método se utiliz6 como fase mévil H.SO4 0,05 mM y la velocidad de flujo
se mantuvo constante a 0,6 mL/min. El volumen de inyeccién fue de 10 pyL. Cada solucion

fue filtrada a través de una membrana de 0,45 um antes de inyectar en el equipo de HPLC.
3.1 Equipos

HPLC Agilent Technology modelo 9100 con detector de indice de refraccion
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3.3 Diluente

Agua purificada

3.4 Solucion estandar
3.41 Solucién Madre

Se peso y transfirio exactamente 1 g del estandar de Fructosa en un balon aforado de 100
mL, posteriormente se peso y transfirio exactamente 1 g del estandar de glucosa al mismo
balén aforado de 100 mL Se agregaron 50 mL de agua purificada y se sometié a ultrasonido

por 10 minutos. Se completd a volumen para obtener una solucion de 10 mg/mL.

3.4.2 Solucién estandar

La solucion estandar se prepard a partir de diluciones de la solucion madre para obtener
ocho niveles de concentraciones de 0,25-10,00 mg/mL los cuales fueron analizadas por

triplicado.

4. Validacion

4.1 Selectividad

Se realizaron las inyecciones en el sistema cromatografico de las siguientes muestras bajo
las condiciones de trabajo de la disolucion de las matrices hidrofilicas: Solucién estandar a
una concentracion de 5 mg/mL; el extracto a 1 mg/mL con solucion estandar a una
concentracion de 5 mg/mL; placebo (HPMC-K15M + didxido de silicio); fase movil; agua

purificada y medio de disolucion.

Para la evaluacion de la selectividad se determiné la estabilidad de los estandares , el
extracto con estandares y placebo junto a los estandares a un nivel de concentracion de
5,0 mg/mL, valorando la solucién a tiempo 0 y luego de dejar reposar la solucién por 8 horas
en cada uno de los medios de disolucion (pH 1,2 y pH: 6,8). Se compararon entre si cada

uno de los resultados obtenidos.

La técnica se considera selectiva si no presenta ninguna sefal que interfiera con la sefal
del estandar, adicionalmente, Los productos de degradaciéon generados bajo las

condiciones de trabajo no presentan ninguna sefial que interfiera con la sefial del estandar.
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CV <5,0%
Tabla B-1 Selectividad para la Fructosa
Muestra pH 12 pHb638
1 2 | 3 1 2 3
Fructosa (area mv*min)
0 horas 23416,6 23456,8 23600,0 23564,7 23674,0 23876,0
6 horas 23412,9 23415,9 23154,8 23415,9 23765,4 24009,0
Promedio 23414,8 23436,4 233774 23490,3 23719,7 239425
Desvest. 2,6 28,9 314,8 105,2 64,6 94,0
CV (%) 0,0 0,1 1,4 0,4 0,3 0,4
Fructosa + Extracto (area mv*min)
0 horas 25634,5 25867,9 25889,6 25987,0 25990,0 24989,0
6 horas 26009,7 26143,9 26476,0 26876,1 26989,0 26783,1
Promedio 258221 26005,9 26182,8 26431,6 26489,5 25886,1
Desvest. 265,3 195,2 414,6 628,7 706,4 1268,6
CV (%) 1,0 0,8 1,6 2,4 2,7 4,9
Fructosa + Placebo (area mv*min)
0 horas 24576,9 23674,8 24758,0 23789,0 24675,9 24567,0
6 horas 24678,0 24457,0 23908,0 23409,9 23467,0 24008,2
Promedio 24627,5 24065,9 24333,0 23599,5 24071,5 24287,6
Desvest. 71,5 553,1 601,0 268,1 854,8 395,1
CV (%) 0,3 2,3 2,5 1,1 3,6 1,6
Tabla B-2 Selectividad para la Glucosa
pH 1,2 pH 6,8
Muestra
1 2 3 1 2 3
Glucosa (area mv*min)
0 horas 26784,9 26413,0 26789,0 26900,8 27080,0 27000,9
6 horas 26788,8 27000,9 26790,0 27888,1 26666,6 25901,0
Promedio 26786,9 26707,0 26789,5 273945 26873,3 26451,0
Desvest. 2,8 4157 0,7 698,1 292,3 777,7
CV (%) 0,0 1,6 0,0 2,6 1,1 2,9
Glucosa + Extracto (area mv*min)
0 horas 51768,0 52902,0 51908,2 51345,0 51110,0 52786,1
6 horas 52897,0 51908,1 52000,1 51876,1 52347,8 52672,2
Promedio 52332,5 52405,1 51954,2 51610,6 51728,9 52729,2
Desvest. 798,3 702,8 65,0 375,5 875,3 80,5
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CV (%) 1,5 1,3 0,1 0,7 1,7 0,2
Glucosa Placebo (area mv*min)
0 horas 53768,0 54768,3 54679,9 55900,0 58789,0 57911,1
6 horas 54112,0 55787,0 56091,2 56790,0 60123,1 55701,9
Promedio 53940,0 55277,7 55385,6 56345,0 59456,1 56806,5
Desvest. 2432 720,3 997,9 629,3 943,3 1562,1
CV (%) 0,4 1,3 1,8 11 1,6 2,8

De acuerdo a los resultados de las muestras valoradas en el momento de la preparacion y
luego de dejarlas durante 8 horas en el medio de disolucién, se demuestra que no hay
cambios significativos entre las areas bajo la curva obtenidas de los marcadores Fructosa

y Glucosa.

4-2 Precision

La precision hace referencia a la concordancia entre los distintos resultados obtenidos
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una muestra
homogénea, pero sin tener en cuenta su proximidad al valor real. Los resultados se
analizaron por medio del coeficiente de variacion (CV%), a dos niveles intradia
(Repetibilidad) e interdia (Precision Intermedia), siendo el valor de aceptaciéon para cada
nivel de CV £ 5%.

Para demostrar la precision del sistema se hicieron tres réplicas de la solucion del 100% de

estandar de Fructosa y Glucosa, a concentraciones de 0,25, 5,0 y 10,0 mg/mL

4.2.1 Precision del sistema y repetibilidad

En cuanto a la precision intradia se hicieron lecturas por triplicado del estandar de Fructosa
y Glucosa a concentraciones de 0,25, 5,0 y 10,0 mg/mL, en una solucién con extracto a una
concentracion de 1mg/mL y en una solucién con el placebo que contiene el polimero de
HPMC-K15M y aerosil a 1mg/mL.
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Tabla B-3 Precision del sistema y precision intradia (Repetibilidad) evaluada en el sistema

y en cada una de las matrices para la fructosa (agua)

Fructosa Fructosa + Extracto Fructosa +Placebo
Ensayo (area mv*min) (area mv*min) (area mv*min)
0,25 mg/mL
1 1090,6 2377,9 1262,3
2 1048,7 2381,9 1234,7
3 1043,3 2326,8 1251,3
Promedio 1060,9 2362,2 1249,4
Desvest. 25,8 30,7 13,9
CV (%) 24 1,3 11
5,0 mg/mL
1 23712,3 25145,2 31733,2
2 23157,0 25887,7 31559,2
3 23821,6 25462,8 31825,2
Promedio 23563,6 25498,5 31705,8
Desvest. 356,4 372,5 135,1
CV (%) 1,5 1,5 0,4
10,0 mg/mL
1 48089,8 49310,3 48548,7
2 48125,0 49062,8 48791,4
3 48710,3 49456,7 48590,2
Promedio 48308,4 49276,6 48643,4
Desvest. 348,5 199,1 129,8
CV (%) 0,72 0,4 0,3

Tabla B-4 Precision intradia (Repetibilidad) evaluada en el sistema y en cada una de las

matrices para la glucosa

Glucosa Glucosa + Extracto Glucosa + Placebo
Ensayo (area mv*min) (area mv*min) (area mv*min)
0,25 mg/mL
1 734,5 1732,5 1007,2
2 736,7 1818,5 1076,2
3 695,8 1898,2 1009,0
Promedio 7223 1816,4 1030,8
Desvest. 23,0 82,9 39,3
CV (%) 3,2 4,6 3,8
5,0 mg/mL
1 25414,3 26385,9 267024
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2 25462,7 26862,9 26160,9
3 25303,0 26954,9 268524
Promedio 25393,3 26734, 6 26571,9
Desvest. 81,9 305,4 363,8
CV (%) 0,3 1,1 1,4
10,0 mg/mL
1 51622,2 518284 51603,2
2 51375,1 50697,9 52789,6
3 51961,0 50987,1 53112,3
Promedio 51652,8 51171,1 52501,7
Desvest. 2941 587,3 794,7
CV (%) 0,6 1,2 1,5

En todos los casos el CV es menor que el 5% establecido, por lo tanto en la repetibilidad
instrumental (precision del sistema) se demostré la minima interferencia del equipo en la
obtencién de los datos de CV para las concentraciones evaluadas y por otro lado en la
repetibilidad intradia (precision del método) se demostrd la minima interferencia de la

formulacién y de los componentes del extracto.

4.2.2 Precision intermedia

Para la precision interdia (precision intermedia) se evaluaron muestras individuales
preparadas desde su pesaje en diferentes dias, para una concentracion de 5,0 mg/mL de
estandar de Fructosa y Glucosa en agua (sistema), en una solucidon con extracto a una
concentracion de 1mg/mL y en una solucion con el placebo que contiene el polimero de
HPMC-K15M y aerosil a 1mg/mL.

Tabla B-5 Precision interdia (Precision intermedia) evaluada en el sistema y en cada una

de las matrices a una concentracion de 5,0 mg/mL para la fructosa.

Fructosa Fructosa + Extracto Fructosa + Placebo
Dia (area mv*min) (area mv*min) (area mv*min)

23712,3 25145,2 2411,.3

1 23157,0 25887,7 24313,2
23821,6 25462,8 24445,8
20415,0 25711,2 25986,0

2 22819,0 26416,6 24562,0
22490,0 24533,0 24427,0
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22504,0 25257,3 24573,0
3 22516,0 25923,0 24242,0
23952,0 26049,5 25381,0
Promedio 22820,8 255984 24671,1
Desvest. 1077,0 564,7 611,5
CV (%) 4,7 2,2 2,5

Tabla B-6 Precision interdia (Precision intermedia) evaluada en el sistema y en cada una

de las matrices a una concentracion de 5,0 mg/mL para la glucosa.

Glucosa Glucosa + Extracto Glucosa + Placebo
Dia (area mv*min) (area mv*min) (area mv*min)
25414,3 518284 51603,2
1 25462,7 50697,9 52789,6
25303,0 50987,1 53112,3
24081,5 51267,3 52381,5
2 24049,2 51329,5 51652,8
24024,0 51283,0 51263,0
24959,7 51225,7 51801,1
3 26829,0 51202,2 51432,0
24844,3 51269,1 51939,0
Promedio 24996,4 51232,2 51997,1
Desvest. 904,8 299,3 631,8
CV (%) 3,6 0,6 1,2

De acuerdo con los datos obtenidos en los analisis y el CV, se concluye que no hay

diferencias significativas de los resultados entre dias.

4.3 Exactitud del método

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor referencia y el valor
experimental encontrado. Para determinar la exactitud de la medida en cada matriz de
estudio se realizaron tres réplicas a un nivel de concentracién a través de un ensayo de

adicion de estandar, como se describe en la metodologia.

La exactitud se evaluo6 a un nivel de concentracion de 5,0 mg/mL de Fructosa y Glucosa y

se evaluaron en agua purificada, en una solucidon con extracto a una concentracion de
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1mg/mL y en una solucién con placebo que contiene el polimero de HPMC-K15M y aerosil

a 1'mg/mL.

Tabla B-7 Exactitud evaluada en cada una de las matrices, expresada como porcentaje de

recuperacion (5,0 mg/mL) para la fructosa.

Matriz Esta:(rii?irc;daagua Placebo + agua purificada Estandar + placebo %
(é:)ea mv*min) (area mv*min) (area mv*min) recuperacion

23712,3 1109,0 25145,2 101,3

Extracto 23157,0 1154,5 25887,7 106,5

23821,6 1171,2 25462,8 101,9

Promedio 23563,6 1144,9 25498,6 103,2
Desvest. 356,3 32,2 3725 2,8
CV (%) 1,5 2,8 1,5 2,8

23712,3 0 24110,3 101,7

Placebo 23157,0 0 24313,2 105,0

23821,6 0 24445,8 102,6

Promedio 23563,6 0 24289,8 103,1
Desvest. 356,4 0 169,0 1,7
CV (%) 1,5 - 0,70 1,7

Tabla B-8 Exactitud evaluada en cada una de las matrices, expresada como porcentaje de

recuperacion (5,0 mg/mL) para la glucosa.

Matriz Esta:(rii?irc;daagua Placebo + agua purificada Estandar + placebo %
(é:)ea mv*min) (area mv*min) (area mv*min) recuperacion

25414,3 1081,8 26385,9 99,6

Extracto 25462,7 1125,6 26862,9 101,0

25303,0 1098,2 26954,9 102,1

Promedio 25393,3 1101,9 26734,6 100,9
Desvest. 81,9 22,1 305,4 1,3
CV (%) 0,3 2,0 1,1 1,2

25414,3 0 26702,4 105,1

Placebo 25462,7 0 26160,9 102,7

25303,0 0 26852,4 106,1

Promedio 25393,3 0 26571,9 104,6
Desvest. 81,9 0 363,8 1,7
CV (%) 0,3 - 1,4 1,6

La recuperacién media de la metodologia analitica se encuentra dentro de los limites

estipulados para el método de HPLC-IR (95-105%), el CV confirma que no existe
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diferencias estadisticamente significativas con el valor de recuperacion media obtenido para
cada una de las matrices (extracto y la formulacién con polimero de HPMC-K15M), por lo

cual se concluye que la metodologia es exacta.
4.4 Linealidad

Para determinar la linealidad del sistema y la linealidad del método en cada una de las
matrices estudiadas, para Fructosa y Glucosa, se realizaron 3 réplicas del analisis, a ocho
niveles de concentracion (0,25, 0,50, 1,00, 3,00, 5,00, 6,00, 8,00 y 10,00 mg/mL). Las
matrices analizadas fueron agua, extracto y placebo con polimero de HPMC-K15M y diéxido

de silicio.

Para considerar lineal el método, los resultados del analisis de varianza deben concluir que
el F calculado es mayor al F de la tabla para la regresion, el R? debe ser de al menos 0,99
y para el intercepto y la pendiente, los valores calculados de t deber ser mayores,

comparados con el valor tabulado.
Sistema: agua

Tabla B-9 Linealidad del sistema fructosa (agua)

X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de
mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)
1090,6
F1 0,25 1048,7 1090,6 25,9 24
1043,3
2593,6
F2 0,50 25424 2593,6 35,7 1,4
2524,9
4748,5
F3 1,00 4976,9 4748,5 133,9 2,8
4983,7
13655,1
F4 3,00 13526,8 13655,1 140,7 1,0
13807,8
23712,3
F5 5,00 23157,0 23712,3 356,4 1,5
23821,6
28890,5
F6 6,00 28104,0 28890,5 395,0 1,4
28433,7
37381,8
F7 8,00 36994,0 37381,8 296,8 0,8
37577,2
48089,8
F8 10,00 48125,0 48089,8 348,5 0,7
48710,3

Muestra
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Tabla B-10 Parametros estadisticos “t” student para la evaluacion de la linealidad de fructosa en el

sistema (agua)

Parametro Valor Hipétesis nula texp ttab (22; 0,05)
Intercepto (a) -147,5 Ho:a=0 -0,91 2,0739
Pendiente (b) 4771,2 Ho: =0 158,34 2,0739
Correlacion (r) 0,9991 Ho:r=0 82,64 2,0739

Tabla B-11 Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion linealidad de fructosa en el

sistema (agua)

Grados de Suma de Promedio de los Fe Ftab
libertad cuadrados cuadrados Xp
4,301
Regresion 1 6346332010 6346332010 25074,1 (1; 22; 0,05)
Error 22 5568263,8 253102,9
Desvio de 2,741
L . 6 4503794,4 750632,4 1,28 (6; 16; 0,05)
linealidad
Error puro 16 1064469,4 66529,3

Figura B-1 Curva de calibracion para fructosa en el sistema (agua)

Ecuacién de la recta: y = 4771,2X + 147,5 (R?>= 0,9991)

60000 -

50000 y =4771.2x- 147.5 ’

R? =0.99912

40000 -

30000

Area (mv*min)

20000 A

10000

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (mg/mL)
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Tabla B-12 Linealidad del sistema glucosa (agua)

X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de

Muestra mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)

1090,6
G1 0,25 10487 7345 23,0 3.1
1043,3
2593,6
G2 0,50 25424 2054,2 17,4 038
2524,9
47485
G3 1,00 4976.9 5072,7 26,2 05
4983,7

13655,1
G4 3,00 13526.8 14481,9 146,9 1,0

13807,8

23712,3
G5 5,00 231570 254143 81,9 0,3

23821,6

28890,5
G6 6,00 281040 31029,6 108,7 0,4

28433,7

37381,8
G7 8,00 36994,0 40934,0 147,6 0,4

37577,2
48089,8

G8 10,00 48125,0 51622,2 2941 0,6
48710,3

Tabla B-13 Parametros estadisticos “t” student para la evaluacién de la linealidad de glucosa en el

sistema (agua)

Parametro Valor Hipétesis nula texp ttab (22; 0,05)
Intercepto (a) -572,9 Ho:a=0 -4,45 2,0739
Pendiente (b) 5207,2 Ho: =0 219,6 2,0739

Correlacion (r) 0,9995 Ho:r=0 114,7 2,0739
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Tabla B-14 Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion linealidad de glucosa en el

sistema (agua)

Grados de Suma de Promedio de los Fexp Ftab
libertad cuadrados cuadrados
4,301
Regresion 1 (1; 22; 0,05)
7559451691 7559451691 48206,2
Error 22
3449930,0 156815,0
Desvio de 2,741
linealidad 6 (6,16, 0,05)
3150099,4 525016,6 2,0
Error puro 16
299830,6 18739,4

Figura B-2 Curva de calibracion para glucosa en el sistema (agua)

Ecuacién de la recta: y = 5207,2X — 572,9 (R?= 0,9995)

60000 7
y =5207.2x- 572.9

R? =0.99954 [ ]
50000 A

40000

30000 1

Area (mv*min)

20000 1

10000 A

0 +2 : : : : : ,
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Concentracién (mg/mL)

Linealidad del método 1: Extracto de frutos de P. peruviana

Tabla B-15 Evaluacion de la linealidad del método para fructosa. Método 1: Matriz extracto de frutos

de Physalis peruviana (agua)

X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de
Muestra R . . L
mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)
2377,9
EX-F1 0,25 2381,9 2377,9 30,7 1,3

2326,8
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X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de
mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)
3460,3
EX-F2 0,50 3401,8 3460,3 140,4 4.1
3669,0
6184,6
EX-F3 1,00 6086,2 6184,6 54,3 0,9
6175,4
15375,1
EX-F4 3,00 15268,5 15375,1 181,6 1,2
15622,4
251452
EX-F5 5,00 25887,7 251452 372,5 1,4
25462,8
304794
EX-F6 6,00 30477,9 30479,4 70,4 0,2
30356,8
39103,7
EX-F7 8,00 39337,8 39103,7 125,2 0,3
39143,9
49310,3
EX-F8 10,00 49062,8 49310,3 199,1 0,4
49456,7

Muestra

Tabla B-16 Parametros estadisticos “t” student para la evaluacion de la linealidad de fructosa en el

método 1: Extracto de frutos de Physalis peruviana (agua)

Parametro Valor Hipotesis nula texp ttab (22; 0,05)
Intercepto (a) 1224,8 Ho:a=0 12,42 2,0739
Pendiente (b) 4801,6 Ho: =0 264,0 2,0739
Correlacion (r) 0,9997 Ho:r=0 137,9 2,0739

Tabla B-17 Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion linealidad de fructosa en el

método 1: Extracto de frutos de Physalis peruviana (agua)

Grados de Suma de Promedio de los Fex Ftab
libertad cuadrados cuadrados P

4,301

Regresion 1 6427533967 6427533967 69691,3 (1; 22; 0,05)
Error 22 2029030,9 92228,7

Desvio de 2,741

L X 6 1517763,0 252960,5 2,52 (6; 16; 0,05)
linealidad

Error puro 16 511267,9 31954,2
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Figura B-3 Curva de calibracion para fructosa en el método 1: Extracto de frutos de Physalis

peruviana (agua)

Ecuacién de la recta: y = 4801,6X — 1224,8 (R*= 0,9997)

60000

50000 y =4801.6x+ 1224.8
R? =0.99968
__ 40000 ®
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£ 30000 [
8 0
<
20000
[ ]
10000
°
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0
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Concentracién (mg/mL)

Tabla B-18 Evaluacion de la linealidad del método para glucosa. Método 1: Matriz extracto de frutos

de Physalis peruviana (agua)

X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de
mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)

1732,5

EX-G1 0,25 1818,5 1732,5 82,9 4,8
1898,2
2740,3

EX-G2 0,50 2672,9 2740,3 56,4 2,1
2428,2
5791,0

EX-G3 1,00 5746,1 5791,0 63,2 1,1
5666,3
15387,1

EX-G4 3,00 15053,6 15387,1 549,6 3,6
16127,4
26385,9

EX-G5 5,00 26862,9 26385,9 305,4 1,2
26954,9
32927,0

EX-G6 6,00 32502,9 32927,0 263,9 0,8
32987,1
41478,7

EX-G7 8,00 41360,2 41478,7 79,8 0,2
41327,0
51828,4

EX-G8 10,00 50697,9 51828,4 587,3 1,1
50987,1

Muestra
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Tabla B-19 Parametros estadisticos “t” student para la evaluacién de la linealidad de glucosa en el

método 1: Extracto de frutos de Physalis peruviana (agua)

Parametro Valor Hipotesis nula texp ttab (22; 0,05)
Intercepto (a) 572.6 Ho:a=0 2,43 2,0739
Pendiente (b) 5134,0 Ho:B =0 118,0 2,0739
Correlacién (r) 0.9984 Ho:r=0 61,62 2,0739

Tabla B-20 Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion linealidad de glucosa en el

método 1: Extracto de frutos de Physalis peruviana

Grados de Suma de Promedio de los
libertad cuadrados cuadrados Fexp Ftab
4,301
Regresion 1 (1; 22; 0,05)
7348353418 7348353418 13922,9
Error 22
11611387,3 527790,3
Desvio de 2,741
linealidad 6 (6,16, 0,05)
9950772,2 1658462,0 1,98
Error puro 16
1660615,1 103788,4

Figura B-4 Curva de calibracion para glucosa en el método 1: Extracto de frutos de Physalis

peruviana (agua)

Ecuacién de la recta: y = 5136,7X — 572,63 (R*>= 0,9984)
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R? = 0.99842
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Linealidad del método 2: Placebo

Tabla B-21 Evaluacion de la linealidad del método para fructosa. Método 2: Matriz polimero HPMC

K15M (agua).

X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de
mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)
1262,3

EX-F1 0,25 1234,7 1262,3 13,9 1,1
1251,3
2561,2

EX-F2 0,50 2653,5 2561,2 101,0 3,9
2451,8
5400,8

EX-F3 1,00 5435,1 5400,8 48,4 0,9
5339,6
15870,3

EX-F4 3,00 15438,1 15870,3 411,4 2,6
15047,8
24110,3

EX-F5 5,00 24313,2 24110,3 169,0 0,7
244458
31733,2

EX-F6 6,00 31559,2 31733,2 135,1 0,4
31825,2
44302,1

EX-F7 8,00 44604,2 44302,1 170,2 0,4
44589,1
48548,7

EX-F8 10,00 48791,4 48548,7 129,8 0,3

48590,2

Muestra

Tabla B-22 Parametros estadisticos “t” student para la evaluacion de la linealidad de fructosa en el

método 2: Polimero HPMC K15M (agua)

Parametro Valor Hipétesis nula texp ttab (22; 0,05)
Intercepto (a) 1922 Ho:a=0 0,34 2,0739
Pendiente (b) 5103,7 Ho:B=0 49,35 2,0739

Correlacion (r) 0,9910 Ho:r=0 25,77 2,0739
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Tabla B-23 Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion linealidad de fructosa en el

método 2: Polimero HPMC K15M (agua)

Grados de Suma de Promedio de los Fex Ftab
libertad cuadrados cuadrados P
4,301
Regresion 1 7261760275 7261760275 2435,5 (1; 22; 0,05)
Error 22 65596370,5 2981653,2
Desvio de 2,741
L X 6 65047109,2 10841184,9 1,80 (6; 16; 0,05)
linealidad
Error puro 16 549261,4 34328,8

Figura B-5 Curva de calibracion para fructosa en el método 2: Polimero HPMC K15M (agua)

Ecuacién de la recta: y = 5103,7X — 192,16 (R*= 0,9910)
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Tabla B-24 Evaluacion de la linealidad del método para glucosa. Método 2: Matriz polimero HPMC
K15M (agua)

X (Conc.) Y (Area) Promedio Area Desviacion Coeficiente de
mg/mL (mv*min) (mv*min) Estandar variacion (%)
1007,2
EX-F1 0,25 1076,2 1007,2 39,3 3,9
1009,0
2326,2
EX-F2 0,50 2402,4 2326,2 93,2 4,0
2511,7
5489,3
EX-F3 1,00 5998,7 5489,3 2549 4,6
5759,5
16125,3
EX-F4 3,00 16981,5 16125,3 451,0 2,8
16307,8
26702,4
EX-F5 5,00 26160,9 26702,4 363,8 1,4
26852,4
324464
EX-F6 6,00 32117,8 32446,4 1218,8 3,8
34373,9
41815,2
EX-F7 8,00 44898,0 41815,2 1563,3 3,7
42904,7
51603,2
EX-F8 10,00 52789,6 51603,2 794,7 1,5
53112,3

Muestra

Tabla B-25 Parametros estadisticos “t” student para la evaluacién de la linealidad de glucosa en el

método 2: Polimero HPMC K15M (agua)

Parametro Valor Hipétesis nula texp ttab (22; 0,05)
Intercepto (a) 154.9 Ho:a=0 0,54 2,0739
Pendiente (b) 5324,0 Ho:B=0 100,82 2,0739

Correlacion (r) 0,9978 Ho:r=0 52.65 2,0739
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Tabla B-26 Parametros estadisticos ANOVA para la evaluacion linealidad de glucosa en el

método 2: Polimero HPMC K15M

Grados de Suma de Promedio de los Fex Ftab
libertad cuadrados cuadrados P
4,301
Regresion 1 7902218109 7902218109 10164,26 (1; 22; 0,05)
Error 22 17103923,8 7774511
Desvio de 2,741
L X 6 7160089,6 1193348,3 1,92 (6; 16; 0,05)
linealidad
Error puro 16 9943834,2 621489,6

Figura B-6 Curva de calibracion para fructosa en el método 2: Polimero HPMC K15M (agua)

Ecuacién de la recta: y = 5324,0X — 154,93 (R?= 0,99784)
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Con los resultados del analisis de varianza se concluye que existe proporcionalidad entre
las variables concentracién y area, al ser el valor de F calculado mayor al F de la tabla para

la regresion para todas las matrices evaluadas.

Los resultados del analisis del coeficiente de correlacion confirman la correlacion lineal

existente entre estas dos variable al ser el t calculado mayor al t de la tabla para el

coeficiente de correlacion.
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Para el intercepto y la pendiente, se puede decir que segun los valores calculados de t,
comparados contra el valor tabulado, se concluye que la pendiente y el intercepto son

estadisticamente diferentes de cero, para todas las matrices.

De acuerdo al analisis de linealidad del sistema, la linealidad del método cumple con los
parametros evaluados guardando relacién lineal entre las concentraciones de Fructosa y

Glucosa obtenidas para cada nivel de concentracion.

La curva de calibracion trazada demuestra la linealidad por la relacion existente entre la
concentracion y la respuesta en unidades de area bajo la curva, tanto para el sistema, como

para las matrices evaluadas.

4.5 Limite de cuantificacion y limite de deteccion

El limite de cuantificacion representa la mas baja concentraciéon de la sustancia en analisis
que puede ser cuantitativamente determinada con adecuada precision. Se define como la
cantidad de analito que proporciona una sefial igual a la del blanco mas diez veces la

desviacion estandar del blanco.

El limite de deteccion representa la mas baja concentracion de la sustancia en analisis que
el método analitico puede diferenciar, pero no cuantificar bajo las condiciones del ensayo,
es decir es aquella concentracion que proporciona una sefial instrumental

significativamente diferente de la sefial de una muestra en blanco, o la sefal de fondo.

Estos limites se determinaron con las 3 concentraciones mas bajas de las curvas de

calibracion elaboradas (0,25; 0,50 y 1,0 ug7mL).

Tabla B-27 Limite de deteccion y limite de cuantificacion para cada uno de los marcadores

analiticos
Parametro Fructosa Glucosa
Sa 163,4 128,6
A -0,9 -4.,4
B 4771,16 5207,2
LD (mg/mL) 0,021 0,015

LC (mg/mL) 0,068 0,049
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Los limite de cuantificacion y deteccion fueron de 0,068 y 0,021 mg/mL para fructosa y

0,049 y 0,015 mg/mL para glucosa, respectivamente.






Anexo C Espectros de masas obtenidos para cada uno de los
compuestos purificados

1. Espectro de masas en modo positivo del compuesto P1 (Peruviésido C)

1 +TOF MS: 1.366 to 1.583 rrin from Sarrple 5 (PPF5901, MeOH) of 2016_09620_PPF5901_esitof_pos_O1.wiff Mex. 274.9 courts]
a=3.60143038144294960e-004, t0=—1.74973613935475710e+001 R; (Turbo Spray)

701.3375

18-

16+

Intensity, counts

14

124

10 ‘

/ \ 702.3368

7005 701.0 7015 702.0 7025 703.0 7035 704.0 704.5 705.0 7055 706.0 706.5 707.0
'z, Da
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2. Espectro de masas en modo positivo del compuesto P2 (Peruviésido D)

1 +TOF MS: 1.533 to 1.616 rin from Sanple 5 (PPF5903, MeOH) of 2016_09621_PPF5903_esitof_pos_01.wiff Mex. 28.8 courts]
a=3.60144081982725740e-004, t0=1.72699458378338630e+001 R, (Turbo Spray)

715.3511
14.0

13.0
12.0
11.0+
10.0+
9.0
8.0

7.0

Intensity, counts

6.0

5.0+

4.0

3.0+

2.0

104 716.3602

o .

714.5 7150 7155 716.0 716.5 717.0 717.5 7180 7185 719.0 7195 7200 7205 721.0 7215
m'z, Da
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3. Espectro de masas en modo positivo del compuesto P3 (Peruviésido E)

1 +TOF MS: 1.583 to 1.749 rrin from Sanple 6 (PPF5918, MeOH) of 2016_09619_PPF5918_esitof_pos_O1.wiff Mex. 184.5 counts)]
a=3.60142871990930720e-004, t0=1.73839898302974730e+001 R (Turbo Spray)

757.3982

18

Intensity, counts
8

16+
14+
121

10

6+ 7582206 | 758.4059

2] 7502276 | 7602139

757.0 7575 758.0 758.5 759.0 759.5 760.0 760.5 761.0 76LI 5
m/z, Da
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4. Espectro de masas en modo positivo del compuesto P4 (Peruvidsido F)

1 +TOF MS: 1.583 to 1.732 rrin from Sarrple 6 (PPF5920, MeOH) of 2016_09618_PPF5920_esitof_pos_O1.wiff Mex. 69.5 counts.
a=3.60142871990930720e-004, t0=1.73839898302974730e+001 R, (Turbo Spray)

7714156
55

Intensity, counts

15+

10+




Anexo D Espectros RMN obtenidos para cada uno de los

compuestos purificados
Espectro de RMN-'H en CDCl; del compuesto P1
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Espectro de RMN-"*C en CDCl; del compuesto P1
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Espectro de RMN-"*C en CDCl; del compuesto P2
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Espectro de RMN-'H en CDCl; del compuesto P3
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Espectro de RMN-"*C en CDCl; del compuesto P3
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Espectro de RMN-'H en CDClI; del compuesto P4
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Espectro de RMN-"*C en CDCl; del compuesto P4
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