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CONTROL SEMANTICO
Droga: Todo producto de origen natural que recolectado o separado de su
medio tiene una composicién y unas propiedades tales que dentro de su
complejidad constituye la forma bruta de un medicamento.
Decoccion: Procedimiento extractivo en el cual la droga es extraida por
ebullicién en agua por al menos 15-20 minutos. El resultado de este proceso
extractivo es también conocido popularmente como cocimiento.
Percolacion: Procedimiento extractivo que consiste en el paso del menstruo
en repetidas ocasiones a través de la droga cruda, previamente humectada,
gue se encuentra en el percolador.
Extracto Fluido: Formulacion farmacéutica obtenida mediante la remocién de
los componentes activos de las drogas respectivas con menstruos apropiados,
la evaporacion de todo o casi todo el solvente y el ajuste de las masas o polvos
residuales para que cumplan las normas prescriptas, en la cual cada mililitro de
extracto equivale a 1.0 g de la droga.
Extracto blando: Formulaciébn farmacéutica obtenida mediante la
concentracion o la evaporacion de casi todo el solvente del extracto fluido y en
la cual cada mililitro de extracto equivale a 2 - 4 g de la droga.
Preformulacion: Etapa inicial para el desarrollo de wuna formulacion
farmacéutica, en la que se estudia al principio activo, se seleccionan los
excipientes que acompafaran al principio activo en la formulacién, y a travées
de diversas pruebas se asegura que no ocurriran problemas de estabilidad,
como consecuencia de las interacciones entre los principios activos y los
excipientes o entre los excipientes seleccionados.
Formulacién: Etapa del desarrollo de una formulacién farmacéutica donde se
evalla la influencia de los excipientes en las propiedades de la formulacion, y
permite seleccionar la formula en la que mejor se mantienen las propiedades
de pureza y potencia del principio activo.
Estabilidad: Propiedad de cualquier forma farmacéutica para mantener las
especificaciones sefialadas y aceptadas en la monografia que aseguren sus
caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas y biofarmacéuticas desde su
preparacion y durante todo el periodo de validez.



Estabilidad acelerada: Son estudios que se realizan sometiendo los principios
activos o las formas farmacéuticas terminadas, a condiciones de estrés (luz,
humedad, temperatura, agentes oxidantes redox, etc.) para evaluar su
comportamiento en dichas condiciones.

Estabilidad en estante: Son los estudios que se realizan a las formas
farmacéuticas, estando éstas sometidas a condiciones estandares de
envasado y conservacion, a lo largo del tiempo, para evaluar la estabilidad del
principio activo y de la formulacién en general y validar su periodo de vida util.
Tableta o comprimido: Estructura obtenida por compresién de principios
activos y sustancias auxiliares que son geométricamente simétricas en su
aspecto radial.

Granulado: Agregado que se produce por diferentes vias con la finalidad de
mejorar la fluidez y la facilidad con que comprimen masas de polvos que se
van a utilizar en la fabricacion de tabletas.

Gréfico de trazos: Grafico que muestra el efecto del cambio en la respuesta
para cada componente de la formulacién a lo largo de una linea imaginaria del
centro de la mezcla de referencia al vértice de la misma. Segun la cantidad de
un componente aumenta, la cantidad de los otros disminuye y viceversa, pero
su relacion permanece constante.

Matriz: Cavidad de la maquina de comprimir tabletas, donde se deposita el
polvo o granulado en el momento que va a ser comprimido.

Punzones: Piezas de acero que penetran en la matriz llena de polvos o
granulados que producen la compresién de los mismos.

Aglutinante: Sustancia que se afiade a los polvos para facilitar la formacion
del granulo en los procesos de granulacion.

Desintegrante: Sustancia que se afiade a la masa de polvos o granulados
para que, una vez que la tableta llega al tracto digestivo sea capaz de romper
la tableta para que se inicien los procesos de disolucion del principio activo y
pueda éste llegar al torrente sanguineo.

Tiempo de desintegracion: Tiempo efectivo en el que la tableta se desintegra
totalmente.

Friabilidad: Propiedad de las tabletas o comprimidos de perder partes debido
a la accion de las fuerzas mecanicas a las que se someten durante su

preparacion, envasado, transportacion y uso por el paciente.



SINTESIS

El Tamarindo (Tamarindus indica L) es una planta medicinal poco estudiada en Cuba
y en el mundo. El uso etnobotéanico de esta planta como hepatoprotector, se refiere
desde hace mas de 50 afios en Cuba. Las hojas han sido el 6rgano menos
investigado y la decoccion de éstas es consumida por la poblacion cubana para el
tratamiento de las hepatopatias. Sin embargo, en el Sistema de Salud se importan
los farmacos para el tratamiento de estas enfermedades, ya que en el Cuadro Basico
de Medicamentos de Cuba no se contempla ningun farmaco hepatoprotector. En el
presente trabajo se estandarizé el extracto blando de las hojas de Tamarindus indica
L. como un nuevo Ingrediente Farmacéutico Activo, rico en metabolitos entre los que
destacan: polifenoles, flavonoides, triterpenos, aceites esenciales, acidos grasos,
compuestos volatiles y elementos minerales, como el cobre, cinc, manganeso, niquel
y selenio. Con este extracto se desarrolld6 una formulacion de tabletas, a la cual se le
evaluo su capacidad antioxidante y hepatoprotectora. En este proceso se obtuvieron
modelos tedricos que permiten predecir las propiedades fisicomecanicas de los
granulados y las propiedades tecnoldgicas de las tabletas. La estabilidad de las
propiedades tecnoldgicas de las tabletas se mantuvo hasta 18 meses, la estabilidad
microbioldgica se mantuvo durante dos afios y la estabilidad quimica se ha evaluado
hasta 9 meses. Por ello, la estabilidad integral de la formulacion de tabletas,
envasadas en frasco de cloruro de polivinilo de alta densidad con tapa inviolable, y
almacenadas en lugar seco y fresco, se informa hasta nueve meses. Esta forma
farmacéutica no mostr6 toxicidad aguda oral en ratas Sprague Dawley a la dosis
limite de 2000 mg/kg de peso y produce una irritabilidad media de la mucosa oral.
Los dos niveles de dosis evaluados (100 y 200 mg/kg de peso) inhibieron la
peroxidacion lipidica y mostraron actividad antioxidante y hepatoprotectora frente al
modelo de intoxicacion hepatica con tetracloruro de carbono. El efecto observado
resulté similar estadisticamente al producido por la silimarina; farmaco utilizado como
control en una dosis de 150 mg/kg de peso corporal. Los resultados de la tesis por
vez primera aportan elementos que evidencian las propiedades antioxidantes y
hepatoprotectoras de una forma farmacéutica solida obtenida a partir de las hojas de

Tamarindus indica L.
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INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas representan en la actualidad la oncena causa de
muerte en Cuba (Vega, 2011), sin embargo, no existe en el Cuadro Bésico de
Medicamentos de nuestro pais un farmaco especifico para el tratamiento de dichas
patologias. Internacionalmente, el medicamento mas utilizado con estos fines es el
Legalon® (capsulas), consistente en una mezcla de los flavonoides silibina, silicristina
y silidiamina. A esta mezcla de flavonoides se le atribuye un fuerte caracter
hepatoprotector, mediado por un mecanismo de accion antioxidante. En Cuba es
utilizada, soélo cuando se adquiere por donativos (Informe de Consumo de
Medicamentos Santiago de Cuba, 2010).

Esta carencia unida a la préactica etnobotanica de nuestra poblacion, ha conducido al
empleo de un numero variable de plantas y preparados caseros para el tratamiento
de las dolencias hepéticas, sin que en ello medie la evidencia cientifica de su
efectividad, e inocuidad. Adicionalmente, este uso empirico no permite la
estandarizacion ni la dosificacion correcta de los preparados consumidos.

La utilizacion de fitofarmacos en la terapéutica mundial se encuentra en una etapa de
evidente expansion. Tanto las sustancias puras como los principios activos aislados y
purificados, o los extractos estandarizados de plantas medicinales, adquieren una
importancia cada vez mayor, en virtud de una mejor caracterizacion analitica, lo que
redunda favorablemente en el cumplimiento de los requisitos de calidad, eficacia y
seguridad exigidos a cualquier medicamento (Farnsworth y Morris, 2005).

Los objetivos fundamentales de la investigacion con plantas medicinales en la
actualidad, estan encaminados a la identificacion de plantas con actividad
farmacoldgica y al descubrimiento de nuevas entidades terapéuticas y de moléculas
activas, que podrian convertirse en medicamentos por procesos de sintesis o por la
validacion de su uso etnofarmacoldgico (Sharapin, 2000). Esta seleccion de especies
a investigar no se realiza al azar, sino por sélidos criterios, entre los que se
encuentran los de tipo quimiotaxondmicos y etnofarmacoldgicos, siendo estos
ultimos los mas empleados (Elizabetsky, 2004). Se afirma que para situar un
medicamento de origen quimico sintético en el mercado, es necesario evaluar 22 900

sustancias y que esta relaciéon disminuye de 1 a 400, si en la investigacion



farmacolégica se toman como base los criterios etnofarmacoldgicos (Svensen y
Scheffer, 1992).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce en varias resoluciones la
importancia de las plantas medicinales y recomienda que: “el aseguramiento de la
calidad, la evaluacién de la eficacia de las preparaciones, y las especificaciones de
identidad, pureza y potencia; sean establecidos bajo sdlidos criterios cientificos y
haciendo uso de las Buenas Practicas de Fabricacion” (Akerele, 2004). Propone
ademas la OMS, el establecimiento de centros para la investigacion y capacitacion
en el estudio de las plantas medicinales (Souza, 2003).

En Cuba a partir de 1992, se realizan esfuerzos que, ademas de cumplir con las
pautas establecidas por la OMS, permiten al pais minimizar la carencia de
medicamentos genéricos, al ser estos sustituidos por formas farmacéuticas
elaboradas a partir de plantas medicinales.

Cuba cuenta con una flora variada y abundante, en la que se encuentran numerosos
taxa con propiedades medicinales, un ejemplo de este potencial lo constituye la
especie Tamarindus indica L. o tamarindo, como se le conoce comunmente. Esta
especie ha sido reconocida etnobotanicamente como una de las principales
alternativas para el tratamiento de desdérdenes hepaticos, siendo una de las especies
mas empleadas por la poblacién cubana con dichos fines (Roig, 1988).

Evidencias experimentales de nuestro grupo de trabajo han demostrado, a nivel
preclinico, el efecto hepatoprotector de extractos de hojas de tamarindo (Escalona y
col.,, 1995). Dicho efecto podria ser el resultado de la actividad antioxidante
demostrada de varios de los compuestos quimicos aislados de las hojas de esta
especie, ya sea individualmente o formando parte de una mezcla de compuestos,
como la que se obtiene al formular un extracto fluido en etanol al 70%. Esta ultima
preparacion, mostré una actividad antioxidante superior al de sus componentes
aislados en la casi totalidad de los ensayos in vitro evaluados (Escalona, 2011%).
Estos resultados podrian ofrecer una explicacion cientifica al hecho de que los
niveles de aminotransferasas, en los enfermos de hepatitis que consumen infusiones
y decocciones de las hojas de tamarindo, disminuyan a niveles normales poco

tiempo después de su uso. No obstante, ambas actividades farmacoldgicas



(hepatoprotectora y antioxidante) han sido evaluadas en experimentos y modelos
experimentales diferentes, limitando asi la informacion en cuanto a su correlacion y
dependencia. El extracto fluido de hojas de Tamarindus indica L, presenta como
inconvenientes, un elevado contenido de etanol (incompatible con el funcionamiento
hepatico), una baja concentracién de principios activos (incremento de la frecuencia
de administracion), estabilidad relativamente baja, elementos caracteristicos de las
formas farmacéuticas liquidas. Asimismo, se ha notificado la irritabilidad de la
mucosa oral causada en animales de laboratorio por dicho extracto fluido,
probablemente por el pH acidico del mismo (Informe de investigacion, TOXIMED
2009%)

Desde el punto de vista biofarmacéutico y tecnoldgico, en la busqueda de
soluciones a esta problematica, seria recomendable el disefio de formas
farmacéuticas de contenido alcohdlico muy bajo o nulo, por concentracion del
extracto fluido, para disminuir asi la cantidad a consumir por el paciente y facilitar
ademas su administracion. Ello implica la preparacién de una forma farmacéutica
sélida como la alternativa tecnologica mas estable a partir de productos naturales.

En este sentido, la preparacion de extractos secos (Souza y Oliveira, 2006, Georgetti
y col., 2008) y la microencapsulacion (De Luca y Call, 2007; Mourtzinos y col., 2008)
a partir de los extractos naturales vegetales, son procedimientos innovadores en la
investigacion en el area de la Tecnologia Farmacéutica de los productos naturales.
Estos procedimientos se utilizan para solucionar los inconvenientes de las formas
farmacéuticas liquidas elaboradas con extractos liquidos y constituyen los métodos
de elecciéon primarios del tecndlogo farmacéutico para la preparacion de formas
farmaceéuticas solidas a partir de estos productos.

Otra via para solucionar aquellos problemas, es la preparacion de polvos y
granulados a partir del extracto blando de las especies, absorbiéndolos en
excipientes tecnoldgicos y preparandolos posteriormente en forma de capsulas
duras o tabletas. De todas las formas farmacéuticas mencionadas, las tabletas son
las mas estables, las que permiten mayor facilidad de dosificacion y poseen un
menor costo de produccion, por lo que representan la forma farmacéutica mas

investigada actualmente a nivel mundial.



En funciébn de estos antecedentes, en el trabajo se identific6 como problema

cientifico: “La necesidad de desarrollar un fitofarmaco con actividad antioxidante y

hepatoprotectora para el Cuadro Basico de Medicamentos en el Sistema de Salud

Cubano” y se propone para su solucion “el desarrollo de una nueva formulacién de

tabletas, a partir del extracto blando estandarizado de las hojas de Tamarindus

indica L y la evaluacion de su actividad antioxidante y hepatoprotectora”, como una
alternativa para reducir la necesidad de medicamentos con las referidas actividades
farmacoldgicas en el Sistema de Salud Cubano.

A partir de este problema se formulo la siguiente Hipotesis de la investigacion:

Es posible desarrollar una nueva formulacion de tabletas con actividad antioxidante

y hepatoprotectora, a partir del extracto blando estandarizado de las hojas de

Tamarindus indica L.

El presente trabajo tuvo como Objetivo General:

Desarrollar una formulacion de tabletas con actividad antioxidante y hepatoprotectora

a partir del extracto blando estandarizado de las hojas de Tamarindus indica L.

Para cumplimentar este objetivo general se trazaron los siguientes Objetivos

especificos:

1. Estandarizar el extracto blando de las hojas de Tamarindus indica L.

2. Desarrollar tabletas por el método de granulacion humeda a partir del extracto
blando estandarizado de las hojas de Tamarindus indica L.

3. Evaluar la potencial toxicidad aguda oral y la irritabilidad de la mucosa oral
producida por las tabletas de Tamarindus indica L en ratas Sprague Dawley y
Hamster Sirio Dorado respectivamente.

4. Evaluar la actividad antioxidante de las tabletas de Tamarindus indica L en un
modelo de intoxicacion con tetracloruro de carbono, empleando ratas Sprague
Dawley

5. Evaluar la actividad hepatoprotectora de las tabletas de Tamarindus indica L,
frente al modelo de intoxicacion hepdética con tetracloruro de carbono en ratas

Sprague Dawley.



Diversos aspectos destacan la novedad cientifica de los resultados de esta tesis:

1. Se obtiene por primera vez a nivel mundial, el extracto blando estandarizado de
las hojas de Tamarindus indica L, un nuevo principio activo para la preparaciéon de
formulaciones farmacéuticas con actividad antioxidante y hepatoprotectora.

2. Se desarrolla por primera vez a nivel mundial, una forma farmacéutica sélida con
propiedades hepatoprotectoras y antioxidantes, a partir de extracto blando
estandarizado de las hojas de Tamarindus indica L.

3. Se aporta por primera vez a nivel mundial, elementos que evidencian la actividad
del fitocomplejo de las hojas de Tamarindus indica L sobre la funcion hepéatica en
una forma farmacéutica terminada.

La importancia tedrica de esta tesis radica en el aporte de nuevos conocimientos
sobre la actividad farmacoldgica de la especie Tamarindus indica L. En esta se
aportan por primera vez los parametros de referencia para el control de la calidad del
Extracto Blando de Tamarindus indica L, nuevo Ingrediente Farmacéutico Activo y
se establecen elementos tedricos que relacionan la accion sinérgica antioxidante y
hepatoprotectora, con la riqueza de metabolitos bioactivos que contienen los
extractos de las hojas de esta planta medicinal, en una forma farmacéutica
terminada.
Desde el punto de vista practico la investigacion ofrece aportes sociales y
economicos. La generalizacion de los resultados presentados en este trabajo
representaria una via para garantizar la terapia de pacientes con disfunciones
hepéticas, y coadyuvara al tratamiento de otras enfermedades que transcurren
asociadas al estrés oxidativo, como la polineuritis, las hiperlipidemias y la diabetes
mellitus entre otras. La produccion de estas formas farmacéuticas a cualquier escala
podria constituir un ahorro por el concepto de sustitucion de importaciones, pues
deberian importarse menores cantidades de medicamentos con propiedades
hepatoprotectoras en el Sistema de Salud Cubano.

La tesis cuenta con 97 paginas distribuidas en: introduccién, revision bibliogréfica,

materiales y métodos, resultados y discusion, conclusiones y recomendaciones. El

trabajo contiene, ademas: una sintesis, una tabla de contenidos, las referencias

bibliogréficas consultadas, 20 tablas y 37 figuras.



Los resultados que relne la presente investigacion se han presentado en 8 eventos
cientificos internacionales y estan incluidos en 9 articulos publicados en revistas
nacionales e internacionales. Estos resultados han sido reconocidos como logro
cientifico de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Oriente (2007),
premio en el Forum de Ciencia y Técnica Provincial (2011) y formo parte del dossier
premiado como el logro cientifico de mayor aporte social de la Universidad de
Oriente (2010), y como mejor resultado cientifico de la ANIR en la Facultad de
Ciencias Naturales en el 2011. Esta tesis fue pre-defendida ante el Consejo
Cientifico del Instituto Finlay, invitados del Consejo Cientifico de la Universidad de
Ciencias Médicas “Victoria de Giron” y del Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL)

de la Universidad de La Habana.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA
I.1 Fisiopatologia de las lesiones hepéticas

1.1.1 Higado. Estructura-funcién

El higado es el érgano mas grande del organismo humano, después de la piel. Posee
una compleja estructura anatomofuncional, e interviene en multiples procesos
metabdlicos tanto biosintéticos como catabdlicos de sustancias nocivas exdgenas y
endogenas (Martin y col., 1985; Brines y Codofer, 2006; Sociedad Espainola de
Gastroenterologia, Hepatologia, Nutricion y Pediatria (SEGHNP), 2008). La mayor
parte de sus células son hepatocitos, que constituyen aproximadamente dos tercios
de la masa hepatica. Estas células especializadas desempefian numerosas funciones
para mantener la homeostasis y la salud.

Entre las principales funciones metabdlicas del higado se encuentran la sintesis de la
mayoria de las proteinas séricas esenciales, la produccion de bilis y sus
transportadores, la regulaciéon del metabolismo de las diferentes biomoléculas y la
posterior conjugacion el metabolismo y conjugacion de los compuestos lipéfilos, para
excretarlos por la bilis o la orina (Roca, 2007; SEGHNP, 2008).

I.1.2 Lesiones hepaticas

Entre las lesiones hepaticas mas comunes se pueden citar las hepatitis viricas
agudas A, B, C, D y E. Estas lesiones poseen diversos modos de transmision y
epidemiologia. Producen ictericia e inflamacién hepatica difusa, que en la mayoria de
los casos se resuelven espontaneamente. Otra enfermedad hepatica comun es la
infeccion cronica por el virus de la hepatitis B. Esta infeccion normalmente no
produce sintomas (Martin y col., 1985; Roca, 2007; SEGHNP, 2008).

La hepatitis crénica C, es una enfermedad necroinflamatoria persistente en el tiempo.
Ocasiona una lesion progresiva del higado, con riesgo de cirrosis a largo plazo. Se
caracteriza por la replicacion viral continuada en el higado, con una permanente
deteccion de viremia. La caracteristica principal de la hepatitis cronica C es su
mantenimiento en el tiempo y la progresidn lenta de la fibrosis (Martin y col., 1985;
SEGHNP, 2008).



La hepatitis medicamentosa y toxica, es otra enfermedad hepatica comun. Es
inducida por farmacos y sustancias toxicas como el alcohol y otros agentes quimicos
como el tetracloruro de carbono (Martin y col., 1985; SEGHNP, 2008).

En las hepatopatias en general, se manifiesta hiperbilirrubinemia, sobre todo la
directa o conjugada, y los niveles de alanina-aminotransferasa (ALT) y aspartato-
aminotransferasa (AST) aparecen elevados, mientras que la fosfatasa alcalina
mantiene sus valores normales. Solo en los casos de hepatitis colestasica, se
pueden encontrar niveles elevados de esta ultima enzima (Brines y Codoiier; 2006;
Roca, 2007).

I.1.3 Pruebas del funcionamiento hepatico

Muchas de las caracteristicas clinicas de las lesiones hepaticas son inespecificas.
Por ello la realizaciéon de baterias de examenes se ha convertido en el componente
esencial para el diagndstico del paciente. La alteracion de los examenes funcionales
hepaticos permite clasificar la naturaleza del dafo hepatico en lesion hepatocelular,
lesion colestasica y lesion mixta (Martin y col., 1985; Roca, 2007).

Las aminotransferasas (AST/ALT), se encuentran en concentraciones altas dentro de
los hepatocitos, especialmente la ALT. Cualquier agresion que produzca lesién a las
células hepaticas, produce un aumento en la concentracién sérica de ALT. Un
aumento de AST indica que el dafio es estructuralmente mas profundo, ya que el
90% de esta enzima se encuentra en las mitocondrias. Las aminotransferasas
proporcionan una medida sensible, aunque no especifica, de inflamacién hepatica
(Martin y col., 1985; SEGHNP, 2008).

La elevacién de los niveles de la fosfatasa alcalina sérica, puede indicar la existencia
de una lesidn colestasica, aunque debera confirmarse con la determinacion de los
niveles de la gamma-glutamiltranspeptidasa. La elevacién de las concentraciones
séricas de estas dos enzimas indican lesion de las células de los conductos biliares.
Otra biomolécula relacionada con la colestasis es la bilirrubina. El valor sérico de
bilirrubina total es una medida de la funcion excretora y detoxificadora del higado. Su

incremento es signo de lesion colestasica (Saraswat y col., 1993).



La proteina mas utilizada en el diagndstico de la capacidad biosintética del higado es
la albumina. Una baja concentracion de albumina indica deficiencia de la funcion
biosintética hepatica. Cuando la funcién hepatica tiene anomalias graves, disminuyen
la sintesis y la secrecidén de proteinas plasmaticas. Este hecho ha sido reportado en
las intoxicaciones agudas con tetracloruro de carbono y farmacos como el
paracetamol. En estos casos suele ocurrir hipoproteinemias como consecuencia del
dafo hepatocelular (Troncoso y Guija, 2007; Bihariy col., 2009; Hassan y col., 2010;
Manjunatha y col., 2011; Bhoomannavar y col., 2011; Heba y col., 2011; Marin y col.,
2011).

La determinacion de lipidos totales es otro de los examenes considerados en la
evaluacién del funcionamiento hepatico, especialmente en ensayos donde se evalua
la capacidad de hepatoproteccion de farmacos. En las lesiones hepaticas graves, el
higado suele inflamarse alterandose la permeabilidad de la membrana. Este dafio
incrementa la concentracidon de otras biomoléculas que normalmente se encuentran
en bajas concentraciones en el suero (Martin y col., 1985).

Se ha observado en biomodelos experimentales que la cantidad de lipidos totales en
higado y suero aumentan en intoxicaciones por toxicos quimicos, especialmente con
tetracloruro de carbono (CCls). EI mecanismo de intoxicacion hepatica con el CCly
involucra el ataque a los lipidos de la membrana, haciendo ésta mas suave y
permeable, provocando el aumento de compuestos lipidicos en plasma (Surendra y
Bodakhe, 2007; Bihari y col., 2009; Heba y col., 2011).

[.2 Estrés oxidativo y defensa antioxidante

En situaciones fisiolégicas normales la célula presenta un estado redox
caracteristico. En estas condiciones, la cantidad de radicales libres o Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs) es controlada por el sistema antioxidante endogeno.
Sin embargo, existen diferentes situaciones fisiolégicas en las que se altera el
equilibrio a favor de las especies oxidantes, lo que da lugar al estrés oxidativo. De
este modo, el estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccién de EROs y la
proteccion antioxidante de la célula (Davies, 1995, Sies y Stahl; 1995; Ledn y col.,
2005; Marin y col., 2011).



Entre las EROs se encuentran el anidon superoxido (Oy), el perdxido de hidrogeno
(H202) y el radical hidroxilo (OH¢), los radicales peroxilo y alcoxilo (RO;’, RO"), el
acido hipocloroso (HOCI), el oxigeno singlete 'O,, el 6xido nitrico (NO) y el anion
peroxinitrito (ONOO-) (Gill y col., 2010, Babich y col., 2011; Marin y col., 2011).

Los seres vivos poseen un conjunto de sistemas fisioldgicos enzimaticos que se
encargan de eliminar las ERO, manteniendo el equilibrio redox celular (Evans y
Halliwell, 2004; Ledn y col., 2005; Babich y col., 2011).

Se ha informado una clasificacion de la defensa antioxidante en tres sistemas segun:
sistema antioxidante enzimatico endogeno, sistema antioxidante no enzimatico
endogeno y sistema antioxidante exoégeno (Tabla 1) (Boots y col., 2008). Entre las
enzimas que se encuentran en el sistema antioxidante enzimatico figuran la catalasa,
la superéxido dismutasa, la glutation reductasa y glutatiéon peroxidasa. En el sistema
no enzimatico endégeno se destacan glutatién reducido (GSH), el acido urico, la
albumina, la bilirrubina y el ubiquinol o coenzima Q. Por su parte, en el sistema no
enzimatico exégeno se encuentran las vitaminas C y E, los compuestos polifendlicos
y los micronutrientes (Sies y Stahl, 1995; Boots y col., 2008).

La actividad de las enzimas antioxidantes depende del equilibrio entre la inactivacion
y su induccion. Al respecto, la induccion mantenida de enzimas antioxidantes
representaria un factor protector frente a la generacion de radicales libres (Davies,
1995).

Los mecanismos no enzimaticos de origen endogeno y exogeno permiten
contrarrestar la agresion oxidativa que causan los radicales libres. Los mecanismos
no enzimaticos deben estar presentes en todos los compartimentos celulares y por
esto algunos antioxidantes son hidrosolubles como la vitamina C, el GSH vy la
albumina y otros son liposolubles como los [-carotenos y las vitaminas A y E
(Fernandez-Checa y col., 1997; Hill y col., 2003; Lopez y Suarez, 2010).

El glutation o GSH aparece en el hepatocito en altas concentraciones y posee
actividad antiradicalaria manifestada a través del secuestro de radicales libres (Lu,
1999; Vifa y col., 2004). En presencia de una GSH peroxidasa selenio-dependiente,
reduce a los perdxidos producidos de manera endogena. Este antioxidante es

particularmente importante en la mitocondria, organulo especialmente susceptible al
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Tabla I. Principales sistemas encargados de mantener el balance redox en el

organismo y sus funciones fundamentales a nivel celular

Antioxidantes Funcion
Sistema antioxidante enzimatico enddgeno

Superéxido dismutasa (SOD) Eliminacién del radical superéxido

Catalasa Eliminacién de hidroperdxidos

Glutation peroxidasas (GPx) Eliminacién de hidroperdxidos

Glutatién reductasa (GRed) Reduccion de glutatiéon oxidado
Glutation-S-transferasa (GST) Eliminacién de perodxidos lipidicos

Metionina sulfoxido reductasa Reparacion de residuos oxidados de metionina
Peroxidasas Descomposicion de H,0, y perdxidos lipidicos

Sistemas antioxidantes no enzimaticos enddgenos

Glutation reducido (GSH) Sustrato de las enzimas GPx y GST y captador de
radicales libres

Acido urico Secuestra el oxigeno singlete y otros radicales libres

AlbUmina Actividad peroxidasa en presencia de GSH

Bilirrubina Secuestrador de radicales peroxilo

Ubiquinol (Coenzima Q) Secuestrador de radicales libres

Acido a-lipoico Secuestrador de radicales libres OHe, O, "y H,0,

Antioxidantes no enzimaticos exogenos (Obtenidos en la dieta)

Acido ascérbico (vitamina C) Regeneracion de tocoferoles e inactivacion de
radicales libres

a-Tocoferol (vitamina E) Proteccién de membranas e inactivacion del OHe

Compuestos fenodlicos Secuestrador de radicales libres y actividad

guelante de metales
Adaptado de Boots y col., 2008




dafo oxidativo, dado en que no presenta la enzima catalasa (De Leve y Kaplowitz,
1991; Fernandez-Checa y col., 1992).

En funcibn de su importancia para el mantenimiento del balance redox del
organismo, diferentes enzimas como la superoxido dismutasa, la catalasa asi como
otras sustancias como por ejemplo el glutation reducido son utilizadas para evaluar el
estado redox celular. En el caso de la peroxidacién lipidica el marcador mas utilizado
internacionalmente es el malonildialdehido (MDA) (Hassan y col., 2010; Heba y col.,
2011; Manjunatha y col., 2011).

I.2.1 Estrés oxidativo hepatico

Cuando las células hepaticas son expuestas a un exceso de ERO, se afectan las
funciones celulares (Kaplowitz, 2000), ya que se altera la permeabilidad de la
membrana y las consecuencias pueden ser letales (Kaplowitz y Tsukamoto, 1996).

Al enfrentarse el hepatocito al estrés oxidativo se produce el dafio celular. Se ha
observado peroxidacion lipidica y citotoxicidad a nivel de membrana (Catala, 2009;
Heba y col.,, 2011); asi como dafo oxidativo al ADN (Dizdaroglu y col., 2002)
proteinas (Virag y col., 2003; Valko y col., 2007) y glucidos (Marin y col., 2011). La
peroxidacion lipidica iniciada por las EROs, juega un papel importante en la
fibrogénesis hepatica. Una suplementacion dietética de vitamina E ejerce un efecto
protector con relacion a la fibrosis hepatica inducida por CCl, (Britton y Bacon, 1994;
Deulofeu y col., 2000). Aunque el dafo celular en las enfermedades hepaticas
humanas es multifactorial, las EROs juegan un papel importante en la iniciacién o en
el restablecimiento de este dafo (Britton y Bacon, 1994).

Se ha informado que la administracion de sustancias con actividad antioxidante,
capaces de inhibir la peroxidacion lipidica a nivel de la membrana celular, también
protegen la funcionalidad del higado (Surendra y Bodakhe, 2007; Bihari y col., 2009;
Adeneye y Brittain, 2009; Heba y col., 2011, Marin y col., 2011. Un numero elevado
de sustancias ha sido ensayado en los ultimos afios con esta finalidad. Casi todas
son de origen vegetal, jugando un papel protagonico los polifenoles y flavonoides, los
aceites esenciales, los triterpenos, los acidos grasos poliinsaturados, las vitaminas y

los micronutrientes como el cinc y el selenio (Heba y col., 2011; Marin y col., 2011).
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[.2.2 La intoxicacion con tetracloruro de carbono

De especial interés en esta investigacion resulta el mecanismo a través del cual se
produce la intoxicacion hepatica con tetracloruro de carbono, el cual ocurre via
peroxidacion lipidica (Takate y col., 2010; Lewis y Mohanty, 2010; Manjunatha y col.,
2011; Heba y col., 2011; Saha y col., 2011). La administracion oral de tetracloruro de
carbono es una de las técnicas mas utilizadas para evaluar la efectividad de
sustancias hepatoprotectoras, frente a diferentes de agentes toxicos (Hassan y col.,
2010; Bhoomannavar y col., 2011).

La figura 1 presenta un esquema del proceso de peroxidacion lipidica inducida por el
tetracloruro de carbono. El tetracloruro de carbono se acumula en los hepatocitos,
donde es activado por oxidasas que catalizan la ruptura del enlace C-Cl para formar
el radical libre triclorometilo (CCl3’). Este radical reacciona con el oxigeno molecular
para producir el triclorometil peroxilo (CCl;02") que causa la oxidacion de los acidos
grasos insaturados (dienos conjugados presentes en la membrana lipidica), que
contienen entre cada doble enlace un grupo -CHz- muy reactivo y por reaccién con el
oxigeno produce los peréxidos organicos (peroxidacion lipidica). Esta reaccion es
autocatalitica (Deshwal y col., 2011; Bhoomannavar y col., 2011).

Debido a la peroxidacion de los lipidos de la membrana, ocurre una rapida afectacion
de la estructura y funcidén del reticulo endoplasmatico. En menos de 30 minutos
declina la sintesis proteica hepatica y en dos horas se produce la tumefaccion del
reticulo endoplasmatico liso y la disociacion de los ribosomas del reticulo
endoplasmatico rugoso, aumentando la permeabilidad de la membrana. El higado
pierde la capacidad de sintetizar apoproteinas para acomplejar los triglicéridos y por
tanto, se reduce la secrecion de lipoproteinas, resultando en un fenotipo de higado
graso. Ocurre ademas dafo a nivel mitocondrial, seguido del hinchamiento
progresivo de la célula por el incremento de la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, asociado a influjo masivo de calcio y finalmente se produce la muerte
celular. Este dafio se asocia a la relativa estabilidad de los aldehidos grasos que se
producen en el reticulo endoplasmatico liso durante la peroxidacién lipidica, pero que

pueden actuar en sitios distantes (Patel y Shah, 2009).
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Una consecuencia de la intoxicacion con tetracloruro de carbono, es el decrecimiento
de la actividad de las enzimas microsomales. Las enzimas hidrosolubles se filtran al
plasma desde el higado y comienzan a aparecer niveles elevados en el plasma. La
intoxicacion por tetracloruro de carbono es un modelo experimental ideal para la
evaluaciéon de actividad antioxidante y hepatoprotectora, pues produce peroxidacion
lipidica y genera una gran cantidad de ERO que afectan la funcion hepatica. Esto
permite evaluar la funcionalidad del higado en biomodelos experimentales
(Recknagel, 1983; Takate y col., 2010; Lewis y Mohanty, 2010; Manjunatha y col.,
2011; Hebay col., 2011, Saha y col., 2011).

I.3 Tratamiento de las enfermedades hepaticas

A pesar de que existe el riesgo de que algunas enfermedades hepaticas, puedan
progresar a hepatitis cronica, no existen tratamientos etioldgicos establecidos para
las mismas (Roca, 2007; Sociedad Espafiola de Gastroenterologia, Hepatologia,
Nutricion y Pediatria, 2008). Las opciones terapéuticas para las hepatopatias son
escasas a nivel mundial y en raras ocasiones es curativo. Por ejemplo, el tratamiento
de la hepatitis crénica B consiste en prevenir el desarrollo de una hepatopatia grave
y/o mejorar al paciente que ya tiene una hepatopatia grave.

En la hepatitis cronica C, el tratamiento consiste en la aplicacién de monoterapia con
interferén alfa (INF-a), y el uso combinado de este y ribavirina. En la mayoria de
paises el tratamiento carece de autorizacién para su empleo en nifios. Algunas
enfermedades hepaticas, como la cirrosis y la degeneracion grasa, son de dificil
tratamiento y se obtienen limitados resultados (SEGHNP, 2008). En Cuba no existen
medicamentos hepatoprotectores, y por esta razéon se necesitan nuevos agentes
terapéuticos, con baja incidencia de efectos secundarios. Asi, el uso de plantas
medicinales constituye una alternativa terapéutica de gran utilidad para estas
patologias.

La planta medicinal que utiliza preferentemente la poblacion cubana, para el
tratamiento de las hepatitis y otras lesiones hepaticas es el Tamarindus indica L

(Roig, 1988). La parte mas utilizada son las hojas, que se consumen en forma de
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decocciones a razon de 4 a 5 litros por dia, aunque algunas personas utilizan la
corteza.

I.4 Tamarindus indica L: composicién fitoquimica y evaluaciones farmaco
toxicoldgicas

[.4.1 Generalidades

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es una especie monogenérica cuya ubicacion
taxondmica segun The Angiosperm Phylogeny Group es: Reino: Plantae; Subclase:
Rosidae; Supraorden: Eurosidae; Orden: Fabales; Familia: Fabaceae; Subfamilia:
Caesalpinioideae; Geénero: Tamarindus; Especie: Tamarindus indica Linneo
(Angiosperm Phylogeny Group, 2003).

Es un arbol inerme de hasta 25 m de altura. El tronco puede alcanzar hasta 1,5 m de
didmetro. Posee ramas extendidas en forma circular. Las hojas alternas y pinnadas
miden entre 6 y 12 cm de largo y estan formadas por muchos pares de foliolos
lineales de hasta 20 mm de longitud. Es una planta longeva que puede superar los
100 afos de edad. Se desarrolla preferentemente en suelos de pH comprendido
entre 6,5 y 7,5, aunque puede vhallarse incluso en suelos acidos y pobres en
nutrientes. Tolera desde un suelo aluvial profundo, hasta suelos rocosos y porosos.
(Cecchini, 1983)

Se ha informado la utilidad etnobotanica para todos sus organos del Tamarindus
indica L. Al fruto se le atribuyen propiedades antipiréticas y antiescorbuticas y es
empleado en enfermedades relacionadas con el exceso de colesterol y acido urico.
Los retofios se consumen en la disenteria y en infecciones bucales y la corteza del
tallo contra el asma y la amenorrea. Las hojas y las semillas como vermifugas,
estomaquicas y para el tratamiento de enfermedades renales (Roig, 1988; Gueye,
2007; Adama, 2010). Las hojas y el tallo en se usan en enfermedades hepaticas,
ictericia y hemorragias. La corteza y las hojas son empleadas en Africa Central en el
tratamiento del parasitismo intestinal (Havinga, 2010). Casi todas sus partes son
empleadas como laxante, antipiréticas, antisépticas o antimicrobiana, antimalaricas,
antirreumaticas, antidiabéticas, entre otras muchas aplicaciones. La pulpa del fruto ha
sido incluida como una droga oficial en la Farmacopea de los Estados Unidos de

América y en la Farmacopea Britanica (Martindale, 1993).
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[.4.2 Composicién fitoquimica

Se ha informado en las hojas de Tamarindus indica L. la presencia de proteinas (4.0-
5.8%), grasas y aceites (1.2-2.1%), fibra bruta (1.9-3.0%), carbohidratos totales (16-
18%). Se ha informado también la presencia de vitaminas como tiamina y riboflavina
(0.1-0.2 mg/g), niacina (1.5-4.1 mg/g), vitamina C (3.0-6.0 mg/g) y aproximadamente
2.5 mg/g de B-caroteno. Han sido reportados ademas, los niveles de algunos metales
como calcio (101-250 mg/g), magnesio (71 mg/g), fosforo (140 mg/g), hierro (2.0-5.2
mg/g), cobre (2.0 mg/g), cloro (94 mg/g), azufre (63 mg/g), sodio (8 mg/g) y potasio
(270 mg/g) (Lewis y Neelakantan, 1964; Anon, 1976).

En 1998 se propuso una norma cubana para el control de la calidad del Tamarindus
indica L, droga cruda. El tamizaje fitoquimico de las hojas de Tamarindus indica L.
permitié identificar de forma cualitativa, las sustancias mayoritarias presentes en los
extractos, entre la cuales se destacan triterpenos, esteroides, quinonas, aceites
esenciales, flavonoides, grasas fijas, fenoles y taninos, azucares reductores,
saponinas y aceites esenciales (Lores y col., 1998).

En la Universidad de Oriente desde principios de 1990, se han realizado estudios
relacionados con la utilidad de las hojas de la especie Tamarindus indica L. a fin de
validar su utilidad etnobotanica como antioxidante, hepatoprotector (Escalona y col.,
1995, Medina, 2001) y como antimicrobiano (Escalona y col., 2010°).

En la tabla Il se presenta el resultado de un estudio por cromatografia de
gases/cromatografia de masas, en extractos obtenido por hidrodestilacion, en los que
se detecto la presencia de varios aceites esenciales y compuestos volatiles.

Se ha identificado ademas, la composicion elemental de los extractos,
encontrandose fundamentalmente aluminio, cadmio, cobalto, cromo, cobre, hierro,
manganeso, niquel, plomo, estroncio, cinc, molibdeno, vanadio y selenio (Escalona y
col, 2010°).

Los principales compuestos fendlicos presentes en los extractos de las hojas son
apigenina, acidos ferulico y cafeico, luteolina-7-O-glucésido, luteolina, rutina vy
vicenina; ademas de los flavonoides C-glicosidicos orientina, isoorientina, isovitexina
y vitexina (Dehesa y col., 2005; 2006). Se ha informado también la presencia de los

triterpenos lupeol y lupanona (Imany col., 2007).
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Tabla Il Compuestos volatiles y aceites esenciales identificados en las hojas de

Tamarindus indica L.

Compuesto C v (%)

p-Cimeno 4.76

Limoneno 9.05 o
Eter difenilico 5.47 8
Longifoleno 7.51 ‘r<D

a -Cariofileno 5.56 &
2,6-di-ter-butil-4-metil fenol (BHT) 7.24 &
Metil 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzoato 2.76 § § S
Ester metilico del acido palmitico 6.41 2 2 £}
Farnesilcetona 2.93 823
Antranilato de linalool 3.96 T % :).’_
3-Eicosino 4.62 8g v
Ester metilico del 4cido 9,12,15-octadecatrienoico 2.26 = g
Fitol 4.06 o
Ester metilico del 4cido 7,10-octadecadienoico 3.49 %
Acido oleico 2.83 g
Criptopinona 5.28

Ester metilico del 4cido 15-tricosenoico 8.39

B-Sitosterol 4.25

2-hexanal 1.7

a-pineno 1.0 T
B-pineno 1.4 ® %
(E)- B -cimeno Trazas =3 ‘:I:h
. w o O
Linalool 1.0 8 28
a-terpineol 0.7 S S w
Nerol 1.0 2 § =
Benzoato de bencilo 40.6 o g é
Pentadecanol 8.2 NS 2
Hexadecanol 12.4 g % éT
Linalool 1.0 — © S
Antranilato de linalool 4.7 <
Limoneno 24.4




Un estudio de la dinamica de acumulacion mensual de flavonoides en las hojas
sugirio, que en el mes de marzo es donde se alcanza la mayor acumulacién de estos
metabolitos (Escalona y col., 2011°). Se comprobé que los meses de enero-abril
(etapa de fructificacion), son los de mayor produccion de metabolitos secundarios en
la planta, especificamente polifenoles, flavonoides y carbohidratos, asi como

elementos metalicos como selenio, cobre y cinc (Escalona y col., 2010P).

1.4.3 Actividad farmacoldgica de las hojas de Tamarindus indica L.

El extracto fluido de tamarindo modula la produccién de 6xido nitrico en presencia de
toxicidad aguda con tetracloruro de carbono, en ratones Balb/c (Ramos y col., 2003) y
atenua el efecto hepatotoxico provocado por esta sustancia en ratas Wistar machos,
inhibiendo el incremento de la concentracion de peroxidos lipidicos y de las
aminotransferasas séricas (Medina, 2001).

Un estudio informé el efecto significativo en la regeneracién hepatica de los extractos
acuosos de diferentes partes de la planta en ratas Wistar (Pimple y col., 2007). La
tintura de las hojas al 30% incrementa el volumen de orina en ratas Wistar machos.
Este efecto diurético es similar al producido por la furosemida, tanto por el volumen
producido, como por las caracteristicas fisicoquimicas de la orina (Martinez, 2007).

En Cuba no existian informes de actividad antimicrobiana para las hojas de
Tamarindus indica L. Una investigacion reciente refirid la actividad antimicrobiana
de las hojas de la especie, concluyendo que el extracto fluido de tamarindo es mucho
mas activo que las fracciones individuales (Escalona y col., 2010%). En este trabajo se
demostro por primera vez para esta especie que la actividad del extracto total es mas
potente que la de sus fracciones por separado.

El extracto acuoso de las hojas de Tamarindus indica L mostré actividad
hepatoprotectora, en el modelo de intoxicacion por terbutilhidroperdxido, donde se
demostr6 ademas su actividad antiradicalaria frente al radical 2,2 difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) (Bathia y col., 1966).

La actividad hepatoprotectora ha sido referida ademas para un extracto de las hojas
en etanol al 50%. En este trabajo se evalu6 y comparé su actividad con la de otros

ocho extractos procedentes de plantas del Caribe con reconocida actividad
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hepatoprotectora y antioxidante. El extracto de las hojas de Tamarindus indica L
resulté el segundo mas activo, superior incluso al Rosmarinus officinalis (Joyeux,
1995), una de las catorce especies incluidas en el Green Pharmacy Herbal Handbook
para el tratamiento de las disfunciones hepaticas.

Investigaciones desarrolladas en Cuba demostraron el efecto hepatoprotector de un
extracto hidroalcohdlico al 80% de hojas de tamarindo en un modelo de intoxicacion
hepatica por tetracloruro de carbono (Dehesa, 2005). En este estudio, se emplearon
modelos de intoxicacién hepatica que implican en el mecanismo de toxicidad la
formacion de radicales libres. En dos de ellos, se determind la actividad del extracto
ensayado ante el DPPH y la inhibicion del radical superdxido. Estos resultados
sugieren que las hojas del tamarindo ejercen su efecto hepatoprotector mediante un
mecanismo antioxidante. En este trabajo se afirma que los fenoles y flavonoides son
los compuestos responsables de la actividad antioxidante de los extractos de las
hojas de esta especie (Dehesa, 2005).

La presencia de una gran heterogeneidad fitoquimica, se asocia con una importante
actividad antioxidante, que ya ha sido informada para estos metabolitos en diferentes
contextos. La tabla Il relaciona los principales metabolitos identificados para las
hojas de Tamarindus indica L con la actividad antioxidante informada para los
mismos.

Esta diversidad molecular pudiera relacionarse con una potencial actividad sinérgica
antioxidante, que fue recientemente demostrada cuando se comprobd en varios
ensayos antioxidantes in vitro, a nivel quimico y celular que la actividad de
fracciones de polifenoles aisladas del extracto fluido de de Tamarindus indica L,
resultd menor en comparacién con el extracto total (Escalona y col., 2011°).

El resultado de la accién sinérgica de todos estos componentes con respecto a su
actividad antioxidante, resulta compatible con los postulados de otros investigadores
en la justificacion de la actividad antioxidante de extractos de otras especies
vegetales (Weng y Gordon, 1993; Migues y col., 1994; Pedrielli y Skibsted, 2002; Hai,
2004). Ello es valido también para mezclas binarias de sustancias como la del a-

tocoferol y el B-sitosterol (Finotti y col., 2000), la de los acidos cafeico y ferulico con
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Tabla Ill. Principales metabolitos presentes en extractos de las hojas de

Tamarindus indica L. con la actividad antioxidante demostrada.

Metabolitos Actividad demostrada
Acidos cafeico y ferulico Inhibicién de la formacidn de mediadores de la
inflamacién,

Secuestradores de los radicales libres (Hong y Tang,
1997; Yeon y col., 2011)

Flavonoides Actividad antioxidante en modelos in vivo (Iftekhar y

col., 2006; Martinelo y col., 2006; Pimple, 2007; Lewis
(Orientina, Isoorientina, y Mohanty, 2010; Heba y col.,, 2011; Betancourt y
Vitexina e isovitexina) col., 2011; Mariny col., 2011).

Poseen una gran afinidad por los lipidos de
membrana protegen frente a la peroxidcion (Hodnick
y col., 1988; Muraoka y col., 2002)

Actlan sinérgicamente con la vitamina E, a nivel de
membrana (Sreelatha y col., 2009; Amin and
Ghoneim, 2009).

Aceites esenciales Secuestran radicales libres (Milan, 2006; Sari y col.,
2006; Misharina y Polshkov, 2006; Krishnaiah y col.,
2007; Graga, 2010).

Actian  sinérgicamente con los polifenoles
(Kulevanova y Kadifkova, 2001; Naderi y col., 2004)

Triterpenos Inhiben la dehalogenacién del CCls, que produce el

(lupeol y lupanona) citocromo P4s02E1 (Koop, 1992; Zangar y col., 2000),
Poseen una marcada actividad secuestradora de
radicales libres (Takeoka y Dao, 2003; Lee y col,
2007)

Acido ascérbico Especial funcion en la protecciéon de la membrana
celular. Su estructura le permite secuestrar el radical
OH™ libre y el que se encuentra unido a la vitamina E
en el radical a-tocoferoxil, restaurando la actividad
gue pierde esta vitamina cuando reacciona con el
radical OH™". (Ledn y col., 2005, Omar y col., 2009).

Vitamina E Principal antioxidante en el tejido graso y como la
principal defensa frente a la peroxidacién lipidica,
impidiendo la propagacién de los radicales libres
(Ricciarelliy col., 2001).




Tabla Ill. Continuacion.

Metabolitos

Actividad demostrada

Acidos grasos
(palmitico y oleico)

Inhiben la produccién de radicales libres por un doble
mecanismo: bloqueo de la transferencia de protones
entre el ADP y el ATP, y protegen a las lipoproteinas
de los mediadores de la peroxidacion lipidica
(Parthasarathy y col., 1990).

B-sitosterol

MOdula la relacion GSH reducido/GSH oxidado,
Incrementa la actividad de las enzimas superdxido
dismutasa dependiente de manganeso vy la glutation
peroxidasa dependiente de selenio (Vivancos vy
Moreno, 2005).

Selenio

Inhibe la peroxidacion lipidica (Loguercio y Federico,
2003)y

Cofactor de una de las enzimas de la primera linea de
defensa redox: la glutation peroxidasa Clark y col.,
1996)

Mantiene niveles bajos de las grasas saturadas e
insaturadas en suero (Newairy y col., 2007),

Cofactor de la glutation peroxidasa y tioredoxina
reductasa. Estas enzimas potencian actividad,
induciendo la generacién de otras enzimas como la
superdxido dismutasa (Venardos y col., 2004;
Karunasinghe y col., 2006).

Cobrey cinc

Cofactores de enzimas del sistema de defensa redox
(Clark y col., 1996, Newairy y col., 2007)

Butilhidroxitolueno (BHT)

Tiene un comportamiento andlogo a la vitamina E
(Burtony col., 1981)




sus respectivos ésteres fenilicos (Hong y Tang, 2004; Yeon y col., 2011) y la del
selenio con la vitamina E (Aboul-Soud, 2011), entre otros estudios.

|.4.4 Estudios toxicoldgicos de hojas de Tamarindus indica L.

El empleo del tamarindo por el hombre data de fechas anteriores a nuestra era, por lo
que la experiencia practica acumulada sobre el uso de esta especie apunta hacia una
relativa baja toxicidad. No obstante, un informe presentado por el Centro de
Toxicologia y Biomedicina de Santiago de Cuba (TOXIMED) refiere que el extracto
fluido en etanol al 72 % de hojas de Tamarindus indica L, posee una irritabilidad
baja de la mucosa oral (Informe de investigacién, TOXIMED 2009°). Adicionalmente
se refiere que el extracto fluido no produce toxicidad aguda oral, lo que implica, que
esta forma farmacéutica "NO clasifica" como toxica por esta via (Informe de
investigacién, TOXIMED, 2009%), permitiendo su utilizacion como materia prima para
la formulacion de otras formas farmacéuticas.

Sin embargo, el extracto fluido de Tamarindus indica L tiene la desventaja de
poseer un alto contenido alcohdlico, lo que limita su utilidad en el tratamiento de las
hepatopatias, debido a la hepatotoxicidad de esta sustancia (Cederbaum y col.,
2009). Por otra parte, el extracto fluido de tamarindo es astringente y acido al
paladar.

Los extractos fluidos y tinturas de productos naturales, se preparan generalmente en
forma de jarabe o elixir. Sin embargo, desde el punto de vista biofarmacéutico, y
segun las patologias a las que se destinara el uso del extracto fluido de Tamarindus
indica L, la preparacion de una forma farmacéutica liquida no resulta una alternativa
adecuada, por la presencia de un alto contenido de etanol en el extracto y la posible
utilizacion de sacarosa en la formulacion. Estos elementos justificarian la
concentracion del extracto fluido a extracto blando, con lo que se eliminaria el etanol
presente, lo que posibilitaria la formulaciéon de fitofarmacos en forma solida,
productos ideales para eliminar los inconvenientes que, desde el punto de vista

biofarmaceéutico, presenta el extracto fluido original.

I.5 Las formas farmacéuticas con productos naturales

Existe una gran variedad de formas farmacéuticas en la literatura cientifica. Si se

18



clasifican por su estado fisico en sdlidas y liquidas, se puede afirmar que las formas
sélidas poseen ventajas con relacién a las formas liquidas, siendo las principales su
exactitud en la dosificacidén, una mayor estabilidad y un reducido costo de produccion.
A pesar de estas ventajas, la mayoria de los medicamentos preparados con extractos
vegetales, se presentan en forma liquida. En el nuevo Formulario Nacional de Fito y
Apifarmacos cubano, aproximadamente el 98 % de las formas farmacéuticas
descritas son liquidas, y fundamentalmente jarabes y tinturas (Formulario Nacional de
Fito y Apifarmacos; 2010).

Desde el punto de vista biofarmaceéutico, las formas farmacéuticas liquidas son mas
biodisponibles que las formas farmacéuticas solidas, pero su estabilidad es mucho
menor, los volumenes a consumir son generalmente grandes y los costos de
fabricacion y transportacion son altos, lo contrario ocurre a las formas farmacéuticas
sélidas. Por estas razones en los ultimos afos se ha observado un crecimiento en las
investigaciones relacionadas con el desarrollo de formas farmacéuticas sdlidas, a
partir de extractos de origen natural, teniendo un papel destacado en este sentido las

relacionadas con el desarrollo de tabletas.

1.5.1 Etapa de preformulacion

En esta etapa se asegura la compatibilidad del principio activo con los posibles
excipientes a utilizar en la formulacion. Se evalua como influyen en las propiedades
del principio activo, factores como la temperatura, la luz y la humedad relativa, entre
otros. En esta etapa se seleccionan los posibles excipientes que formaran parte de la
formulacion final, el envase en que se mantendran almacenadas las formas
farmacéuticas terminadas, y las condiciones de almacenamiento y conservacion. En
sentido general, esta fase permite al tecndlogo farmacéutico obtener elementos
consistentes para proseguir la investigacion de la formulacidn y su posterior
optimizacion (Banker y Rhodes, 2002; Adeneye vy Brittain, 2008).

El proceso de preformulacion resulta determinante cuando se formulan tabletas con
extractos naturales, ya sean extractos secos o blandos. Estos ultimos son los mas
utilizados en la fabricacion de tabletas y deberan estandarizarse antes de comenzar

los estudios de preformulacion y formulacién (Sharapin, 2000).
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1.5.2 Disefios de experimento

Para evaluar las cantidades de excipientes a utilizar en una formulacién es

posible tener cientos de combinaciones, que de realizarse todas se perderia mucho
tiempo y esfuerzo. Un correcto disefio experimental permite obtener una gran
cantidad de informacién con un reducido numero de ensayos (Montgomery, 2000;
Gabrielsson y col., 2002).

Los disefios que mas se utilizan en la industria farmacéutica para el desarrollo de
formulaciones de medicamentos son los disefios de mezcla. Estos permiten conocer
como la variacion de las proporciones de los excipientes, incide sobre los indices de
calidad de las formas terminadas (Ericsson y col., 1998; Gabrielsson y col., 2002;
Fernandez y col., 2008). El disefio D-Optimal es un tipo de disefio de mezcla que
garantiza que los puntos experimentales minimicen la varianza de las variables
respuestas (Gabrielsson y col., 2002). Este puede emplearse en estudios de
espacios restringidos cuando se utilizan cantidades prefijadas entre un limite inferior
y uno superior de tres o mas excipientes (Ericsson y col., 1998; Fernandez y col.,
2008), caracteristica que lo hace ideal para optimizar las formulaciones.

Existen diferentes técnicas disponibles para abordar los problemas de optimizacion en
la Industria Farmacéutica. El método de Myers y Montgomery (Myers y Montgomery,
1995; Montgomery, 2000), conocido como método de multiples respuestas o
Deseabilidad es el mas utilizado en la actualidad. La deseabilidad es una funcién
objetivo que establece rangos desde 0 hasta 1 (menor deseabilidad hasta la maxima
deseabilidad u objetivo). Este método numérico de optimizacidon encuentra puntos que
maximizan la deseabilidad, donde las caracteristicas del objetivo se modifican
ajustando el peso o importancia que se le da a cada una de las respuestas en la

funcion.

1.5.3 Etapa de formulacion

En esta etapa y fundamentado en el estudio de preformulacion, el tecndlogo escoge
los excipientes que formaran parte de la formulacion de tabletas, selecciona el sitio
optimo para la liberacion del farmaco y el método de fabricacion. Ademas se

realizaran estudios in vitro e in vivo que garanticen que el principio activo pueda
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ejercer la actividad farmacolégica y que la estabilidad de la forma farmacéutica
terminada se mantenga en el tiempo.

Después de seleccionar los excipientes que formaran parte en la formulacién, el
tecndlogo debe evaluar diferentes cantidades de cada uno de ellos (diferentes
formulaciones), auxiliandose de disefios experimentales adecuados; hasta lograr la
combinacion que garantice la seguridad, biodisponibilidad y la estabilidad de la forma
farmacéutica final (Iraizoz y col., 1992; Banker y Rhodes, 2002; Gibson, 2005).

|.5.4 Estudios de estabilidad

El objetivo de un estudio de estabilidad es determinar el periodo de tiempo de
almacenamiento en unas condiciones especificadas, en las que el producto todavia
se encuentra dentro de las especificaciones establecidas. La estabilidad es un factor
esencial de la calidad, seguridad y eficacia de un medicamento. Una tableta que no
tiene una estabilidad suficiente puede producir cambios en el estado fisico (dureza,
velocidad de disolucion, humedad, altura etc.); asi como en las caracteristicas
quimicas, pudiendo ocurrir la formacion de sustancias de descomposicion de alto
riesgo para la salud (Sbarbati, 2000; European Agency for The Evaluation of
Medicinal Product (EMEA), 2002; CECMED Reg. 29/02; 2002). La pérdida de
estabilidad de un farmaco provoca que se afecte la pureza, potencia y la seguridad
en su uso (Sbarbati, 2000).

El estudio de estabilidad consiste en una serie de pruebas para asegurar que la
calidad de un medicamento se mantiene dentro de las especificaciones, en las
condiciones de envase, embalaje y almacenamiento durante un periodo de tiempo
especificado. Los estudios de estabilidad explican la influencia de muchos factores en
la estabilidad fisica, quimica, microbiologica y biofarmacéutica de los medicamentos
(EMEA, 2002).

Por ejemplo, la estabilidad de una tableta farmacéutica puede verse afectada por
diversos factores, dentro de los que destacan la humedad y la temperatura, que
pueden afectar de manera general todas las propiedades tecnolégicas de las tabletas
(Yoshioka y Stella, 2002). Otras propiedades muy importantes que se alteran

comunmente, afectando la estabilidad de las tabletas farmacéuticas son, el tiempo de
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desintegracion y la velocidad de disolucién, que modifican la cantidad del principio
activo que se libera y por tanto afectan la biodisponibilidad de las tabletas (Sbarbati,
2000; Yoshioka y Stella, 2002). Aunque no siempre se encuentra una correlacion
entre la biodisponibilidad in vitro e in vivo (CDER, 1997), estas pruebas son
herramientas que utiliza el tecnélogo farmacéutico, para el desarrollo de tabletas y
otras formas farmacéuticas sélidas (lraizoz y col., 1992; USP, 2007) como criterios de

biodisponibilidad in vitro.

|.6 Tabletas o comprimidos

Durante el proceso de formulacion de tabletas el tecndlogo farmacéutico asegura que
la misma posea la cantidad correcta de principio activo, para que éste se libere en el
tiempo a la velocidad necesaria y en el sitio adecuado. Se garantiza ademas, que las
caracteristicas fisicoquimicas exigidas al producto se mantendran en el tiempo
(Iraizoz y col., 1992). La formulacion de tabletas, al igual que cualquier otra forma
farmacéutica, pasa por tres etapas: preformulacién, formulacién y estudios de
estabilidad.

1.6.1 Métodos de preparacion de tabletas

Existen tres métodos generales de fabricacion de tabletas: compresion directa, la
granulacion seca o doble compresion y la granulacion humeda. La compresion
directa es el método mas sencillo, sin embargo es muy exigente desde el punto de
vista de las caracteristicas fisico-mecanicas de las materias primas que se van a
utilizar (Lieberman y Lachman, 1984; Vila, 2000; Banker y Rhodes, 2002; Gibson,
2005).

La granulacién seca o doble compresion es un método que se utiliza para granular
masas de polvos que contienen un principio activo que se altera con la humedad o el
calor, pues como su nombre lo indica, se logra preparar el granulo sin la utilizacion
de disolventes, a través de procesos de compresidon y molinado (Lieberman y
Lachman, 1984; Iraizoz y col., 1992).

El método mas empleado es la granulacién humeda. En este método se logra el
granulo mezclando la masa de polvos con una soluciéon aglutinante, secando y

degranulando la masa seca. Resulta ideal para la fabricacion de tabletas con
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extractos vegetales blandos, ya que se puede utilizar el contenido liquido de los

mismos en el proceso de granulacion (Sharapin, 2000).

1.6.2 Propiedades de los granulados

El objetivo de la preparacion de granulados es obtener un grano que fluya y
comprima bien. Las propiedades que se evaluan en los granulados para la
fabricacion de tabletas, son entre otras no menos importantes: densidades aparentes
de vertido (Dv) y de asentamiento (Da), velocidad de flujo (Vf), angulo de reposo (Ar),
tamario (TP) y distribucion de tamafo de particula y humedad residual (Hr). Con las
densidades se calculan ademas, los indices de Hausner (RH) y compresibilidad (IC),
que ofrecen informacion sobre las propiedades reolégicas de los granulados. En la
tabla IV se presenta un resumen de la informacién que provee al tecndlogo
farmacéutico cada una de estas propiedades durante el proceso de preparacion de

los granulados.

1.6.3 Propiedades de las tabletas

Una vez que se ha evaluado la calidad de los granulados, se seleccionan aquellos
con mejores propiedades y se procede a los estudios de compresion para evaluar la
calidad de las tabletas que se obtienen a partir de los mismos. Las propiedades que

comunmente se evallan a las tabletas son:

Propiedades organolépticas

Olor: olores desagradables o cambios en el olor indican problemas de estabilidad en
la tableta. Si el principio activo presenta un olor desagradable este debe ser
enmascarado (lraizoz y col., 1992; Vila, 2000).

Apariencia: La apariencia de una tableta es de gran importancia, pues resulta
esencial para la aceptacion por el paciente. Esta caracteristica esta muy relacionada
con el proceso de compresion y las propiedades del principio activo. La apariencia
macroscoépica de una tableta esta determinada por la forma, tamaro, color y las
marcas. Todas estas propiedades contribuyen a satisfacer la expectativa que tienen

los pacientes de un medicamento adecuado. La apariencia microscopica como la
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Tabla IV. Propiedades que se deben evaluar a un granulado para conocer su

aptitud para ser comprimido.

Propiedad

Informacidén que provee

Densidad de vertido (Dv)

Expresa la capacidad de una masa de granulado para
asentarse por su propio peso. Se plantea que debe ser mayor
de 0.2 g/ml (lraizoz y col., 1992) y se calcula por la relacién
masa / volumen de vertido (Iraizoz y col., 1992; USP, 2007).

Densidad de asentamiento (Da)

Expresa la capacidad del granulado de compactarse cuando
es sometido a vibraciones o golpeteos sobre el recipiente que
lo contiene. Se plantea que debe ser menor de 0.7 g/ml
(Iraizoz y col.,, 1992) y se calcula por la relacién masa /
volumen de asentamiento (lraizoz y col., 1992; USP, 2007).

indice de compresibilidad (IC) e
indice de Hausner (RH)

Son medidas indirectas del flujo y la compresibilidad de los
granulados. Se relacionados con la friccidn interparticular de
los granulados. El IC ha sido propuesto como una medida
indirecta de la densidad de vertido, la forma y el tamafio de
particula, el area superficial, el contenido de humedad (USP,
2007). Se considera buen valor de IC aquellos que se
encuentran por debajo de 15 %, mientras que para RH, se
consideran buenos, aquellos cercanos a 1.1. (USP, 2007, BP,
2009)

Angulo de reposo (Ar)

Es otro método para evaluar la capacidad de flujo de los
granulados. Esta relacionado con la friccidn interparticular o
la resistencia al movimiento entre las particulas (Lieberman vy
Lachman, 1984; Iraizoz y col., 1992; USP, 2007).

Velocidad de flujo (Vf)

Es una medida de la facilidad de una masa de polvos para fluir
a través de una tolva y depende tanto de factores del proceso
de fabricacién, como de algunas caracteristicas de |la
particula. Su control puede ser muy util en el proceso de
fabricacion de tabletas (Lieberman y Lachman, 1981; Iraizoz y
col., 1992; Patel y col., 2007; Shekunov y col., 2007;USP,
2007).

Humedad residual (Hr)

Una adecuada humedad es importante para lograr una buena
compactaciéon de la tableta. Se recomienda entre 1 y 2%
(Lieberman y Lachman, 1984). En productos naturales se
obtienen valores superiores sin que se afecten los valores de
fluidez y compresibilidad de los mismos (Sharapin, 2000).
(Patel y col., 2007; Shekunov y col., 2007).

Tamafo y distribucion del
tamaiio de particula

Son propiedades de importancia trascendental en Tecnologia
Farmacéutica (Burgess y col., 2004; Patel y col, 2007;
Shekunov y col., 2007). La distribucién normal de tamafo de
particula permite un buen flujo, que a su vez permitird un
correcto llenado de la matriz de la maquina compresora,
permitiendo que la masa de granulados se acomode mejor
bajo presién y se logra una tableta mas compacta y
homogénea, dura y poco friable (Lieberman y Lachman,
1981, lraizoz y col., 1992)




aspereza de la superficie y la homogeneidad del color son evaluadas por
especialistas como medidas de calidad (Gibson, 2005).

Sabor: El sabor es determinante en la aceptacion de la tableta, cuando ésta deba
masticarse o disolverse en la boca, lo que pondra al principio activo en un estrecho y
prolongado contacto con las papilas gustativas. El sabor debera enmascararse en

caso de ser desagradable.

Uniformidad de masa

Una tableta es disefiada para contener una cantidad especifica de principio activo
disuelto (generalmente) en excipientes tecnolégicos. Para chequear que la tableta
posee la masa adecuada, esta es rutinariamente medida (Lieberman y Lachman,
1984; lraizoz y col.,, 1992; Gibson 2005). La farmacopea estadounidense y la
britanica estipulan limites para la variacion de la masa permisible de las tabletas.
Para una tableta de masa promedio igual a 600 mg, ambas farmacopeas admiten
una variabilidad de + 5 % (USP, 2007, BP, 2010).

Uniformidad de contenido

Para asegurar la uniformidad del principio activo en las tabletas con bajas dosis es
necesario aplicar el ensayo de uniformidad de contenido (Lieberman y Lachman,
1984; lIraizoz y col., 1992; Gibson, 2005). Este ensayo se realiza utilizando una
técnica analitica especifica para el principio activo, que debera estar validada. Las
tabletas no deben exceder la cantidad de + 15% del contenido de principio activo, y si
alguna excede + 25% debera rechazarse el lote. Los ensayos especificos para
evaluar los lotes aparecen descritos en los compendios oficiales (USP, 2007; BP,
2010).

Cuando el principio activo de la tableta representa del 90 al 95 por ciento de la masa
total de la tableta, el ensayo de uniformidad de masa servira también como ensayo
de uniformidad de contenido (lraizoz y col., 1992; USP, 2007; BP, 2010).

Dureza
Las tabletas necesitan cierta dureza para soportar los procesos de envasado,
manipulacioén, transportacion etc. La resistencia a la fractura diametral es una medida

de la dureza de las tabletas. La literatura plantea que un valor de 5 kg/fuerza o mayor
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es el adecuado para las tabletas (Lieberman y Lachman, 1981), pero ello debera
valorarse en cada formulacién, pues lo que puede considerarse adecuado para una
formulacion, pudiera no serlo para otra.

En el proceso de establecimiento de los parametros de calidad de las tabletas se
debera prestar especial atencion al balance dureza-friabilidad, buscando una éptima
dureza, que produzca tabletas con adecuada friabilidad y que permita obtener

tiempos de desintegracion acordes a las normas internacionales.

Friabilidad
La friabilidad es una medida de la resistencia mecanica de las tabletas. Esta
relacionada con la capacidad de las mismas de perder partes debido a los golpes
que se producen entre ellas en el proceso de envasado, transporte y el uso por los
pacientes. Esto redunda en una pérdida de la elegancia y apariencia de las mismas.
Se consideran aceptables tabletas que no pierden mas del 1% del peso en el ensayo
de friabilidad (Lieberman y Lachman, 1984; Iraizoz y col., 1992, USP, 2007). Tabletas
muy secas generalmente son mas friables (Lieberman y Lachman, 1984). Cuando las

tabletas son demasiado blandas también aumenta la friabilidad.

Tiempo de desintegracion
La desintegracion de un comprimido resulta importante para lograr la disolucion del
principio activo facilitando su disponibilidad en el organismo. Un comprimido que no
desintegre adecuadamente, limitara la disolucién y absorciéon del farmaco y en
consecuencia, la respuesta terapéutica no sera la esperada. El tiempo de

desintegracion para comprimidos sin cubierta debe ser <15 min (BP, 2010).

Altura
Esta propiedad debe permanecer constante y no apartarse de £ 5% de la altura
estandar durante el proceso de elaboracion de la tableta (USP, 2007; BP,
2010). Este parametro es una medida de que el proceso de compresiéon se llevo a
cabo eficientemente, sin que se altere la masa de la tableta o la presion de
compresion; que son dos parametros que pueden influir en la variacién de la altura de
la tableta. Una altura uniforme es importante para el envasado de las tabletas en

blister (Lieberman y Lachman, 1984; lraizoz y col., 1992).
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En general, la preparacién de tabletas es un proceso complejo que depende de
muchos factores, y cuando se trata de tabletas cuyo principio activo es un extracto
vegetal, el problema se multiplica, pues los polvos y granulados obtenidos a partir de
estos extractos casi siempre fluyen y comprimen mal. Ademas, propiedades como
olor, color y sabor de extractos naturales son caracteristicas que obligan a los
tecnodlogos a trabajar con rigor, en cada una de las etapas del desarrollo de tabletas,
desde la etapa de recoleccién y procesamiento del material vegetal, hasta los

estudios de estabilidad.

1.7 Evaluacién toxicolégica de farmacos

Durante el desarrollo de medicamentos, especialmente durante el desarrollo de
farmacos de origen natural, se hace necesario evaluar la potencialidad del mismo
para causar toxicidad. Esta evaluacion constituye un paso inicial imprescindible para
el establecimiento de los regimenes de dosificacion, de las formas farmacéuticas, y

para una garantia de la seguridad en su uso.

Toxicidad aguda oral por el método de las clases de toxicidad

La evaluacion de la toxicidad oral aguda de cualquier sustancia, constituye un paso
inicial imprescindible para el establecimiento de los regimenes de dosificacion, y
constituye la base para su clasificacion dentro de las clases de toxicidad (OECD 423,
2001). Existen varios métodos para evaluar la toxicidad aguda oral de las sustancias
(OECD 425, 2008), pero el mas utilizado en la literatura, es el Método de las Clases
de Toxicidad (CTA) (Romero y col., 2002; Jiménez y col., 2006; Diaz y col., 2008;
Aboudoulatif y col.,, 2010). En este método se administra por via oral a los
biomodelos determinada cantidad de la sustancia a evaluar y en funcién de las
observaciones realizadas y teniendo en cuenta la dosis utilizada, se clasifican las
sustancias en diferentes grados o clases de toxicidad (OECD 423, 2001).

En la evaluacion de la toxicidad aguda oral de una sustancia se buscan
manifestaciones clinicas que evidencien dafios asociados a lesiones en 6rganos y
sistemas de érganos, que traen por resultado alteraciones en sus funciones (Hayes,
1994). Se plantea que toda sustancia toxica produce alteraciones

anatomofisiolégicas que se manifiestan en modificaciones en el cuadro clinico
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general, y estas dependen de la severidad y extension de la lesidn, asi como de los
sistemas de dérganos involucrados, la duracion de la exposicion, la cantidad total de
la sustancia en sangre, la edad y el estado de salud general del animal (Hayes, 1994,
OECD 423, 2001).

En estos ensayos se evaluan ademas, signos como cambios en el pelaje y la piel, la
coloracion y apariencia de los ojos y de las membranas mucosas, asi como del
sistema respiratorio, circulatorio y nervioso en los biomodelos. Se observa ademas la
actividad somato motora y el comportamiento del animal (Hayes, 1994; OECD 423,
2001).

Se debera prestar atencion al peso corporal de los biomodelos (Gad, 1994),
parametro mas sensible para indicar un efecto toxico y detectar alteraciones debidas
a productos quimicos de baja toxicidad (Mosberg, 1989). El peso corporal es el
indicador que ofrece mayor informacion en los estudios toxicoldgicos, y se refiere que
en presencia de toxicos se produce una perdida acelerada del mismo de
aproximadamente un 15 a 29 % en un periodo de cinco a siete dias (Harvard Medical
Asea, 1999).

En este estudio los animales se someten a necropsia macroscépica, para registrar
cambios patologicos y se puede realizar examen microscépico en aquellos érganos

que presenten evidencias de patologias macroscopicas.

Estudios de irritabilidad

Los estudios de irritabilidad son un paso importante a considerar en la evaluacion de
la seguridad de sustancias que se van a poner en contacto con la piel o las mucosas.
El ensayo de irritacion oral debe considerarse solamente para los materiales con
contacto previsto con el tejido bucal y soélo si los datos de seguridad no pueden
obtenerse por ningun otro medio (ISO/DIS 10993/10; 1992).

El principio del estudio es hacer una evaluacién del potencial irritante de una
sustancia para producir la irritacién del tejido oral. Cualquier material que haya
demostrado ser un irritante dérmico u ocular o aquel cuyo pH sea menor que dos o
mayor que 11.5 no debe someterse a este ensayo y debe identificarse como un
irritante potencial del tejido oral (ISO/DIS 10993-10, 1992).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Seleccién del material vegetal

Las hojas fueron colectadas en el horario de la mafana, de plantas adultas, de una
poblacion de Tamarindus indica L. localizada en El Caney, Santiago de Cuba
(Ubicacién: 20° 2°38.9" N y 075° 45°25.8" W), un sitio alejado de carreteras. La
poblacion fue identificada taxondmicamente por el Dr. Jorge Sierra Calzado,
depositandose una muestra de la especie en el Herbario del Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Oriente, con el numero de
registro 052216.

El material se seco al sol hasta peso constante (humedad residual en estufa de 8 a 12
%), se molind (Molino de cuchillas Man, México) y tamizé (MLK, Rusia) hasta un
tamano de particulas aproximado de cinco milimetros, el cual fue previamente

optimizado para su seleccion.

I1.2 Obtencion y estandarizacion del extracto blando

1.2.1. Método de preparacion

Para la obtencion del extracto blando de Tamarindus indica L (EBT), se procedio
primeramente a la preparacion del extracto fluido de las hojas por el método de
percolacion, empleando etanol al 72% como menstruo, un tiempo de humectacion de
90 minutos. El tiempo de percolacion fue de 48 horas, segun la metodologia
establecida por Escalona y colaboradores (Escalona y col., 2011°).

El EBT se obtuvo por el método de concentracion a vacio del extracto fluido, en un
rotoevaporador (IKA WERKE GMBH & Co., Alemania) con capacidad de 1000 ml. Se
colocaron 500 ml del extracto fluido, se ajusté el bafio de agua del equipo a 42 + 2°C,
y se aplicé un vacio de aproximadamente -101 kPa. Se concentré el extracto hasta
aproximadamente un cuarto del volumen inicial. Los extractos asi obtenidos, fueron
unidos, medidos y concentrados hasta lograr una proporcion de un mililitro de
extracto, por cada cuatro gramos de droga seca, segun lo establece la Norma Ramal
de Salud Publica 311 del 1991 (NRSP 311, 1991).
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1.2.2 Determinacion de la huella espectral UV.

En un espectrofotometro (Pharmacia LKB-Ultrospec IlI; Suecia) se registro el espectro
de absorcion en la regidén entre 200 y 400 nm, de una solucion de 0.5 g de extracto
blando en 500 ml de una solucion hidroalcohdlica al 72%. Se utilizé para la obtencion

de la linea base la solucién hidroalcohdlica al 72%.

1.2.3 Evaluacion de las propiedades fisicas y fisicoquimicas

Se evaluaron las propiedades organolépticas, densidad relativa, solidos totales, pH y
cenizas totales, establecidas en la norma cubana vigente, Norma Ramal de Salud
Publica 312 del 1991 (NRSP 312, 1991).

11.2.4 Determinacion de polifenoles y flavonoides

La cuantificacion de polifenoles se realizé por el método de Folin Ciocalteu (USP,
2007), previamente validado. La determinacion de flavonoides se realizé por el

método del cloruro de aluminio descrito en la Farmacopea Britanica (BP, 2010).

1.2.5 Anadlisis de elementos minerales por Espectrometria de Plasma

Inductivamente Acoplado (ICP)

El analisis este estudio se consideraron aquellos elementos de valencia multiple que
por sus posibles cambios de estados de oxidacion pueden jugar un papel importante
en el balance redox de la célula, como hierro, molibdeno, cobalto, niquel,
manganeso, cromo Yy vanadio. Se incluyeron ademas, elementos que forman parte
de enzimas antioxidantes importantes como el cobre, cinc y selenio, y otros que por
su toxicidad deben ser monitoreados como el plomo y el cadmio. El analisis se
realizé por (ICP), en un equipo de vista axial (SPECRO ARCOS, Alemania). Todos
los reactivos empleados fueron de la marca Merck, con calidad espectral.

En un volumétrico de 500 ml se adicion6 1.0 g de EBT, 10 ml de agua destilada y 10
ml de &cido nitrico concentrado (Merck, Alemania, calidad espectral). Se agitd
vigorosamente por 5 min. y se diluyd y enrasdé con agua destilada. De este
volumétrico se tomaron 3 ml y se llevaron a un volumétrico de 25 ml y se enraso con

agua desionizada, con una conductividad menor de 0.1 uQ/cm.
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Las condiciones de experimentacion se refieren a continuacion:

Parametro Condicién Parametro Condicién
Frecuencia 27 MHz Tipo de nebulizador Meinhard (concéntrico)
Energia del plasma 1.4 KW Tipo de antorcha De una sola pieza
Tiempo de integracion 24 segundos V. Flujo del gas portador 0.4-1.51/ min (optimizada)
Correccién del fondo  dinamica V. Flujo del gas auxiliar 1 /min.

Preflujo lento 2,28 rpm (3rpm) V. Flujo del gas 12 I/min.

# de mediciones 3 Preflujo rapido 4,20ml/min. (63 rpm)
Ranura de entrada 25 ym Distancia de observacion 3-10 mm (optimizada )
Dispersion 0.55 mm/min. Resolucién del monocromador  0.0137 mm

Factor de tiempo 100 % Distancia focal del espectro 750 mm

11.2.6 Establecimiento de los indicadores de calidad del extracto blando

Para el establecimiento de los parametros de calidad, se prepararon 10 lotes de EBT
de un litro cada uno (1.3 kg aproximadamente). Se realizé la preparacion con droga
representativa de todos los estados fenoldgicos de la planta (recolectada y procesada
a lo largo de un afio). Se utilizé la metodologia 3o para el establecimiento de los
limites de calidad de los parametros cuantitativos (OMS, 2005), realizando 5 réplicas
por lote. Se calculé en cada caso la media y la desviacion estandar (DE). Los limites

maximo y minimo se establecieron por las siguientes ecuaciones:

Minimo = Media — 3DE Ecuacion (1)
Maximo = Media + 3DE Ecuacion (2)

Se realizé un analisis unidimensional a la data de los 10 lotes utilizados para cada
parametro evaluado, empleando para ello el software StatGraphics 5.0.1 (StatEase
Co. Minneapolis, USA). Se realiz6 un analisis de varianza (Anova) para evaluar
posibles diferencias significativas entre los lotes y una prueba de Rangos Multiples de
Duncan para conocer los lotes con medias diferentes. Se evalué para cada
parametro, la normalidad de la data utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov

(Mongomery, 2000). Se utilizé un intervalo de confianza de 95 %.
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1.3 Desarrollo de la formulacion de tabletas de tamarindo
1.3.1 Etapa de preformulacion

1.3.1.1 Seleccidén de los excipientes

Se seleccionaron 6 excipientes de los mas utilizados en la literatura (Rowe, 2009,
Lira y col, 2005%) para la preparacion de formas farmacéuticas sdélidas con extractos
vegetales:

e Celulosa microcristalina: (MCC) (Microcell 101 USP 28 Blanver, Brasil): se utiliza
como relleno y resulta util, ademas, por sus propiedades desintegrantes.

e Lactosa monohidratada: (LM) (Contero Excipientes, Nueva Zelanda): se emplea
como relleno, éste es posiblemente el excipiente que mas se utiliza en la
preparacion de formas farmacéuticas solidas con productos naturales.

¢ Polivinilpirrolidona: (PVP) (Kolidén 25, Basf Alemania), se utiliza como aglutinante

e Dioxido de silicio coloidal: (Ae) (Aerosil ® V-200 Degusa Bélgica): se utiliza como
agente mejorador de flujo de los granulados y tiene especial funcién como agente
absorbente de humedad

e Croscarmelosa sdédica: (CCS) (AcDiSol Blanver Brasil): se utiliza como agente
desintegrante en la formulacion.

e Estearato de magnesio: (EM) (Derive SA Alemania): se utiliza como agente

lubricante del granulado durante el proceso de compresion.

1.3.1.2 Estudio de compatibilidad extracto blando-excipientes

Para estudiar la compatibilidad del EBT con los excipientes seleccionados para la
formulacion, se prepararon mezclas binarias (Gibson, 2005; Adeyeye vy Brittain; 2008)
del EBT con cada uno de los excipientes, en una relacién de 1:3. Se mezclaron en un
mortero pequefo y se pasaron por una malla de 250 pm, de modo que quedara la
mezcla bien distribuida sobre la superficie de una placa de Petri para facilitar su
secado. Se secaron en estufa de vacio (MLW, Alemania) a una temperatura de 40°C,
durante cinco horas, hasta una humedad residual de 3%. Las mezclas secas se
pasaron por una malla de 250 um para homogeneizar el tamafo de particula. Se tomo

15.0 g de cada una y se envasaron en frascos de color ambar con tapa esmerilada.
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Las mezclas se mantuvieron a 30, 45 y 60°C durante 30 dias, utilizando para ello una
estufa de vacio (MLW, Alemania).

Se evaluaron diferencias en el color y el olor, utilizando los érganos sensoriales. Se
determiné la cantidad de polifenoles en el EBT tratado individualmente a las mismas
temperaturas, y en cada una de las mezclas utilizando el método de Folin Ciocalteu
(BP, 2010) a tiempo 0, 7, 15, 21 y 30 dias de tratamiento.

1.3.1.3 Estudio de posibles interferencias de los excipientes en el método de

determinacion de polifenoles

Por ser componentes mayoritarios de los extractos de Tamarindus indica L, el grupo
de metabolitos seleccionado para el control de la calidad quimica del EBT y de las
mezclas binarias en este estudio fueron los polifenoles.

Para evaluar si alguno de los excipientes en las mezclas binarias, podia interferir en la
determinacion de los polifenoles, utilizando el método de Folin Ciocalteu, se aplicé
este método a cada uno de los excipientes por separado, y a una mezcla de todos los
excipientes con y sin adicion del EBT.

Para ello, se colocaron en una zaranda por 24 horas, frascos erlenmeyer que
contenian 250 ml de agua destilada y 0.1 g de cada uno de los excipientes. Al cabo
de este tiempo se filtraron por papel e filtro y se desecharon los primeros 25 ml.

De los filtrados se tomaron 3 ml, y se llevaron a frascos volumétricos de 25 ml a los
que se les afnadié 1 ml del reactivo de Folin Ciocalteu y 2 ml de una solucion de
carbonato de sodio al 20%. Se agité circularmente, se dejé reposar 5 min y se
completé el volumen con agua destilada. Adicionalmente, se prepararon dos
volumétricos de 25 ml a los que se les afadid 1ml de cada filtrado de la solucién de
excipientes. A uno de ellos se le afiadid 1 ml de la solucion reactivo de Folin Ciocalteu
y 2 ml de solucién de carbonato de sodio al 20%, se agitd y se enraso6 a 25 ml, al otro
se le afadieron 3 ml de solucion de extracto blando de tamarindo, 1 ml de la solucién
reactivo de Folin Ciocalteu y 2 ml de solucién de carbonato de sodio al 20%, se agitd
y se enraso a 25 ml con agua destilada. Se midi6 la absorbancia de cada una de las

muestras a 700 nm, en un espectrofotometro (Pharmacia LKB-Ultrospec llI; Suecia).
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Se evalud la linealidad y la selectividad de la respuesta del método (absorbancia a
700 nm), con relacién a la adicion sucesiva de volumenes de EBT. Para ello, se
adicionaron a seis volumétricos de 25 ml, 5 ml de la mezcla de todos los excipientes y
a continuacion, se adicionaron alicuotas crecientes del EBT comenzando por 0 (1 ml
de agua destilada) y desde 1 ml hasta 5 ml al resto de los frascos. Se les afiadio a
todos 1 ml del reactivo de Folin Ciocalteu y 2 ml de una solucion de carbonato de
sodio al 20%. Se agito circular y suavemente. Se dej6 reposar 5 min y se completé el
volumen con agua destilada. Se midi6 la absorbancia de cada una a 700 nm.

Se realizo la correlacion entre la absorbancia y el volumen anadido. Se tomé como
referencia que el coeficiente de determinacion (R?) de la recta fuera mayor que 0.99, y
que el intervalo de confianza del intercepto incluyera el valor O (Eurachem, 2006).

Los frascos se observaron durante 24 horas. Cualquier coloracién azul o azul verdosa
que apareciera seria considerada como una respuesta positiva a la oxidacion
producida por el reactivo de Folin Ciocalteu, y por tanto, el excipiente o la mezcla de
excipientes interferirian en la determinacion, tanto en la mezcla binaria como en la
forma terminada que contenga estos excipientes (Castifieira, 1986, Adeyeye and
Brittain; 2008)

11.3.1.4 Evaluacién del efecto de la temperatura. Analisis térmico

Como se observé un marcado efecto de la temperatura en la concentracion de
polifenoles en las mezclas binarias y en el EBT tratado individualmente, se realizé un
Analisis Térmico, para evaluar el comportamiento de este extracto una vez seco,
cuando se somete a calentamiento constante.

Previamente, se liofilizo el extracto fluido, en una liofilizadora (Virtis Advantage, USA)
utilizando una bomba de vacio Trivac CE (Leybold Vakuum, Kdéln, Alemania), con un
condensador Flexi Dry (FTS Kinetics, Stone Ridge, NY). Se utilizaron viales de 10ml
con 5 ml de extracto fluido de tamarindo. El vacio aplicado fue de -100 um de Hg. En
la primera etapa se congel6 a -40°C, a una velocidad de 1°C /min durante 90 min. En
la segunda etapa se aplicé el vacio y se mantuvo la temperatura a -40°C por 20 h, se

aumento la temperatura a -30°C y se mantuvo a esta temperatura por 20 h mas.
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Luego se elevo la temperatura gradualmente hasta 0°C. En la tercera etapa, se
aumento la temperatura a 25°C y se mantuvo en estas condiciones 5 h.

Se realizé analisis Termogravimétrico (TG) y Analisis Térmico Diferencial (ATD), en el
intervalo de temperaturas de 0°C a 100°C. Ambas técnicas se realizaron en un
analizador termogravimétrico (Q50, TA Instruments, New Castle, USA). Se utilizoé una
velocidad de calentamiento de 5°C/min., calentando una masa de 417.3 mg de

extracto seco en una capsula abierta, bajo purga de nitrégeno.

11.3.1.5 Cromatografia en capa delgada

Se realizaron ensayos por cromatografia de capa delgada (CCD) al EBT tratado a las
temperaturas de 30°C, 45°C y 60°C durante 30 dias. Para ello se utilizaron placas de
Silica gel GF,54 de tamaino 5x20cm, con indicador UV (Merck, Alemania), utilizando
como fase movil el n-butanol-acido acético-2-propanol (4:2:4). Este sistema de
solventes permitid la mejor separacion de los componentes del extracto. El EBT se
diluyé en proporcion 0,5:100 ml en metanol y se puntearon 10 ul en la placa
cromatografica. Se secé al aire y se desarrollé el cromatograma durante 2.5 horas.
Las placas se secaron en campana de extraccion, se revelaron con luz ultravioleta a
254 nm, y se marcaron las manchas producidas en cada caso. Se compararon los R¢
de las manchas aparecidas en los cromatogramas a cada valor de temperatura, para

evaluar posibles diferencias entre los mismos.

11.3.1.6 Seleccion de la cantidad de principio activo a utilizar en la formulaciéon

Para la seleccion de la cantidad de EBT como principio activo de las tabletas de
Tamarindus indica L, se tomd como criterio la utilizaciéon etnobotanica de las hojas
de la planta. En este sentido a través de encuestas realizadas por el proyecto
Farmacia y Comunidad del Departamento de Farmacia de la Universidad de Oriente,
se conocié que los pacientes con problemas hepaticos, especificamente en el
periodo de reposo durante las hepatitis, ingieren diariamente entre 3 y 4L de
decoccidén de las hojas de Tamarindus indica L. Esto es lo que el uso etnobotanico
refiere “consumir como agua comun”.

Para este trabajo se prepararon las decocciones y se evalué la cantidad de sdlidos

totales, resultando entre 3 y 5%. Con esta informacion se calculd que 4 L de
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decoccion con una concentracion promedio de sélidos totales de 4%, equivalen a
160 mg que es lo que consumen los pacientes en un dia.

La cantidad de 120 mg en la tableta obedece a razones tecnoldgicas. Se llegdé a una
formulacion adecuada, con la cantidad de EBT equivalente a 120 mg, lo que
representa para un paciente que consuma dos tabletas, la cantidad equivalente a 6 L
de decoccion. Se eliminan asi los inconvenientes del gran volumen de
administracion, mejorando ademas la seguridad y la estabilidad que presenta la

decoccién como preparado farmacéutico.

11.3.1.7 Evaluacién preliminar de formulaciones de tabletas de Tamarindus
indica L.

Se disefiaron tres formulaciones preliminares en las que se utilizaron diferentes
combinaciones de los excipientes seleccionados. La tabla V muestra las cantidades
de excipientes utilizadas en cada formulacion. Las tabletas se elaboraron siguiendo
el método de granulacion humeda a escala de laboratorio (lraizoz y col, 1992),
mezclando primero el EBT con los polvos y luego con la solucion aglutinante (Figura
2). Los granulados se secaron a 40 £2°C, en una estufa de vacio (MLW, Alemania).
Se evalud la calidad de los mismos utilizando las propiedades densidad de vertido y
asentamiento, velocidad de flujo y angulo de reposo (lraizoz y col, 1992, Lachman y
Lieberman, 1987). Se calcularon los indices de Hausner y compresibilidad (BP, 2010;
USP, 2007) y se evaluo la normalidad del tamano de particula utilizando la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, con un nivel de significaciéon de 0.05 (Mongomery, 1984).

Se comprimieron las tabletas a 80 MPa, en una maquina excéntrica (Manesty, UK)
utilizando punzones planos, biselados de 12.7 mm de diametro, para obtener una
tableta de 600 mg, Se evalud la uniformidad de masa, altura, dureza y el tiempo de
desintegracion segun las farmacopeas (BP, 2010; USP, 2007) y la cantidad de

polifenoles en las tabletas utilizando el método de Folin Ciocalteu (BP, 2010).

11.3.2 Etapa de formulacion y optimizacion de las tabletas

1.3.2.1 Diseiio de experimento

Para realizar el estudio de formulacion y optimizacion de las tabletas de Tamarindus
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Tabla V. Formulaciones preliminares disefiadas en la etapa de preformulacion

Excipientes ]\ 1 2 3
Celulosa microcristalina % 325 31.5 30.5
Lactosa monohidratada % 37.0 38 39
Didxido de silicio coloidal (Aerosil ®) % 0.5 1.0 1.5
Croscarmelosa sddica % 4.5 4.0 3.5
Polivinilpirrolidona % 4.0 4.0 4.0
Estearato de magnesio % 1.5 1.5 1.5
Extracto blando de T. indica L (como sélidos totales) % 20.0 20.0 20.0
Total % 100.0 100.0 100.0
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Figura 2. Proceso tecnoldgico de preparacion de los granulados y tabletas de
tamarindo.

LM, lactosa monohidratada, MCC celulosa microcristalina, DSC diéxido de silicio coloidal,
CCS croscarmelosa sddica, PVP polivinilpirrolidona, EtOH etanol, y EM estearato de

magnesio.



indica L se seleccionaron los excipientes celulosa microcristalina, lactosa
monohidratada y polivinilpirrolidona. Para el resto de los ingredientes, las cantidades
anadidas se mantuvieron constantes en la formula. Se prepararon 400g de
granulados en cada una de las corridas realizadas. La seleccion de las cantidades de
excipientes a utilizar en la formulaciéon se realiz6 de acuerdo con un disefio de
mezcla D-optimal (Ericsson y col., 1998). Las cantidades de cada excipiente

utilizadas en el disefio se muestran en la tabla VI.

En la tabla VIl se presenta la matriz experimental del disefio de mezcla D-optimal
obtenida con el software Design Expert 6.0.1 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA). Las
variables respuestas seleccionadas fueron: indice de Hausner, indice de
compresibilidad, velocidad de flujo, angulo de reposo y humedad residual. Se verificd
en cada caso la normalidad de los datos aplicando la prueba de Kolmogorov —
Smirnov (StatGraphics 5.1. StatEase Co. MA. USA).

11.3.2.2 Método de preparacion de los granulados y tabletas

En la figura 2 se presenta el diagrama de flujo del método de granulacion humeda
utilizado. Se tamizaron todos los polvos por una malla de 250 um antes de
mezclarlos. Esta operacion se realizd en una mezcladora horizontal de laboratorio,
provista de tornillo sinfin (Eureka AR-400, USA). La masa humeda se paso6 por una
malla de 500 um y posteriormente se secé en una estufa de vacio (Sartorius,
Alemania) durante tres horas a 40°C. Se comprimieron las tabletas en una maquina
compresora excéntrica (MANESTY, UK), utilizando punzones planos biselados de
12,7 mm y una presion de 80 kPa. Se obtuvieron tabletas de 600 mg de masa
promedio, con un 20% de sodlidos del EBT y 3,45% de polifenoles como valores
nominales. Una vez obtenidas las tabletas, se envasaron en frascos de PVC de alta
densidad con tapa inviolable y se almacenaron en lugar seco y fresco (Temperatura
promedio 25°C y humedad relativa 40-50%).

11.3.2.3 Evaluacién de la calidad de los granulados

1.3.2.3.1 Evaluacién del tamaifo medio de particula

Se realiz6 por el método de los tamices (Lieberman y Lachman, 1984), utilizando
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Tabla VI. Proporciones de los excipientes de la formulacion, empleados en el
disefio de experimento para el proceso de formulacion y optimizacién de las

tabletas de tamarindo.

Excipientes Cantidad (%)

Celulosa microcristalina 30-31

Lactosa monohidratada 37-39

Polivinilpirrolidona 4,5-6,5
Subtotal 74,5
Croscarmelosa sodica 3,5
Dioxido de silicio coloidal 1,0
Estearato de magnesio 1,0
Extracto blando (solidos totales) 20,0
Total 100

Tabla VII. Matriz del disefio de mezcla D-optimal, donde se muestran los por
cientos de cada uno de los excipientes utilizados en las corridas experimentales

en el proceso de formulacion.

No LM (%) MCC (%) PVP (%)
1 38,00 31,00 5,50
2 38,00 30,00 6,50
3 38,38 30,25 5,88
4 38,00 30,00 6,50
5 37,00 31,00 6,50
6 39,00 30,00 5,50
7 39,00 31,00 4,50
8 37,50 30,50 6,50
9 39,00 30,50 5,00
10 37,00 31,00 6,50
11 37,63 30,75 6,13
12 38,00 31,00 5,50
13 39,00 31,00 4,50
14 38,63 30,50 5,38

LM lactosa monohidratada; MCC celulosa microcristalina;

PVP polivinilpirrolidona



tamices de 800, 500, 400, 325, 200, 100 y 50 um de luz de malla. Se utilizé para las
pesadas una balanza digital (Sartorius TE 3102s, Alemania) con una precision de 10
g. Se tamizo6 en una tamizadora (THYL-1, Rusia), colocando el equipo en la posicion 7
de la escala vibratoria durante 15 min. El tamano de particula se determiné utilizando

la expresion:

X - > (n:X;)
N

Ecuacion (3)

Donde: X = tamafio medio de particula del granulado, n; = masa de particulas en cada
tamiz, X; = tamafo de particula medio, tomado como la media aritmética entre dos
tamices consecutivos y N = masa total tamizada. Se garantizé que nunca quedara

granulado en el tamiz superior.

11.3.2.3.2 indices de Hausner y de compresibilidad

Las densidades de vertido (Dv) y compactada (Da) se determinaron por el método de
las probetas (USP, 2007; BP, 2010). Para densidad de asentamiento, se realizd un
perfil de compactacion, estableciéndose en 750 el numero de golpes. El indice de
Hausner (RH) se calculé utilizando la ecuacion 4 y el indice de compresibilidad (IC) se
calculé utilizando la ecuacion 5 (USP, 2007; BP, 2010).

RH =Da | Dv Ecuacion (4)
%C = (Da— Dv)*100 / Da Ecuacion (5)

11.3.2.3.3 Determinacioén de la velocidad de flujo

La velocidad de flujo (Vf) se determind haciendo pasar una masa de granulado (m)
previamente pesada (10 g) a través de un embudo de 120 mm de didmetro en su
parte superior, con paredes de 45° y vastago corto de diametro (d) igual a 0,8 cm
(Iraizoz y col., 1992). Se midi6 con un crondmetro el tiempo (t) que tardo en fluir la
masa de polvo a través del orificio del embudo. La velocidad de flujo se calculd
utilizando la ecuacion 6. La literatura establece como buenos, valores de velocidad

de flujo superiores 7 g/cm?.s.
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Vf= m (g) > Ecuacion (6)
0.785 *d~ *t

11.3.2.3.4 Determinacion del angulo de reposo

Se determind por el método del embudo, dejando caer libremente una masa de
granulado desde una altura de 8 cm, y midiendo la altura y el radio de la masa de
polvo depositada. El angulo de reposo se calculé como el arco tangente de la altura
de la masa de polvo (H) sobre el radio de la misma en el plano (R). Se consideran
buenos valores de angulo de reposo, aquellos que estan por debajo de 30° (lraizoz y
col., 1992, USP, 2007).

H L
arctang o = o Ecuacion (7)

11.3.2.3.5 Humedad residual

Se determin6 la humedad residual de los granulados por el método gravimétrico,
utilizando para ello una balanza gravimétrica (Sartorius modelo SA 325, Alemania)
(USP, 2007). La humedad residual de los granulados no debe resultar superior de 2%

(Lieberman y Lachman, 1984).

1.3.2.4 Evaluacién de la calidad de las tabletas

1.3.2.4.1 Caracteristicas organolépticas

Se evalud el tono y uniformidad de color y la apariencia de las tabletas por simple
inspeccion visual.

11.3.2.4.2 Uniformidad de masa

Se pesaron en una balanza (Sartorius, Alemania) 20 tabletas de forma individual y
se determind la variacidon en por ciento con relaciéon a la masa nominal del
comprimido (600 mg). Las tabletas individuales no debian apartarse mas de un 5 %

del peso nominal de los comprimidos (600 + 30 mg) (USP, 2007).

11.3.2.4.3 Altura de la tableta

Se tomaron 10 tabletas y se determin¢ la altura de las mismas con un micrometro (MK
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0-25, Rusia), la altura de las tabletas se promedié y se informd la media + la
desviacion estandar. La altura de las tabletas no debe apartarse mas de un 5% de su

altura nominal (Iraizoz y col., 1992)

11.3.2.4.4 Dureza

Se determind la resistencia a la compresion diametral, utilizando un durémetro
manual (Monsanto, USA). Se tomaron 10 tabletas y se determiné la dureza a cada
una de ellas. Se inform6 la media y la desviacion estandar (Lieberman y Lachman,
1987, lraizoz y col., 1992).

11.3.2.4.5 Friabilidad

Se realiz6 por el método clasico reportado en la literatura (lraizoz y col., 1992)
utilizando un friabildmetro (Roche, Suiza). Se informé el por ciento de friabilidad (Fr)

y la desviacion estandar correspondiente.

11.3.2.4.6 Tiempo de desintegracion

Se realizé el ensayo por el método descrito en la farmacopea estadounidense (USP,
2007). Se utilizé para ello como medio de desintegracion 900 ml de agua destilada a
37°C, en un equipo desintegrador (Erweka TM 600, Offenbach, Alemania). Se

informo la media * la desviacion estandar de 6 determinaciones.

11.3.2.4.7 Uniformidad de contenido

Se realiza segun la USP (2007). Se analizaron 10 tabletas de tamarindo
individualmente, determinandose el contenido de polifenoles en cada una de ellas, por

el método de Folin Ciocalteu (BP, 2010), previamente validado para esta finalidad.

11.3.3 Estudio de la estabilidad en estante

Para el estudio de estabilidad de las tabletas de Tamarindus indica L se elaboraron
tres lotes a escala de laboratorio (de tamafo 0,6 kg), utilizando la formulacion
seleccionada, y se envasaron en frasco de PVC de alta densidad con tapa inviolable,

escogido por los resultados de estudios acelerados de estabilidad. Se almacenaron a
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temperaturas entre 25 - 30°C, con una humedad relativa promedio de 50-60%

durante 24 meses.
11.3.3.1 Estabilidad fisica y quimica

Se comprobd cada tres meses, el comportamiento de todas las variables estudiadas
durante la evaluacion de la calidad tecnolégica de las tabletas, declaradas en el

acapite 11.3.2.4.
11.3.3.2 Estabilidad quimica por Cromatografia de Capa Delgada

Con esta misma frecuencia de ensayo, se tomaron muestras para un estudio por
Cromatografia de Capa Delgada. Para ello se utilizaron placas de Silica gel GFzs4 de
tamafo 5x20 cm, con indicador UV (Merck, Alemania). Se empled como fase movil n-
butanol: acido acético: 2-propanol (P.A.; UNI-Chem, China) en la proporcion (4:2:4)
(vIviv)

Cinco tabletas se trituraron en un mortero y el polvo resultante se trasvasoé a un frasco
erlenmeyer de color ambar de 50 ml, con tapa esmerilada y se le afiadieron 25 ml de
solucién hidroalcohdlica al 72%. Se agitd en zaranda por 24 h, se filtré por papel y se
aplicaron 7 pl de este extracto en la placa. Se desarroll6 el cromatograma durante 2.5
h. Una vez secadas las placas en campana de extraccion, fueron reveladas con luz
ultravioleta a 254 nm, marcando las manchas observadas.

Se evalud por comparacion con el cromatograma a tiempo 0, si aparecian evidencias
de degradacién del principio activo en las condiciones de almacenamiento vy
conservacion declaradas. Este estudio fue realizado hasta 9 meses (tiempo que se
reporta este informe). Este ensayo continua para establecer la fecha de caducidad de

las tabletas.
11.3.3.3 Estudio de estabilidad microbiolégica

Se evalud la estabilidad microbiologica de las tabletas de tamarindo, por el método
propuesto en la farmacopea britanica (BP, 2010), durante un periodo de dos afos.
Los analisis se realizaron anualmente. Se consideraron los limites microbiolégicos

establecidos por la propia Farmacopea Britanica.
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1.4 Evaluaciéon farmaco toxicoldgica de las tabletas de Tamarindus indica L

1.4.1 Biomodelos experimentales y consideraciones éticas

Toxicidad Aguda Oral

Para la evaluacion de la Toxicidad Aguda Oral (OECD 423, 2001) se utilizaron seis
ratas Sprague Dawley, tres de cada sexo, procedentes del Centro Nacional de
Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana). El peso corporal
de todos los biomodelos experimentales estuvo comprendido entre 150 y 200 g. El
estado sanitario se correspondié con animales sanos, de acuerdo con el certificado de
salud y los estudios confirmatorios realizados en el Centro de Toxicologia y
Biomedicina (TOXIMED) perteneciente a la Universidad Médica de Santiago de Cuba.
Los animales se sometieron a cuarentena en el vivario de este centro durante 7 dias,
mantenidas en cajas Makrolon modelo 1000, a razén de 3 animales por caja, con un
lecho de virutas de madera no oleosa, cernida y esterilizada (PNT 422005, 2007). Las
condiciones ambientales fueron: temperatura entre 21-25°C, humedad relativa 30-70
%, ciclo luz/oscuridad 12/12 horas. La alimentacién se realizé ad-libitum, con pienso

convencional multipropésito (CMO-1000), no esterilizable.

Irritabilidad de la mucosa oral

Para la evaluacion de la irritabilidad de la mucosa oral se utilizaron 6 animales,
hembras, de una cepa no consanguinea, de la especie Hamster Sirio Dorado (ISO
10993-10, 2001), de peso corporal entre 50-60 g, procedentes de CENPALAB, La
Habana. El estado sanitario de los animales se correspondié con animales sanos, de
acuerdo con el certificado de salud y los estudios confirmatorios realizados en
TOXIMED.

La metodologia y el disefio experimental en la evaluacion de la toxicidad aguda oral,
asi como para la evaluacion de la irritabilidad de la mucosa bucal, se realizan de
acuerdo con las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), segun lo establecido en las
Guias para el Manejo de Animales de Laboratorio y el International Council for
Laboratory Animal Science y se llevan a cabo segun lo previsto en el Procedimiento
Normalizado de Trabajo de TOXIMED (PNT 422031, 2007), de la Universidad
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Médica de Santiago de Cuba, y segun lo dispuesto por el Comité de Etica de este
centro.

Actividad antioxidante y hepatoprotectora

Para la evaluacion de la actividad antioxidante y hepatoprotectora de las tabletas de
Tamarindus indica L, se utilizaron ratas Sprague Dawley, hembras, totalmente
sanas, de peso corporal entre 175 y 200 g, procedentes del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio, CEMPALAB, Ciudad de la Habana, Cuba. El
estado sanitario de los animales se garantizd, de acuerdo con el Certificado Sanitario
y los estudios confirmatorios realizados a los mismos.

Los animales se mantuvieron en cuarentena durante 7 dias previos al estudio, a la
temperatura 22 + 2 °C, una humedad relativa 50-55 %, con un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 horas, alimentadas con pienso estandar y agua estéril ad-libitum. Se les
retiré el alimento 18 horas antes de la primera administracion.

Se utilizaron para este estudio ratas de la linea Sprague Dawley por ser uno de los
biomodelos experimentales mas empleados internacionalmente para la evaluacion
farmaco toxicolégica de sustancias, dada la similitud de su metabolismo con el del
ser humano, por su docilidad, por la estabilidad en su comportamiento y por su
condiciéon de animal no consanguineo, representativo de la heterogeneidad de la
poblacion humana.

Durante todas las fases del estudio se consideraron las normas éticas descritas en la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (GCUAL), propuesta por

Natural Research Council Institute of Laboratory Animal Resources (GCUAL; 2002).

11.4.2 Estudio toxicoldgico de las tabletas de Tamarindus indica L

11.4.2.1 Evaluacion de la toxicidad aguda oral

Se evalud segun la metodologia propuesta en la norma OECD 423 del 2001. Se
utilizé el método de las Clases de Toxicidad Aguda (CTA). Se emplearon un grupo
control y un grupo experimental, compuesto de 3 animales cada uno. Al grupo
experimental se le administré la dosis limite de 2000 mg/kg de peso corporal de
polvo de las tabletas de Tamarindus indica L, suspendido en 1 ml de

carboximetilcelulosa (Blanver, Brasil) al 0.5 % en agua, por cada 100 g de peso
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corporal del animal. Al grupo control solo se le administré este vehiculo en igual
dosificacion.

Se observo diariamente para registrar cualquier variacion en el comportamiento o
signo de toxicidad, como son los cambios en la piel y pelaje, coloracion y apariencia
de las membranas mucosas, 0jos y nariz, asi como la posible ocurrencia de muertes
y tiempo de ocurrencia de las mismas.

Concluidas las observaciones clinicas, a los 14 dias, los animales fueron sacrificados
por dislocacion cervical. Posteriormente, se realizé el estudio anatomopatoldgico
macroscopico de todos los 6rganos y especialmente del higado, por ser el 6rgano
diana de la formulacion. Los animales se pesaron en una balanza digital (Sartorius,

Alemania) con una precision de 0.01 g, los dias 0, 7 y 14.
11.4.2.2 Evaluacién de la irritabilidad de la mucosa oral

El ensayo se realizd segun la guia metodoldgica de la Organizacién Internacional de
Normalizacion (1ISO 10993-10, 2001). Se formaron 2 grupos experimentales de 3
animales cada uno, un grupo tratado con las tabletas de tamarindo (GTT) y un grupo
control (GC). Al GTT se le colocé un pellet de algodén embebido en polvo de tabletas
de tamarindo humedecido con agua destilada, en la bolsa malar derecha de cada
animal; al GC se le aplicé un pellet de algoddén con agua destilada. La aplicacion se
realizo, por el método de exposicion aguda, con intervalos de exposicion de 5 min.
cada hora, durante 4 horas consecutivas.

Los animales fueron observados hasta 7 dias después de la aplicacion y se pesaron
en una balanza digital (Sartorius, Alemania), los dias 0, 4 y 7. Después de 24 horas
del ensayo, se examinaron macroscopicamente las bolsas malares de cada animal.
Se sacrificaron por dislocaciéon cervical. Las bolsas malares de cada uno fueron
extraidas y fijadas en formaldehido al 10% y se procesaron para la realizacién del
examen histopatologico.

La determinacién del indice de irritacién se realizé teniendo en cuenta los parametros
establecidos por la norma de referencia: 0, no irritante; 1-4, irritante minimo; 5-8,
irritante medio; 9-11, irritante moderado y 12-16, irritante severo (ISO 10993-10,
2003).
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11.4.2.3 Analisis estadistico
Actividad antioxidante y hepatoprotectora

Se realizaron analisis de varianza de clasificacién simple para evaluar diferencias
entre las medias en cada variable de los grupos experimentales y se aplico un test
HSD (Distancia Honestamente Significativa, por sus siglas en inglés) de Tukey para
evaluar los grupos con medias diferentes. En todos los casos se verifico la
normalidad de la data a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizé para
ello el software Statgraphics Plus (v.5.1 StatEase Co. MA. USA. 2001) con un nivel

de significacion p> 0.05.
Toxicidad aguda oral y de la irritabilidad de la mucosa oral

Para determinar diferencias estadisticas significativas entre las medias del peso
corporal de los grupos experimentales, se realizé en cada tiempo una prueba t de
student. Se verifico la normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) y la
homocedasticidad (Anova) de los datos, con un nivel de significacion de 0.05. Se
utilizé para ello el software Statgraphics Plus (v.5.1 StatEase Co. MA. USA. 2001).

11.4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante y hepatoprotectora

1.4.3.1 Diseno experimental

Se conformaron al azar 5 grupos de 7 animales cada uno definidos como:

Grupo | (Control): Se le administr6 diariamente, los 7 dias de ensayo,
carboximetilcelulosa (Quiminet, Mexico) al 0.5% en agua destilada, por via oral, en
una cantidad equivalente a 1 ml por cada 100 g de peso corporal del biomodelo
experimental.

Grupo Il (Grupo tetracloruro): se le administré tetracloruro de carbono (Sigma
Aldrich, USA) en una cantidad equivalente a 0.5 ml/kg de peso corporal del
biomodelo experimental. Se administra con aceite de oliva, en una relacion de 1:3,
por via intraperitoneal, el segundo dia de experimentacion.

Grupo lll (Grupo Silimarina): se le administré diariamente, por via oral durante los 7

dias de ensayo, 150 mg/kg de peso corporal de Silimarina (Cosmos, México),
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suspendida en carboximetilcelulosa (QuimiNet, México) al 0.5 % en agua destilada,
en una cantidad equivalente a 1 ml por cada 100 g de peso corporal.

Grupo IV (Grupo Tabletas 100): se le administré diariamente, por via oral durante los
7 dias de ensayo, el equivalente a 100 mg/kg de peso corporal de sdlidos totales de
EBT contenido en las tabletas, pulverizadas y suspendidas en carboximetilcelulosa al
0.5 % en agua destilada, en una cantidad equivalente a 1 ml por cada 100 g de peso
corporal.

Grupo V (Grupo Tabletas 200): se le administré diariamente, por via oral durante los
7 dias de ensayo, el equivalente a 200 mg/kg de peso corporal de sdlidos totales del
EBT contenido en las tabletas, pulverizadas y suspendidas en una cantidad
correspondiente a 1 ml por cada 100g de peso corporal de carboximetilcelulosa al
0.5% en agua destilada.

El segundo dia del experimento se administré por via intraperitoneal a los grupos del
[ll'al V, la misma dosis de tetracloruro de carbono que la administrada al grupo Il.

A todos los grupos se les suministré (ad- libitum) agua y pienso convencional para
ratas durante los 7 dias de experimento (Yossef y col., 2011). Los animales se
sometieron a ayuno 18 horas antes de ser sacrificados, previa narcosis con éter

etilico.

1.4.3.2 Preparacion de las muestras de ensayo

Tratamiento de la muestra para el estudio de la actividad antioxidante

La determinacion de los indicadores de estrés oxidativo evaluados en este trabajo se
realizé6 en un homogeneizado de higado de los biomodelos experimentales. Se
extrajo el higado de cada animal y se lavé con solucion fria (1-4°C) de cloruro de
sodio 0.9%. Se secaron con papel secante para eliminar el exceso de humedad y se
pesaron en una balanza analitica (Sartorius, Alemania) con una precisiéon de 10™g.
Se cortaron en fragmentos pequenos utilizando tijeras y se les afiadid 5 ml de
solucién tampoén Tris de pH 7,2, a temperatura de de 1- 4 °C por gramo de tejido
hepatico. Se centrifugd a 15 000 rpm, durante 5 minutos, manteniendo la
temperatura a 4°C. Se colecté el sobrenadante y se conservd en hielo hasta el

momento del ensayo (menos de una hora).

45



Tratamiento de la muestra para el estudio de la actividad hepatoprotectora

Los ensayos bioquimicos se realizaron en suero. Se realizd una incision en el
abdomen hasta visualizar la aorta descendente, de donde se extrajo la sangre
utilizando una jeringa estéril previamente heparinizada. La sangre se centrifugé a
1500 rpm vy se colectd el sobrenadante, conservandolo en hielo hasta su utilizacion

(no mas de una hora).

11.4.3.3 Observaciones clinicas

Durante la evaluacion de la actividad antioxidante y hepatoprotectora se realizaron
observaciones clinicas para evaluar el comportamiento de los biomodelos
experimentales. Se observé si aparecian posibles reacciones toxicas, para registrar
su inicio, tiempo de aparicion, desaparicion y recuperacion, asi como cualquier otro
signo que evidenciara afeccion del estado de salud del animal (color y apariencia de
las mucosas, apariencia de la piel y el pelaje, apariencia de los ojos etc.) y para

registrar si ocurria la muerte de algun animal, y en qué momento.

11.4.3.4 Determinacioén del peso relativo del higado

Se determina el peso relativo del higado, dividiendo la masa del higado de cada
animal entre el peso corporal, y se expresd6 como por ciento. Esta es una medida
estandarizada que permite, comparar la masa promedio del higado de los diferentes

grupos experimentales con mejor precision (Heba y col., 2011)

11.4.3.5 Actividad antioxidante

11.4.3.5.1 Determinacion de malonildialdehido

El ensayo se realizd por el método de las sustancias reactivas con el acido
tiobarbiturico (Reckhgel, 1967; Han y col., 2000). Mediante esta técnica se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 535 nm, producida por el cromoégeno formado
en la reaccion del acido tiobarbiturico y el malonildialdehido (MDA), utilizando un

espectrofotdmetro Pharmacia Biotech, 80-2106-00 (Inglaterra).
1.4.3.5.2 Determinacion de superéxido dismutasa

Se realiz6 la determinacion utilizando el Kit reactivo Superoxide Dismutase Assay Kit,
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de Cayman Chemical Company, con la variante de curva de calibracion propuesta
por Malstron, utilizando un patrén de MDA (CCC, USA) (Malstron y col., 1975). El
método se basa en la deteccion del radical superoxido, generado por la accion de la
enzima xantina-oxidasa, utilizando una sal de tetrazolio. Se produce una sustancia
coloreada (Formazan), cuya intensidad de color, medida a 450 nm (Pharmacia
Biotech, 80-2106-00, UK,) es proporcional a la actividad de la enzima SOD (CCC,
2010). Una unidad de actividad de la enzima SOD se define como la cantidad de

enzima que produce la dismutacion del 50% del radical superéxido.
11.4.3.5.3 Determinacion de catalasa

La actividad de esta enzima se determiné utilizando el kit de ensayo para catalasa
CAT-240 de Applied Bioanalytical Labs (USA). Se empled la variante de curva de
calibracion, con un patron de la enzima catalasa (Applied Bioanalytical Labs, USA)
(Aebi, 1984). EI método se basa en medir la velocidad de descomposicion del
peréxido de hidrogeno catalizada por la catalasa a una longitud de onda de 240 nm,
utilizando un espectrofotometro Pharmacia Biotech, 80-2106-00 (UK). La actividad de

la catalasa se expresa en unidades internacionales por litro (UI/L).
11.4.3.5.4 Determinacion de glutation reducido

Para la determinacion de glutation reducido (GSH) se utilizé el Kit reactivo Sigma-
Aldrich® de Glutathione Assay Kit, basado en un ensayo cinético que mide la
disminucion de la concentracion del acido 5,5°-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB)
(Sigma Company, USA), al reducirse por la accion del GSH a acido tionitrobenzoico
(TNB). La velocidad de esta reaccion es proporcional a la concentracion de GSH en
la muestra. Se determina la intensidad de la coloracibn amarilla por
espectrofotometria (Pharmacia Biotech, 80-2106-00, UK) a 412 nm (Akerboom vy

Sies, 1981). La concentracion de GSH se expresa en mg/g de tejido hepatico.

11.4.3.6 Actividad hepatoprotectora

11.4.3.6.1 Determinacién de aminotransferasas

La determinacién de las aminotransferasas se realizé por el método propuesto por

Bergmeyer (Bergmeyer y col.,, 1986). La reaccion enzimatica de la AST con una
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mezcla del acido a-cetoglutarico y el acido L-aspartico produce glutamato y
oxalacetato. De igual modo, la reaccién entre la enzima ALT con una mezcla de o-
cetoglutarico y de L-alanina produce glutamato y piruvato. El glutamato que se
genera en ambos casos, reacciona con la 2,4, dinitrofenilhidracina (Sigma Aldrich,
USA) y produce una hidrazona compleja, que al adicionarle hidroxido de sodio
(Sigma Aldrich, USA), origina un color rojo, cuya absorbancia a 510 nm (Pharmacia
Biotech, 80-2106-00, UK) es proporcional a la actividad de la enzima en cada caso.
Una Ul/L de AST o ALT se define como la liberacion de 1mmol de piruvato por

minuto, por litro de suero, incubado a 37°C.

11.4.3.6.2 Fosfatasa alcalina

Se utilizé para la determinacion de la fosfatasa alcalina (FAL), el método propuesto
por Kaplan (Kaplan y col., 1984?%). La fosfatasa alcalina a pH 10,4, cataliza la
hidrolisis del p-nitrofenilfosfato, liberando p-nitrofenol y fosfato. La velocidad de
formacion del p-nitrofenol, es proporcional a la concentracion catalitica de la
fosfatasa alcalina en la muestra ensayada. Se determiné la actividad de la FAL por
espectrofotometria a 405 nm en un espectrofotdmetro Pharmacia Biotech, 80-2106-
00 (UK). Una unidad internacional (Ul) de fosfatasa alcalina es igual a la cantidad de

la enzima que transforma 1 umol de substrato por minuto, en condiciones estandar.

11.4.3.6.3 Gamma-glutamiltranspeptidasa

Se determiné la actividad de esta enzima por el método propuesto por Gendler
(Gendler, 2001). La gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT) cataliza la transferencia de
un grupo y-glutamilo de la L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida (Spinreact, Espafia) a
la glicilglicina, formando durante la reaccién el acido 5-amino-2-nitrobenzoico. La
velocidad de formacién de este acido, es proporcional a la concentracion catalitica de
GGT en la muestra y se determin6d por espectrofotometria a 405 nm (Pharmacia
Biotech, 80-2106-00, UK). Una unidad internacional (Ul) de esta enzima, es igual a
la cantidad de la misma que convierte 1 umol de substrato por minuto, en

condiciones estandar.
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11.4.3.6.4 Bilirrubina total y directa

La determinacién de bilirrubina total y directa se realizd utilizando el método de
Kaplan (Kaplan y col., 1984°).

La bilirrubina reacciona con el acido sulfanilico diazotado para formar azobilirrubina
de color purpura. La intensidad de esta coloracion es proporcional a la concentracion
de bilirrubina en la muestra y se midi6é por espectrofotometria a 540 nm (Pharmacia
Biotech, 80-2106-00, UK).

11.4.3.6.5 Proteinas totales

Se utilizé el método de Biuret, siguiendo el procedimiento estandar propuesto por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2011). Las proteinas forman un complejo
de color purpura al reaccionar con iones de cobre (Il) (Cu**) en medio alcalino. La
intensidad de este color medida a 540 nm en un espectrofotbmetro Pharmacia
Biotech, 80-2106-00 (UK) se relaciona directamente con la concentracién de
proteinas en la muestra. Se utilizé6 una curva de calibracion con el uso de un patrén
de albumina bobina (Sigma, USA), de concentracion conocida. La concentracion de

proteinas en sangre se informé en g/100ml.

11.4.3.6.6 Lipidos totales

Se empled el método de la fosfovainillina, que se fundamenta en la reaccién entre
lipidos insaturados con el acido sulfurico caliente, donde se generan iones carbonio.
Estos ultimos, reaccionan con la fosfovainillina produciendo un color rosado cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de lipidos totales en la muestra (Kaplan
y col.,, 1984°). Para la determinacién se utilizd el método adicion de estandar
utilizando un patrén de Lipidos totales (Spinreact, Espana). La concentracion sérica

de lipidos totales se expres6 en mg/100ml.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

l1l.1 Obtencién y estandarizaciéon del extracto blando

La calidad de un extracto blando materia prima para la preparacion de cualquier
forma farmacéutica, dependera totalmente de la calidad del extracto fluido del cual
proviene (Sharapin 2000). Por esta razon, en este trabajo se optimizd el proceso de
obtencion del extracto fluido de Tamarindus indica L, de manera que tuviera una
adecuada concentracion (cualitativo y cuantitativo) de metabolitos secundarios
(Escalona y col., 2011?).

Los polifenoles y flavonoides, son metabolitos a los que se ha asociado, en la
literatura, las propiedades antioxidantes y hepatoprotectoras de los extractos de
Tamarindus indica L (Medina, 2001; Komutarin, 2004; Dehesa, 2006; Pimple y col.,
2007). Las condiciones evaluadas en el proceso extractivo para la preparacion del
extracto fluido, garantizaron un adecuado contenido de metabolitos en el EBT,
especialmente de polifenoles y flavonoides. A la vez, permitieron que se extrajeran
conjuntamente con estos metabolitos, importantes microelementos como el selenio,
niquel, hierro, cinc y cobre (Escalona y col., 2010°). Estos microelementos participan
en el balance redox celular (Martin y col., 1984) y su actividad antioxidante ha sido
extensamente informada. Se ha informado esta accion para el selenio (Logercio y
Federico, 2003; SCSEDR, 2000, Mira y col.,, 2002), y se ha informado una
participacion importante del cobre y el cinc como cofactores de las diferentes
isoenzimas de la superoxido dismutasa (Martin y col., 1985; SCSEDR, 2000; Leén y
col., 2005).

Los valores de los limites de calidad resultantes del proceso de estandarizacion del
EBT se muestran en la tabla VIIl. La gran riqueza de metabolitos secundarios que
posee este nuevo Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) de origen natural, lo
convierte en un principio activo con una gran potencialidad antioxidante, adecuado

para la preparacion de formulaciones farmaceéuticas, y en especial de formas solidas.

[11.1.1 Evaluacion de las propiedades organolépticas

Los diez lotes de extracto blando de tamarindo (EBT) obtenidos presentaron un color

marron oscuro, con aspecto viscoso y fuerte olor a fruta madura. El sabor del mismo
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Tabla VIII. Limites de calidad propuestos para el extracto blando estandarizado de

las hojas de Tamarindus indica L.

No Parametro Media Minimo Maximo
1 Color Marrén oscuro

2 Olor Caracteristico de la fruta madura
3 Sabor Acido y astringente

4  Sélidos totales (%) 63.53 57.89 69.17
5 Densidad relativa a 302C (g/ml) 1.311 1.179 1.443
6 pH 3.20 3.08 3.32

7  Cenizas totales (%) 1.00 0.79 1.20

8 Polifenoles totales (%) 6.19 4.26 8.12
9  Flavonoides (%) 1.09 0.92 1.27




resulté acido, caracteristico del sabor de la pulpa de la fruta y con cierta astringencia.

[11.1.2 Evaluacion de las propiedades fisicas y fisicoquimicas

Para evaluar la variabilidad total entre los diez lotes estudiados, para cada uno de los
parametros evaluados, se realizé una prueba F seguido de una prueba de Rangos
multiples de Duncan. La prueba F mostré diferencias estadisticamente significativas
entre las medias de todos los parametros estudiados, para los 10 lotes evaluados,
con un 95% de confiabilidad. Sélidos totales (F=39.02, p= 0.0000); densidad relativa
(F=366,20, p= 0,0000); cenizas totales (F=102.78, p= 0.0000) y pH (F= 23.93, p=
0.0000).

Los grupos homogéneos que se encontraron dentro de cada uno de los parametros,
se correspondieron con los lotes preparados con la droga vegetal recolectada en el
mismo estado fenoldgico de la planta. Este hecho fue informado por primera vez por
Escalona y colaboradores (Escalona y col., 2010). Se informé ademas, que la mayor
concentracibn de metabolitos en esta planta, se presenta en los meses
correspondientes al estado de fructificacion de la planta (Febrero- Marzo- Abril: lotes
1y 2), seguido por el estado de floracion (noviembre — enero: lotes 8, 9y 10) y luego
por el estado vegetativo (Mayo — Octubre; lotes 3, 4, 5, 6 y 7), en ese orden.

Los valores de pH obtenidos muestran diferencias estadisticas significativas, aunque
fisicamente no son muy diferentes, pues son valores bastante acidos (3.08-3.32),
debido a la presencia en el EBT de los acidos citrico, tartarico y malico (El-Siddig,
2007) y otros metabolitos como los fenoles y taninos presentes (Dehesa y col., 2006,
Escalona y col., 2010P) que también aportan acidez al medio.

El contenido de cenizas totales es una medida de la presencia de elementos
metalicos en el extracto. Su presencia incrementa en la medida que disminuye el
contenido alcohdlico del menstruo utilizado en la preparacién del extracto fluido. Los

valores de cenizas totales obtenidos estuvieron comprendidos entre 0.79 y 1.20%.

[11.1.3 Contenido de polifenoles y flavonoides

La comparacion estadistica de los valores medios de concentracion de polifenoles en
los 10 lotes de EBT estudiados, arrojé diferencias estadisticamente significativas

entre ellos (F=103.09, p =0.0000). Los valores de concentracion de flavonoides se
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encontraron en un intervalo de 0.92-1.27%. De igual modo, se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los lotes para la concentracion de estos
compuestos (F= 63.23, p=0.0000).

En la figura 3 se presenta el grafico de medias para la concentracion de polifenoles
con el intervalo de confianza en cada caso. Este comportamiento es propio de la
variabilidad en la produccion de estos metabolitos por la planta, en los diferentes
estados fenolégicos. Obsérvese que los lotes 1 y 2, que se corresponden con el
estado fenolégico de fructificacion muestran la mayor concentracion de estos
metabolitos. Esta variabilidad es consecuencia, ademas, de la influencia de las
precipitaciones, la temperatura, la humedad y el ciclo solar de la zona donde se
encuentra la poblacion de la cual se colecta la droga cruda para la preparacion de
los extractos.

La metodologia 30 con el nivel de confiabilidad utilizado para este estudio, permite
asegurar que, el 95% de las veces que el extracto blando de tamarindo sea preparado
por este método, en las condiciones experimentales descritas, los valores de cada

uno de los parametros se encontraran entre los limites mostrados en la tabla VIII.

La metodologia 30 con el nivel de confiabilidad utilizado para estos analisis, permite
asegurar que, los valores de cada uno de los parametros mostrados en la tabla VI,

se alcanzaran el 95% de las veces que el EBT sea preparado por este método.

[11.1.4 Contenido de elementos minerales del extracto blando de Tamarindus

indica L.

Los elementos cuantificados con la técnica de ICP en el extracto blando de
tamarindo se muestran en la tabla IX. Este analisis permiti6 determinar elementos
que aparecen referidos en la literatura, como integrantes de diferentes mecanismos
reguladores del equilibrio redox celular. Entre los mas importantes en este sentido,
se encuentran el cobre, cinc, niquel y selenio (Khanzada y col., 2008).

Se destacan altos valores de selenio, cobre y en especial de cinc, por tratarse de
elementos de especial relevancia en el equilibrio redox de los organismos vivos. La

composicion acidica, rica en acido tartarico, citrico y en vitamina C (El Siddig,
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Figura 3. Grafico de medias para la concentracién de polifenoles de los 10 lotes de

extracto blando de tamarindo, con el intervalo de confianza.

Tabla IX. Concentracion de microelementos en el extracto blando de las hojas de
tamarindo. (n=3)

Elemento ¢, Fe Se Mo C Ni Mn C V Zn Pb Cd

ppm 12235 233.14 68.24 136 1039 4.75 30.25 3.10 1.95 126.25 10.26 2.08




2007); la presencia  de microelementos como niquel, cinc, selenio y cobre
(Escalona y col., 2010°), la riqueza de polifenoles y flavonoides (Dehesa, 2006;
Escalona y col., 2010°); la presencia de acidos grasos como el oleico y el palmitico
(Escalona y col., 2010°), y potencian la actividad antioxidante del fitocomplejo del

extracto blando del tamarindo.

[11.1.5 Huella espectral UV

La figura 4 presenta la huella espectral del extracto blando de tamarindo en la regién
UV. En esta region se identificaron tres picos de absorcion caracteristicos. El primero
entre 201 y 203 nm, el segundo entre 272y 274 nm y el tercero de 323 a 327 nm.

La huella espectral UV o “fingerprint” de un extracto vegetal, es una caracteristica
distintiva de este. La intensidad de la absorcion en cada uno de los picos
identificados, puede emplearse como un indicador adicional para evaluar la
efectividad del proceso extractivo, asi como la conveniencia de las condiciones del
método de concentracion del extracto fluido durante la preparacion del extracto
blando. La utilizacion de la huella espectral, conjuntamente con el resto de los
parametros estudiados, permitira garantizar la integridad de este producto herbario
libre de etanol, como un nuevo Ingrediente Farmacéutico Activo para la elaboracion

de formas farmacéuticas liquidas y solidas.
[11.2 Preformulacion de las tabletas de Tamarindus indica L

La eleccion en este trabajo de desarrollar alternativas terapéuticas sélidas, responde
fundamentalmente a la mayor estabilidad de las mismas, a la facilidad de su
utilizacion y a la versatilidad que se puede lograr en el proceso de formulacion de

estas formas farmacéuticas.

[11.2.1 Evaluacién de interferencias de los excipientes en el método de

determinacién de polifenoles en las mezclas binarias

La aplicacion del método de Folin Ciocalteu (BP, 2010) a las soluciones de todos los

excipientes, mostro lecturas de absorbancia igual a 0 durante 24 horas a la longitud
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Figura 4. Huella espectral del extracto blando de las hojas de tamarindo en la region
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de onda de 700 nm. Esta observacion se repitié para cada uno de los excipientes por
separado y para la mezcla de todos los excipientes sin adicion del EBT.

Al afadir a la mezcla de todos los excipientes con el EBT el reactivo de Folin
Ciocalteu, seguido de la solucion basica, se produjo rapidamente una coloracion azul
violeta, que al medir en el espectrofotometro, utilizando como blanco la mezcla de
excipientes sin adicion de EBT dio una absorbancia igual a 0.113.

La figura 5 muestra la curva obtenida en el analisis de regresion de la absorbancia de
las muestras de EBT en presencia de los excipientes, con relacion al volumen de
extracto blando afadido, asi como los estadigrafos que la validan. Como puede
observarse, la absorbancia de la mezcla de excipientes, que funge como placebo, no
absorbié a esta longitud de onda. El valor de R? superior a 0.999, mostré que este
meétodo permite cuantificar polifenoles en el EBT, en presencia de los excipientes que
conformaran la tableta, sin interferencias. El intervalo de confianza del intercepto ( -
0.0157- 0.00513), incluy6 el valor 0, lo que demostré la proporcionalidad de la
respuesta en presencia de los excipientes. El test de Cochran mostré un p-valor igual
a 0.3667, indicando homocedasticidad de la respuesta (absorbancia) en todos los
niveles de concentracion ensayados.

Con estos dos ensayos se demostré6 que los excipientes no reaccionan con el
reactivo de Folin Ciocalteu en las condiciones ensayadas. Por tanto se puede medir
sin interferencias, la concentracion de polifenoles en el extracto blando en presencia
de los excipientes, y el método puede aplicarse, ademas, para la cuantificacién de
polifenoles en los estudios de preformulacion realizados al EBT y las mezclas

binarias con los excipientes (Adeneye y Brittain, 2008).

[11.2.2 Evaluacién de las mezclas binarias

El color y el olor de cada una de las mezclas binarias luego de 30 dias de tratamiento
a 30°C se mantuvo con la misma frescura del extracto blando tratado individualmente
a esta temperatura. Se mantiene una coloracion marrén uniforme, con un olor
agradable a la fruta madura, caracteristico del extracto blando recién preparado, lo
que puede interpretarse como un indicador de la estabilidad de cada una de las

mezclas ensayadas a esta temperatura.
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En las mezclas estudiadas a las temperaturas de 45°C y 60°C se observd un
oscurecimiento del color marréon y el olor se torné acidico. Este oscurecimiento se
observé también en el EBT tratado individualmente a las mismas temperaturas; ello
sugiere que esta ocurriendo un proceso de degradacidn que puede atribuirse,
preliminarmente a la oxidacion y/o la polimerizacion de los polifenoles presentes en el

extracto.

[11.2.2.1 Influencia de la temperatura en las mezclas binarias

Se obtuvo para las seis mezclas excipiente- EBT ensayadas, a la temperatura de
30°C valores de concentracion de polifenoles entre 96.03 y 100.56% después de 30
dias de estar mezclados intimamente (Figura 6).

Este resultado muestra muy poca variabilidad en la concentraciéon de polifenoles a
esta temperatura, y la diferencia de concentracion de polifenoles es muy baja. Ello
puede atribuirse a la sensibilidad del método espectrofotométrico, teniendo en cuenta
que en el extracto blando de tamarindo, 0.95 mg de polifenoles equivale a un 1%,
entonces puede asegurarse que la concentracion de polifenoles se mantiene estable
en las mezclas a este valor de temperatura.

A temperaturas de 45°C y 60°C (Figuras 7 y 8) se observd una importante
disminucion de las concentraciones de polifenoles en las mezclas y en el extracto
blando de tamarindo tratado individualmente. Esta disminucion en la concentracion
de polifenoles sugiere que el oscurecimiento de las mezclas, podria estar
relacionado con procesos de oxidacion o de polimerizaciéon de los fenoles y taninos,
produciendo compuestos que no reaccionan con el reactivo de Folin Ciocalteu en el
EBT, y no a posibles interacciones del EBT con los excipientes ensayados (Tourifio y
col., 2008). Este efecto es mucho mas intenso cuando el EBT es tratado a 60°C.

Otro elemento que sugiere que son los polifenoles los responsables del
oscurecimiento de las mezclas, es que el proceso también ocurre al EBT tratado
individualmente a las mismas temperaturas, y por otra parte, que la concentracion de
polifenoles no se afecta cuando los excipientes se encuentran en solucion acuosa
conjuntamente con el EBT, medio en el que los procesos fisico quimicos ocurren con
mayor facilidad (Sbarbati, 2000; Gibson, 2005; Adeyeye y Brittain, 2008).
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Figura 6 Comportamiento de la concentracion de los polifenoles en las mezclas
binarias tratadas a la temperatura de 30°C durante de 30 dias.
Leyenda: EBT extracto blando de tamarindo, MCC celulosa microcristalina, LM lactosa

monohidratada, CCS croscarmelosa soédica, PVP polivinilpirrolidona, EM estearato de

magnesio Ae diéxido de silicio coloidal.
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Figura 7. Comportamiento de la concentracion de los polifenoles en las mezclas
binarias tratadas a la temperatura de 45°C durante de 30 dias.

Leyenda: EBT extracto blando de tamarindo, MCC celulosa microcristalina,

LM lactosa

monohidratada, CCS croscarmelosa soédica, PVP polivinilpirrolidona, EM estearato de

magnesio Ae didxido de silicio coloidal.
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binarias tratadas a la temperatura de 30°C durante de 30 dias.

Leyenda: EBT extracto blando de tamarindo, MCC celulosa microcristalina,

las mezclas

LM lactosa

monohidratada, CCS croscarmelosa soédica, PVP polivinilpirrolidona, EM estearato de

magnesio Ae diéxido de silicio coloidal.



[11.2.3 Andlisis térmico

Para corroborar las evidencias anteriores, se realizo el analisis térmico a un extracto
liofilizado de Tamarindus indica L, al que previamente se le determiné la
concentracion de polifenoles. En la figura 9 se muestra el termograma
correspondiente al extracto liofilizado. Se puede observar una pérdida de masa
(proceso endotérmico), desde que comienza el proceso de calentamiento. En una
primera etapa se pierden 3,59 mg (0,86%), esta pérdida a temperaturas tan bajas
puede ser consecuencia de la pérdida de una pequefa masa de aceites esenciales,
que pudo quedar fisisorbida dentro de la masa del extracto, en el que al aparecer los
primeros puntos calientes, se liberan con la absorcion de calor.

La segunda etapa de pérdida, también endotérmica, es propia de la disminucién de la
humedad del extracto (humedad libre fisisorbida dentro la masa del solido). Este
proceso ocurre hasta una temperatura de 42.5°C, donde comienza a ocurrir un
proceso exotérmico, asociado a un incremento de masa de 3.71 mg (0.89%). Este
proceso es debido, probablemente, a la formacion de una atmdsfera alrededor de la
muestra que puede estar constituida por la humedad que se ha liberado, por diéxido
de carbono y en el caso especifico de esta muestra, pudieran estar presentes
también en dicha atmodsfera, aceites esenciales y otras sustancias volatiles
(desorbidas a estos valores de temperaturas, véase que son bastante bajos). Todos
estos compuestos pueden propiciar procesos oxidativos.

A continuacién ocurre otro proceso endotérmico, en el cual la muestra libera toda la
humedad que posee, llegando hasta una temperatura de 82.5°C. La pérdida de masa
se detiene y coincide con el valor de humedad del extracto una vez seco 17.44 mg. El
grafico ATD confirma las observaciones realizadas, una gran endoterma desde 0
hasta 52.5°C, y a este valor de temperatura se verifica un proceso exotérmico,
coincidente con la ganancia de masa observada en la curva termogravimétrica, y a
partir de 57.7°C se verifica una nueva ganancia de energia, hasta que el extracto de
tamarindo no pierde masa.

Una vez terminado este estudio, se realizé la determinacion de polifenoles y se
verificd la pérdida de concentracion de estos metabolitos en el extracto liofilizado de

tamarindo, resultando la recuperacién de polifenoles de solo un 23%. Esto obedece a
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Figura 9. Termogramas del extracto liofilizado de Tamarindus indica L.

Se observa la ganancia de masa igual a 0.89%, a la temperatura de 42.5°C. ATD, analisis

térmico diferencial, TG, analisis termogravimétrico.



que el extracto seco se sometid a una temperatura de 80°C-100°C, que afecto la
concentracion de estos metabolitos.

Este estudio aporté mas evidencias sobre la inestabilidad del EBT al ser sometido a
la accidén de la temperatura, lo que sugiere que la causa de la disminucion de la
cantidad de polifenoles en las mezclas binarias y del extracto blando de tamarindo
tratado térmicamente a 45 y 60°C, se debe a procesos oxidativos en los que
intervienen los polifenoles, y probablemente, otras sustancias oxidables presentes en
el extracto. Por tanto la temperatura para todos los estudios utilizando extractos de la
hojas de tamarindo, deberan ser inferiores a los 42.5°C.

La complejidad de la composicién de los extractos vegetales, hace muy dificil el
establecimiento de un criterio definitivo acerca de su estabilidad, y sobre la
ocurrencia de posibles interacciones con los excipientes seleccionados para una
formulacion.

Blasco y col. (2005) refieren, que el método de Folin Ciocalteu cuantifica de forma
general, las sustancias oxidables presentes en un sustrato, mas alla que la mera
presencia de polifenoles, como generalmente se ha tratado. Este método ha sido un
criterio extensamente utilizado en la practica farmacéutica, tanto para estudios de
estabilidad como para la cuantificacion de polifenoles en extractos naturales (e;.
Vimang, polvo materia prima), en el desarrollo de tabletas tanto para los estudios de
estabilidad como para el control de la calidad (Tabletas Vimang 600 mg, Registro
CECMED N-06-188-HMO, y Tabletas de anamu 600 mg, Registro CECMED N-04-
182-HLO), y aparece como el método de eleccion en la farmacopea britanica (BP,

2010) para la cuantificacion de polifenoles en productos naturales.

[1l.2.4 Cromatografia de capa delgada

La necesidad de evidencias que permitieran establecer un criterio de estabilidad del
EBT en toda su complejidad y no referido a un solo componente, como es la
determinacion de polifenoles, condujo a la utilizacion de la cromatografia de capa
delgada, para establecer posibles patrones que permitieran comparar de forma
cualitativa, la estabilidad quimica del EBT.

En la figura 10 se presentan los cromatogramas realizados al extracto blando de
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tamarindo tratado a temperaturas de 30°C, 45°C y 60°C. Los valores de Rf obtenidos
para cada mancha en cada tratamiento realizado se presentan en la Tabla X.

El extracto blando a temperatura de 30°C, mostré tres manchas bien definidas a
valores de Rf de 0.63, 0.71 y 0.85. En cambio el extracto tratado a 45°C mostré una
unica mancha, bien ancha, que presenta tres zonas superpuestas, no completamente
definidas a un valor de Rf de 0.74 con una pequefa cola (Figura 10). Esta es una
evidencia de que a esta temperatura, ha ocurrido un cambio en el EBT,
probablemente asociado a la aparicion de compuestos de degradacion, que no se
separan completamente en las condiciones cromatograficas empleadas. El extracto
blando de tamarindo tratado a 60°C presenté una larga cola, desde el punto de
aplicacion y una mancha alargada y oscura en un valor de Rf de 0.67. Estos cambios
en los cromatogramas indican la ocurrencia de un proceso degradativo causado por
la temperatura (Pachaly, 1994; Adeyeye y Brittain, 2007).

Estos resultados permiten afirmar que la temperatura posee un marcado efecto en la
estabilidad del extracto y sus preparaciones, degradandose el mismo desde los 45°C
donde comienza a disminuir la resolucion en los cromatogramas, con la aparicion de
colas y la superposicion de manchas a 45°C, las que no se separan en la placa a los
60°C.

La combinacién en el estudio de estabilidad del EBT y de sus mezclas binarias,
utilizando el método de Folin Ciocalteau, ya no solo como indicador de la cantidad de
polifenoles, sino como un “indice de la capacidad antioxidante total” (Blasco y col,
2005) del extracto blando de tamarindo y sus preparaciones, con la técnica de
cromatografia de capa delgada, constituye una herramienta indispensable para

realizar los estudios futuros de estabilidad de la formulaciéon de tabletas.

[11.2.5 Propiedades fisico mecanicas de los granulados preformulados

Los resultados obtenidos durante la caracterizacion de los granulados de las tres
formulaciones estudiadas en la etapa de preformulacion se presentan en la tabla XI.
Las tres formulaciones mostraron buenas propiedades de flujo y de compresibilidad,

con una humedad residual menor del 3%, dichas propiedades permiten que las tres

58



Tabla X. Resumen de los valores de los Rf obtenidos en los cromatogramas del

extracto blando de tamarindo tratado a diferentes valores de temperatura.

Manchas EBT (302C) EBT (452C) EBT (602C)
1 0.63 0.74 0.67
2 0.71 - -
3 0.85 - -

Acido EEBT 30°C EII3T 45°C EBT ﬁ-I]“-C
Cafeico
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Figura 10. Cromatogramas del extracto blando de las hojas de tamarindo
tratado individualmente a diferentes valores de temperatura por una semana.
Soporte Silica gel GF,s4, Sistema de solvente: N-butanol: acido acético: 2-propanol

(4.2:4, viviv), tiempo de desarrollo 2.5 horas, revelador luz UV 254 nm.



Tabla Xl. Parametros de calidad evaluados a los granulados de las tres
formulaciones preliminares evaluadas. Se reporta el valor medio con la desviacién

estandar entre paréntesis.

Formula IC RH Vf Ar TP HR
(%) (g/cm’.s) () (um) (%)
1 ®15.95 1.19 “7.68 3589 P50590  "2.81
(0.59) (0.01) (0.37) (0.58) (2.14) (0.07)
2 16.23 1.19 ®3.33 3410 ?557.96  *2.61
(0.06) (0.09) (0.17) (0.42)  (11.30)  (0.06)
3 12.92 ®1.15 ?9.38 ©30.55 3537.73 .39
(1.25) (0.02) (0.15) (0.43) (4.27) (0.16)
F 9.87 9.34 9.42 14.13 37.71 38.40
p 0.0127  0.0144 0.0141  0.0054 0.0004  0.0004

F prueba F de Fisher, p probabilidad, a =0.05, n=5
IC indice de compresibilidad, RH indice de Hausner, Vf velocidad de flujo, Ar angulo de
reposo, TP tamafo de particula, HR humedad residual.

Letras diferentes en igual columna indican diferencias significativas; p<0.05



formulaciones puedan ser utilizadas en un proceso de fabricacién de comprimidos de
acuerdo con la literatura especializada (Vila, 2000; Gibson, 2004; USP, 2007).

Por otra parte, el analisis estadistico mostré diferencias significativas entre las
medias de las tres formulaciones en todas las variables respuestas. El indice de
Hausner y el indice de compresibilidad de la tercera fueron diferentes
estadisticamente del resto de las formulaciones, siendo la tercera la que presentd los
mejores valores de estas propiedades (USP, 2007).

En la formulacion 2 se alcanzé una mayor humectacion de la masa del granulado, lo
que trajo como consecuencia un mayor tamafo de particula de los granulos. Este
hecho se asocia un empaquetamiento mas abierto de la masa de granulado que se
reflejo en un indice de compresibilidad mas alto, y en una mayor fluidez comparada
con la formulacion 1, aunque la fluidez de ésta result6 menor que la formulacién 3.
Esta diferencia en el flujo es el resultado de la influencia de la humedad residual,
siendo este parametro menor en la formulacién 3, que hace al granulado menos
cohesivo y por tanto, que fluya mejor. La menor humedad residual en la formulacién 3
podria ser el resultado de un mejor proceso de secado y por tanto de una mejor
consolidacién del granulado.

El tamano de particula de las formulaciones 2 y 3 fue homogéneo, pero la
formulacion numero 2 presenté un mayor valor de humedad residual. La distribucion
del tamafo de particula en las tres formulaciones fue normal (p>0.05) de la prueba
de Kolmogorov-Smirnov (Mongomery, 2000).

En general de las tres formulaciones la tercera mostré las mejores propiedades de
flujo y compresibilidad (menor valor de indice de compresibilidad, indice de Hausner
y angulo de reposo y mayor valor de velocidad de flujo) probablemente como
consecuencia de una menor humedad residual y de un tamafio de particula mas

homogéneo.

[11.2.6 Propiedades tecnolodgicas de las tabletas preformuladas

La tabla Xl muestra los valores de los parametros de calidad determinados en las
tabletas para cada formulacion. El analisis de la dureza mostro la no existencia de

diferencias estadisticas significativas entre las medias de las tres formulaciones.
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Tabla XIll. Propiedades tecnoldgicas de las tabletas de Tamarindus indica L.
obtenidas durante la etapa de preformulacion. Se reporta el valor medio con la

desviacion estandar entre paréntesis.

Dureza Friabilidad Tiempo de Altura Masa
Formul (Kg/F (%) desintegracio (mm) promedio
a Monsanto) n (%)
(min.)

°5.76 (0.06) 20.86 (0.04) °13.67(0.58) 25.93(0.02) 2595.62 (6.35)

°5.92 (0.61) 20.89 (0.05) 215.67 (0.58) P5.67(0.02) 2589.43 (8.58)

0.17 5.53 4.66 652.17 2.45

1
2
3 5.85(0.03) ?0.74 (0.04) ®13.67 (0.58) °5.45(0.03) 3597.75 (7.14)
F
p

0.8492 0.0435 0.0061 0.0000 0.0580

F prueba F de Fisher, p probabilidad, a =0.05, n=5

Letras diferentes en igual columna indican diferencias significativas; p<0.05



Aunque la dureza aumenta en el orden 1< 3 < 2, todos los valores se clasifican como
BUENOS segun la literatura especializada (Lieberman y Lachman, 1981; Adeyeye y
Brittain, 2008). La formulacién 3 mostré el menor valor de friabilidad, siendo
significativamente diferente del resto de las formulaciones.

El comportamiento de las variables friabilidad y tiempo de desintegracion, con
relacion a la dureza de las tabletas se muestra en La figura 11. El tiempo de
desintegracidon se mantuvo constante para valores de dureza por debajo de 5.85
(Kg/F Monsanto) y aumentd para valores superiores; esto esta determinado por el
incremento de la dureza vy la disminucion de la cantidad de desintegrante en la
formulacion 3.

Se obtuvieron bajos tiempos de desintegracion en todas las formulaciones, elemento
muy favorable en una tableta, pues de forma general, mientras mas rapido desintegra
una tableta mas tempranamente comenzara la accion del farmaco, aunque no
siempre es posible establecer esta correlacion (CDER, 1997). Se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre las formulaciones 1y 3 con relacién a la 2
(Tabla XII).

La figura 12 evidencia que en el centro de adicion del desintegrante (4.0%), los
valores de dureza y tiempo de desintegracion son mas altos que en los extremos.
Ello pudiera estar relacionado con una mayor dureza de esa formulacion, por lo que
para su optimizacién futura, se debera tener en cuenta esta observacion.

La masa promedio mostré homogeneidad en las tres formulaciones. Sin embargo, se
encontraron diferencias significativas en la altura de las tabletas para las tres
formulaciones. Esto se atribuye probablemente, a las diferencias que se producen en
el llenado de la matriz, debido a la desigualdad en el empaquetamiento, producidas
por una mayor friccion interparticular, elemento demostrado en las diferencias del
angulo de reposo y la velocidad de flujo de los granulados de cada formulacion
(Lieberman y Lachman, 1981; Iraizoz y col, 1992).

La friabilidad se mantuvo en todos los casos por debajo del 1% y con muy poca
variabilidad como consecuencia del aumento de la dureza, siendo mayor en la
formulacion 2, como consecuencia de granos mas grandes, que comprimen con una

mayor irregularidad superficial y producen mayor friabilidad.
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tabletas de Tamarindus indica L. durante la experimentacién preliminar.
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[11.3 Formulacién de las tabletas de Tamarindus indica L.

[11.3.1 Evaluacion de la calidad de los granulados

En la tabla Xlll se presenta la matriz de resultados del disefio de mezcla D-optimal
para la evaluacion de las propiedades fisico-mecanicas de los granulados. Para
validar el ajuste de los modelos matematicos encontrados para cada variable
respuesta, se verifico6 que los datos de cada una de ellas provenian de una
distribucién normal (p>0,05, prueba de Kolmogorov —Smirnov, tabla XIII).

Se utilizaron como criterios para la seleccion de los modelos, los coeficientes de
determinacion ajustados (R?) y su relacién con la bondad de prediccion (el coeficiente
de determinacion predicho (R? predicho o Q?), no debe haber una diferencia mayor
de 0,3 entre R? y Q?) (Gabrielsson y col., 2002), la significacion del modelo (bondad
de ajuste con p< 0,05), la suma cuadrada de los residuos predichos (PRESS, debe
ser la menor entre los modelos propuestos), y la significacion de las pruebas de la
pérdida de ajuste (LoF) y el test de Durbin-Watson (DW) con , p> 0,05. Esta ultima
prueba (DW) fue evaluada con el software StatGraphics Plus 5.1 (StatEase Co. MA.
USA), para comprobar la correlacion de los residuos, pues la existencia de
correlacion residual, indica que existe otro modelo, que puede explicar mejor la

variabilidad de la respuesta (Cooks y Weisberg, 1986; Ericsson y col., 1998).

111.3.1.1 indice de compresibilidad

Las propiedades de flujo y compresibilidad son criticas cuando se trabaja con
formulaciones sdlidas de productos naturales. Los granulados preparados con
extractos fluidos y blandos, asi como con extractos vegetales secos, generalmente
tienen muy mala fluidez, son higroscopicos y comprimen con dificultad (Sharapin,
2000; Lira y col., 2005).

El indice de compresibilidad o de Carr es un indicador de la facilidad que posee una
masa de polvos o granulados para asentarse por su propio peso y esta en funcion de
la relacion entre sus densidades aparentes de vertido y de asentamiento (Carr, 1965,
Lieberman y Lachman, 1981; Gibson, 2005). Aquellos polvos con un indice de
compresibilidad menor de 10 poseen una excelente compresibilidad, los que tienen

este indice entre 11 y 15 poseen buena compresibilidad y asi sucesivamente hasta
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Tabla XllII. Matriz de resultados donde se presentan datos de la evaluacion de la

calidad de los granulados. Se informa el valor medio  la desviacién estandar.

No. IC (%) RH Vf Ar (2) HR (%)
1 22,22+123 1.29+0,04 8.11+1,32 30,26(1,26) 1,98 (0,04)
2  2255+126 1.29+0,07 8.10+1,45 29,90(0.98) 1,98 (0,05)
3 2365+139 131+007 7.95+123 31,21(1.25) 1,98 (0.09)
4 2258+1,40 129+0,08 815+1,19 31,58(1.56) 1,97 (0,11)
5 2322+125 130+0,09 808+134 27,12(1.47) 1,97(0,10)
6 21,98+151 1.28+0,08 8.12+0,98 28,89(1,22) 1,99 (0.05)
7 19,12+1,60 1.24+0,09 8.73+1,38 2552(0,98) 1,99 (0,26)
8 21,12+163 127+0,08 8.62+1,21 32,13(1,23) 1,97 (0,13)
9 21,85+125 1.28+0,07 8.41+156 24,65(1,77) 1,99 (0,19)
10 22,91+135 1.30+0,09 8.11+1,27 30,90(1,91) 1,99 (0,20)
11 23,05+126 1.30+0,09 8.14+0,98 30,33(2,01) 1,99 (0,13)
12 22,25+157 129+0,07 8.19+1,15 27,36(1,11) 1,97 (0,14)
13 19,01+1,62 123+0,20 8.85+1,18 24,65(0,74) 1,97 (0,18)
14 23,54+1,02 131+0,06 7.99+1,37 30,25(1.27) 1,98(0,22)

K-S 0.1944 0.1762 0.2059 0.2205 0.2236

K-S, p valor de la prueba de Kolmogorov —Smirnov. IC, indice de compresibilidad; RH,
indice de Hausner; Vf, velocidad de flujo; Ar, angulo de reposo; HR, humedad residual
n=3.



38, en intervalos de 5, le continuan propiedades regulares, aceptables, pobres y muy
pobres (USP, 2007).

La compresibilidad de los polvos y granulados, asi como otras propiedades
reoldgicas depende de la forma de las particulas, de su tamafo y distribucién, asi
como de la densidad de las mismas (Shekunov y col., 2007). El andlisis del disefio de
experimento mostré que el indice de compresibilidad se ajusté a un modelo cubico
que explica el 99,11% de la variabilidad de esta propiedad y puede predecir el
89,43% de la misma (Tabla XIV). EI modelo no presento falta de ajuste significativa,
con p>0,05 y no se encontrd correlacion residual con un 95% de confiabilidad. En
consecuencia puede afirmarse que este modelo es el mejor predictor de esta
variable, aspecto que se valida con el pequefio valor de PRESS obtenido.

La figura 13 presenta la influencia de cada excipiente sobre la variable indice de
compresibilidad. El excipiente que presenté mayor influencia sobre esta variable fue
la polivinilpirrolidona, encontrandose los menores valores de indice de
compresibilidad aproximadamente en el centro de adicion (5,56%), seguido por la
celulosa microcristalina, y luego la lactosa monohidratada, ambas con similar
comportamiento, pero en ambos casos los menores valores se encontraron en el
limite superior de adicion de estos excipientes.

Este efecto se debe a que la celulosa microcristalina posee propiedades aglutinantes
que coadyuvan conjuntamente con la polivinilpirrolidona a la obtencion de granulos
mas esféricos. A este efecto se suman las buenas propiedades de la lactosa
monohidratada como excipiente de compresion directa, lo que permite formar un
granulo mas esférico que fluye y se empaqueta muy bien por su propio peso
(Lieberman y Lachman, 1981; Iraizoz y col., 1992).

En la tabla XIV puede observarse que existen fuertes interacciones entre la
polivinilpirrolidona y los otros dos excipientes estudiados. El coeficiente de la
interaccion LM*MCC*PVP es el mayor de todos y posee signo negativo, lo que
implica que dicha interaccién es la que mas favorece la disminucion del indice de
compresibilidad. Este es un hecho muy poco informado en la literatura, donde se
plantea que las interacciones de tercer orden son raras veces significativas (Ericsson
y col., 1998; Montgomery, 2000).
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Tabla XIV. Resumen de los criterios estadisticos de los modelos ajustados para
cada una de las variables respuestas, en la evaluaciéon de las propiedades fisico

mecanicas de los granulados en el proceso de optimizacion

Estadistico IC RH Vf Ar
Modelo Cubico Cubico Lineal  Inverso(1/VAr)
R’ Ajustado 0,9911 0,9384 0,9402 0,5286
Q’ 0,8943 0,8170 0,9234 0,3609
PRESS 2,8633 0,0111 4,0707 0,0006
Falta de ajuste (p-valor) 0.2711 0.5667 0.4120 0.4993
Bondad de ajuste (p-valor) <0,0001 0,0003 <0,0001 0,0064
Durbin — Watson (p-valor) 0,2354 0,3698 0,0879 0,0587
Magnitud de los efectos e interacciones
LM 7,87 -0,03 7,29 0,038
MCC -72,08 -6,18 7,93 0,042
PVP 9,70 0,35 15,47 0,028
LM*MCC 170,26 15,11 - -
LM*PVP 60,57 5,17 - -
MCC*PVP 215,38 16,60 - -
LM*MCC*PVP -246,90 -21,01 - -
MCC*PVP*(MCC-PVP) 97,59 6,22 - -

Nota: coeficientes significativos (95 % confiabilidad) de los modelos ajustados, expresados en seudo
componentes. IC, indice de compresibilidad; RH, indice de Hausner; Vf, velocidad de flujo; Ar, angulo
de reposo. LM lactosa monohidratada, MCC celulosa microcristalina, PVP polivinilpirrolidona.
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Figura 13. Comportamiento del indice de compresibilidad de los granulados en

funcion de la variabilidad de cada uno de los excipientes en la formulacion.



Desde el punto de vista tecnoldgico, la causa probable de este comportamiento
reside en que la celulosa microcristalina también posee propiedades aglutinantes y
en el EBT estan presentes sustancias resinosas, carbohidratos (aproximadamente
1.2%) y otros metabolitos que pueden formar peliculas rigidas, ademas de las que se
forman con la polivinilpirrolidona. Todo esto contribuye a que el granulado sea mas
duro y firme, tienda a ser mas esférico, y por ello, mas compresible (Rowe, 2009).

La evidencia del efecto de estas sustancias en el extracto se ha observado
durante el proceso de obtencion de un extracto seco a partir del extracto blando,
utilizando solamente lactosa monohidratada y diéxido de silicio coloidal, donde se ha
obtenido un grano esférico y duro, con buenas propiedades de flujo y

compresibilidad.

111.3.1.2 indice de Hausner

El indice de Hausner es un parametro que proporciona criterios acerca de las
propiedades de flujo y compresibilidad de polvos y granulados. Aquellos que se
encuentran cercanos a uno muestran una excelente fluidez y compresibilidad como
consecuencia de una mejor acomodacion, lo que es caracteristico de particulas
esféricas y distribuidas homogéneamente, que reducen su fricciéon y fluyen con
facilidad. Por el contrario, aquellos cercanos a 1.6 fluyen y comprimen mal (Gibson,
2004; USP, 2007).

El indice de Hausner se afecta por los mismos factores que el indice de
compresibilidad, y su calculo también es dependiente de las densidades (USP, 2007;
BP, 2010). El indice de Hausner en esta investigacion se ajusté a un modelo cubico
que explica el 93,84% de la variabilidad de esta respuesta y puede predecir el
81,70% de la misma (Tabla XIV). La prueba de bondad de ajuste presenté un p-valor
menor de 0,05 y no se encontrd significacion estadistica en la prueba de DW, que
mostré que no existe correlacion residual (p> 0,05). Este elemento permite afirmar
que el modelo ajustado obtenido es el mejor predictor del indice de Hausner en
funcién de las cantidades de excipientes empleados en este estudio.

El excipiente que mostré mayor efecto sobre esta variable fue la polivinilpirrolidona,

observandose (Figura 14) que del centro al limite inferior de la cantidad de este
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excipiente en la mezcla, disminuye el indice de Hausner o sea, se mejoran las
propiedades de flujo y compresibilidad. Sin embargo, tanto la lactosa monohidratada
como la celulosa microcristalina favorecen menores valores de indice de Hausner
cuando sus concentraciones en la formula estan en el limite superior de adicion. Esto
puede comprobarse en el modelo ajustado obtenido para esta variable. En los
coeficientes para estos dos excipientes tienen signo negativo, y ademas la
interaccion de ambos con la polivinilpirrolidona posee un fuerte efecto negativo (Tabla
XIV), que potencia el mejoramiento de esta variable (su disminucion) y por tanto
mejoran las propiedades de flujo y compresibilidad de los granulados de Tamarindus
indica L. Este resultado concuerda con el de otros autores que han investigado la
formulacion de tabletas con extractos naturales (Lira y col., 2005°). Se destaca el
hecho de la significacién de una interaccion de tercer orden, lo que no es comun en la
literatura (Montgomery, 2000; Ericsson y col., 1998), y que pudiera estar relacionada

con la presencia de los demas excipientes de la formulacion.

[11.3.1.3 Velocidad de flujo

La facilidad de una masa de polvos o granulados para fluir a través de las tolvas y
tuberias se expresa en Tecnologia Farmacéutica como la velocidad de flujo (lraizoz y
col., 1992; Gibson, 2005; USP, 2007). Una buena movilidad de la masa de
granulados en la fabricacion de tabletas es imprescindible para garantizar un correcto
llenado de la matriz durante el proceso de compresion de tabletas. Adicionalmente
garantiza que si ocurren paradas en un proceso productivo, o sencillamente por un
almacenamiento mas largo que lo habitual, la masa de polvo o granulado fluya por los
conductos y tuberias destinados al respecto, sin causar contratiempos (Lieberman vy
Lachman, 1981; Iraizoz y col., 1992).

La velocidad de flujo depende de la forma de las particulas, de su rugosidad, de las
cargas electrostaticas que se producen entre las particulas que conforman el fluido o
entre éstas y las paredes que la confinan (Lieberman y Lachman, 1981; Iraizoz y col.,
1992; Shekunov y col., 2007). Esta es una propiedad critica en granulados
preparados con extractos vegetales, que generalmente son higroscopicos, y fluyen y
comprimen mal (Sharapin, 2000; Lira y col., 2005%).
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Durante el proceso de experimentacion se observé que la velocidad de flujo se ajusto
a un modelo lineal (Tabla XIV), que explica el 94,02% de la variabilidad de ésta en
funcidon de las cantidades de los excipientes utilizados en la formulacion. Este modelo
puede predecir (Q%) el 92,34% de la variabilidad, con una magnifica bondad de ajuste
(p-valor <0,05) y un pequefio valor de PRESS.

De los tres excipientes estudiados la polivinilpirrolidona fue la que mostré mayor
influencia en esta propiedad, obteniéndose las mejores propiedades de flujo del centro
al nivel superior de adicion. La lactosa monohidratada y la celulosa microcristalina
tuvieron aproximadamente el mismo valor del efecto (Tabla XIV), y se encontré poca
diferencia numeérica entre los valores de velocidad de flujo obtenidos para todas las
posibles mezclas, si se observa desde el limite inferior al limite superior de adicion de
estos dos excipientes (Figura 15).

Los mayores valores de velocidad de flujo fueron obtenidos en el limite superior de
adicion de polivinilpirrolidona, pues al aumentar la cantidad de aglutinante se obtienen
granulos mas esféricos, disminuye la produccién de finos en los granulados, lo que
hace que los granulos fluyan muy bien. Sin embargo los valores de velocidad de flujo
obtenidos cuando la polivinilpirrolidona esta del limite inferior al centro de adicion
pueden considerarse como buenos (lraizoz y col., 1992), principalmente para un
granulado que contiene extractos vegetales, pues como aparece informado en la
literatura, estos materiales al secarse, casi siempre fluyen y comprimen mal
(Sharapin, 2000; Lira y col., 2005%; Souza y col., 2006).

111.3.1.4 Angulo de reposo

El angulo de reposo es otra medida utilizada en Tecnologia Farmaceéutica para
evaluar las propiedades de flujo de los polvos y granulados. Cuando un granulado
tiene valores de angulo de reposo menor o igual a 30° se considera que fluye
libremente, si este valor es superior a 40° se considera un flujo muy pobre. Mientras
mas cerca de 30° mejores seran las propiedades de flujo del granulado (USP, 2007).

Muchos factores afectan el angulo de reposo de un granulado. Al aumentar la
humedad residual del granulado, aumenta la cohesidon de los granos y esto tiende a

aumentar el angulo de reposo. Se plantea que a menor tamano de particula mayor
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sera el angulo de reposo, aunque esta relacion es mucho mas pronunciada para
tamanos de particula menores de 150 um (Lieberman y Lachman, 1981). La forma de
las particulas también afecta el angulo de reposo. A mayor esfericidad de los granos,
se propicia un menor rozamiento, menos cohesion y mejor fluidez. La cantidad de
aglutinante utilizado afecta el flujo de los granulados, por lo general su aumento
produce granos mas duros, esféricos y menos friables (Lira y col., 2005% Lira y col.,
2005P). También la produccién de particulas menores de 150 um (los llamados finos)
es menor y las propiedades de flujo se ven favorecidas (Danish y Parrott, 1981,
Lieberman y Lachman, 1981).

El angulo de reposo se ajusté a un modelo lineal inverso (1/VAr), con mal coeficiente
de regresion ajustado y mala capacidad de prediccion (solo un 36%, Tabla XIV), por lo
que este modelo no puede utilizarse para realizar predicciones. El excipiente que mas
influyé en la variabilidad de esta propiedad fue la polivinilpirrolidona (Figura 16).
Obsérvese que el eje Y se corresponde con 1NAr lo que implica que el menor valor
de angulo de reposo se obtuvo en el nivel mas bajo de adicion. Este hecho resulta
contradictorio (York, 1981) y podria explicarse porque la polivinilpirrolidona no es la
unica sustancia con propiedades aglutinantes en la formulacién, sino que la celulosa
microcristalina y la croscarmelosa sodica, también poseen propiedades aglutinantes y
contribuyen con el mejoramiento de las propiedades de flujo de los granulados.

Los valores de angulo de reposo obtenidos en todas las corridas experimentales,
clasifican las propiedades de flujo como buenas, segun la literatura especializada
(USP, 2007). Esto se atribuye, probablemente, al hecho de que los granos tienden a
ser mas esféricos, la masa de polvo mas homogénea y con buenos valores de

humedad, que hacen que la masa pueda fluir con facilidad.

[11.3.1.5 Humedad residual

La humedad residual no se ajust6 a modelo alguno y se mantuvo entre 1.90% y
2.00% en todos los granulados preparados. Estos valores de humedad estan dentro
de los valores referidos en la literatura como adecuados para granulados obtenidos
por granulacion humeda (Lieberman y Lachman, 1981). Esto permite la formacién de

un grano poco friable que contribuye a mantener la estabilidad del principio activo, y a
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una buena compactacién. Estos elementos permitiran obtener tabletas de
Tamarindus indica L. con buenas propiedades tecnoldgicas (Lieberman y Lachman,
1981; lraizoz y col, 1992).

[11.3.1.6 Tamafio y distribucién del tamafio de particula

El analisis por tamizado arroj6 como resultado que todos los granulados poseian una
distribucién normal del tamafo de particula. Se demostré durante el disefio que esta
propiedad es independiente de los excipientes utilizados. En la tabla XV se presentan
los resultados del analisis estadistico de la distribucion del tamano de particula de
cada uno de los granulados obtenidos. Todos los p-valores de la prueba de
Kolmogorov—Smirnov fueron superiores a 0,05, lo que indica la normalidad de la
distribucion de tamano de particula de todos los granulados.

Este es un elemento importante que permiti6 obtener propiedades de flujo y de
compresibilidad aceptables en todas las formulaciones ensayadas (USP, 2007), para
un proceso de compresion de un granulado preparado con un extracto natural. La
normalidad de una masa de polvos o granulados es mas importante que el propio
tamano de particula, pues permite que la masa del granulado a comprimir, se
acomode mejor cuando es sometida a la presion de compresion, obteniéndose
comprimidos uniformes, compactos y poco friables (Lieberman y Lachman, 1981;

Iraizoz y col., 1992).
[11.3.2 Evaluacion de la calidad de las tabletas

[11.3.2.1 Propiedades organolépticas

Las tabletas obtenidas en todas las corridas experimentales presentaron un color
carmelita claro, con pequefos puntos alargados carmelita oscuro, propios del EBT,
con un olor agradable a la fruta madura y un sabor acido caracteristico, debido a la
presencia de los acidos tartarico, citrico y ascorbico.

[11.3.2.2 Dureza

En la tabla XVI se presenta la matriz de resultados de la evaluacién de la calidad de

las tabletas. Se muestran soélo las variables respuestas estudiadas en el disefio.
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Tabla XV. Resultados de la evaluacion de la normalidad de la distribucion del
tamafio de particula de los granulados de Tamarindus indica L. durante el

proceso de formulacion y optimizacion.

No Xmedia (UM) DE K-S
1 545,26 9.69 0.2090
2 531,04 13.03 0.2812
3 567,28 14.15 0.2053
4 570,14 14.17 0.1753
5 524,54 9.01 0.3406
6 526,21 10.18 0.1761
7 530,10 11.36 0.3335
8 547,89 20.65 0.3113
9 578,99 14.83 0.2512
10 565,48 15.99 0.1958
11 580,14 8.81 0.2346
12 511,11 11.27 0.1902
13 522,29 9.91 0.1749
14 531,22 14.34 0.2435

K-S: p-valor Kolmogorov-Smirnov, DE desviacion estandar
(StatGraphics Plus v.5.1)
Tabla XVI. Matriz de resultados donde se presentan los datos de la evaluacién

de la calidad tecnolégica de las tabletas de Tamarindus indica L. en el disefio

experimental

No LM (%) MCC(%) PVP (%) Du (N) TD (min) Fr (%)
1 38.00 31.00 5.50 39,5+0,99 14,0+x1,14 0.74+0,06
2 38.00 30.00 6.50 42,0+0,98 12,5+1,25 0.57+0,09
3 38.38 30.25 5.88 39,5+0,87 10,0+1,13 0.82+0,05
4 38.00 30.00 6.50 43,5+0,84 12,5+1,33 0.65+0,08
5 37.00 31.00 6.50 42,5+091 12,0+£1,25 0.66+0,07
6 39.00 30.00 5.50 40,0+0,87 13,5+1,36 0.66+0,06
7 39.00 31.00 4.50 36,5+0,97 16,0+1,57 0.72+0,08
8 37.50 30.50 6.50 41,5+0,99 19,0+1,62 0.61+0,09
9 39.00 30.50 5.00 38,5+0,94 19,0+1,62 0.85+*0,04
10 37.00 31.00 6.50 44,5+0,92 14,0+x1,23 0.77+0,07
11 37.63 30.75 6.13 42,0+0,89 12,0+0,99 0.69+0,07
12 38.00 31.00 5.50 41,5+0,86 12,5+1,24 0.65+0,04
13 39.00 31.00 4.50 358+0,95 15,0+1,36 0.88+0,05
14 38.63 30.50 5.38 39,5+0,99 15,0+1,25 0.73+0,08

LM, lactosa monohidratada; MCC, celulosa microcristalina, PVP, polivinilpirrolidona;

Du, dureza; TD, tiempo de desintegracion; Fr, friabilidad



Los resultados de dureza mostraron un comportamiento lineal con relacion a la
cantidad de excipientes utilizados. La polivinilpirrolidona fue el excipiente que mas
influyé6 en la variabilidad de este parametro (Figura 17), aumentando con el
incremento de la cantidad de este excipiente en la formulacion. Ello puede estar
relacionado con el hecho de que al aumentar la cantidad de aglutinante se produce
una pelicula mucho mas gruesa, conformando una red muy rigida y mejor distribuida
en el seno de la tableta, permitiendo asi que se adhieran a ella mayor cantidad de
particulas solidas. Esto a su vez, puede contribuir a disminuir el tiempo de
desintegracion y mejorar la velocidad de liberacibn de los principios activos
contenidos en la formulacién. Este resultado coincide con lo informado por otros
autores que han estudiado la influencia de la cantidad de aglutinante y de
desintegrante en una formulacion con un alto contenido de un extracto vegetal de
Maytenus ilicifolia, observando que la dureza se hace dependiente de la cantidad de
aglutinante afiadido (Lira y col., 2005% Lira y col., 2005°).

Con relacién a la lactosa monohidratada, los valores mas altos de dureza se
encontraron en el limite inferior de adicion. La celulosa microcristalina practicamente
no mostro influencia alguna sobre esta variable.

La literatura plantea que una mayor cantidad de aglutinante en las tabletas tiende a
aumentar la dureza y el tiempo de desintegracion (Lachman y Lieberman, 1981), sin
embargo, esto dependera de otros factores como son: el tipo de desintegrante
utilizado y su mecanismo de accion (Zhao y Augsburger, 2005), la porosidad de la
tableta, y la cantidad y el tipo de lubricante utilizado en el proceso de compresion
(Sharma y Das Gupta, 2010).

Por estas razones, para la optimizacion de la formulacién de estas tabletas se debera
tener en cuenta este elemento, obsérvese que la importancia de la cantidad de
polivinilpirrolidona en la expresibn es mucho mayor que la de la celulosa
microcristalina y aun superior a la de la lactosa monohidratada. Sin embargo, hay que
considerar que el empleo de lactosa monohidratada en tabletas, generalmente
proporciona tabletas duras que desintegran rapidamente (Lieberman y Lachman,
1981; Ysimi, 2003).

La siguiente expresion matematica, representa el modelo ajustado para la dureza:
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Du= 0,33813 * LM + 52,34983* MCC + 244,03230* PVP Ecuacion (8)
R?Aj.=0,8396 Q*=0,7782 PRESS=17,93

El modelo ajustado obtenido explica el 84% de la variabilidad de la dureza en funcién
de la variabilidad de las cantidades de excipientes (R?), y guarda una adecuada
relacién con Q?, capaz de predecir el 77.82% de la variabilidad de esta propiedad. Se
plantea que mientras menor sea la diferencia entre R? y Q? mejor sera la capacidad
explicativa y predictiva del modelo, ello implica que la porcién de la respuesta no
explicada por él, sea muy pequena por tanto, mejor sera el modelo para la prediccion
en el proceso de optimizacion (Myers y Montgomery, 1995; Montgomery, 2000).

En la figura 18 se muestra el grafico de contorno estimado para la dureza, se aprecia
que los mayores valores de dureza se obtienen en el nivel superior de adicién de
polivinilpirrolidona y de celulosa microcristalina y en el nivel inferior de lactosa
monohidratada. Esto ocurre probablemente, porque la MCC posee también
propiedades aglutinantes que confieren a la tableta mayor dureza (lraizoz y col, 1992,
Rowe, 2009). En este sentido, debe mencionarse también, que la presencia de
carbohidratos en el EBT (1.2%) y por tanto, en las tabletas contribuye también a la

obtencion de tabletas de una adecuada dureza.

[11.3.2.3 Tiempo de desintegracion

El tiempo de desintegracion es el parametro de calidad mas importante que se evalua
a tabletas de rapida liberacién. La desintegracion de un comprimido es el paso inicial
del proceso de absorcion del principio activo contenido en este, y solo cuando
comienza la desintegracion es que se inician los demas procesos que ocurren para
que el farmaco alcance la circulacioén sistémica.

El tiempo de desintegracion de las tabletas de Tamarindus indica L. en todas las
corridas experimentales oscilé entre 10 y 19 minutos y solo en tres de ellas superé los
15 min., tiempo que proponen las farmacopeas (USP, 2007; BP, 2010) para tabletas
sin cubiertas. Este parametro puede afectarse por muchas causas, razén por la cual
el tecnologo debe observarlo cuidadosamente para asegurar una 6ptima calidad en la

formulacion final.
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Figura 18. Grafico de contornos para la dureza de las tabletas.
El recuadro indica el valor predicho (PRED) para dureza y para cada uno de los excipientes

en ese punto.
MCC, celulosa microcristalina; PVP, polivinilpirrolidona, LM lactosa monohidratada



El tiempo de desintegracion puede aumentar si se incrementa la fuerza de
compresién (Lieberman y Lachman, 1981; Oseki y col., 2002; Lira y col., 2005), si
disminuye la porosidad del comprimido (Lieberman y Lachman, 1981), segun el tipo
de agente desintegrante utilizado (Zhao y Augsburger, 2005) y si éste se encuentra
intra o extragranular (Lieberman y Lachman, 1981; Banker y Rhodes, 2002). La
cantidad y el tipo de lubricante utilizado, asi como posibles interacciones entre los
componentes de la formulacion de tabletas también pueden incidir sobre el tiempo de
desintegracion (Lira y col., 2005°). También lo afecta el hecho de que un excipiente
pueda actuar de varias maneras a la vez, dentro de una misma formulacion, como por
ejemplo la celulosa microcristalina (Iraizoz y col., 1992; Kumar y col., 2001; Rowe,
2009) y el dioxido de silicio coloidal (Rowe, 2009), presentes ambos en esta
formulacion.

El excipiente que mas afectd esta variable fue la polivinilpirrolidona, alcanzandose los
menores tiempos alrededor del centro de adicion (Figura 19), ocurriendo una gran
inflexion en ambos extremos. Este comportamiento indica que debera observarse con
cuidado la cantidad de este excipiente en la formulacién para lograr tabletas que
desintegren mas rapido.

Para este excipiente los menores tiempos de desintegracion se observaron cuando la
cantidad anadida a la formulacion se encontré del centro al limite inferior de adicion.
Este comportamiento esta relacionado con el hecho de que la polivinilpirrolidona
posee propiedades desintegrantes (Rowe, 2009), que actuan conjuntamente con la
croscarmelosa sodica cuando se humecta la tableta, y contribuye asi a disminuir el
tiempo de desintegracion.

El comportamiento de esta variable dependiente se ajusté a un modelo cubico que
explica el 80% de la variabilidad y puede predecir el 65.5% de la misma. La pérdida

de ajuste del modelo ajustado fue no significativa (F=2,01 y p=0,2549).

La expresion siguiente muestra la ecuacion del modelo ajustado para el tiempo de
desintegracion.

TD = 1,5x10°*LM + 2,1 x10°*MCC + 1,9 x10°* PVP - 7,2 x10”°* LM* MCC
-4 x10°*LM*PVP — 4,8 x10°*MCC* PVP + 9,6 x10®* LM*MCC*PVP ecuacion (9)

R? Aj.= 0,8057; Q*=0,6557; PRESS= 29,93
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Figura 19. Comportamiento del tiempo de desintegracion, en funcion de la
variabilidad de cada uno de los excipientes en la formulacion de tabletas de

Tamarindus indica L.



La figura 20 presenta el grafico de contornos para el tiempo de desintegracion. Se
observa que los menores tiempos de desintegracion se obtuvieron proximo al tercer
cuarto de adicion de aglutinante, o sea alrededor de 6% de polivinilpirrolidona. Este
resultado podria considerarse contradictorio, ya que con frecuencia una mayor
dureza puede aumentar el tiempo de desintegracion (Lieberman y Lachman, 1981);
sin embargo, como se ha evidenciado, la cantidad de aglutinante aumenta la dureza,
pero no afecta el tiempo de desintegracion, el que se mantiene dentro de los limites
establecidos en las farmacopeas (BP 2010; USP 2007) para tabletas sin cubierta.
Esta observacion coincide con los resultados de otros investigadores, que han
informado un comportamiento similar en investigaciones de formulacion de tabletas,
utilizando como principios activos extractos de otras plantas medicinales (Oseki y
col., 2003; Ysimi, 2003).

[11.3.2.4 Friabilidad

Los valores 6ptimos de friabilidad de tabletas sin cubiertas, deben estar por debajo
del 1% (USP, 2007; BP, 2010). La friabilidad en general, aumenta cuando ocurre el
defecto conocido como “decapado” de las tabletas, en presencia de un contenido de
humedad final por debajo del 1% o cuando las tabletas son demasiado blandas
(Lieberman y Lachman, 1981).

La polivinilpirrolidona fue el excipiente que mostré6 mayor influencia sobre la
friabilidad de las tabletas de Tamarindus indica L., obteniéndose los valores mas
bajos en el nivel superior de adicién (Figura 21). La lactosa monohidratada mostré un
comportamiento similar al de la polivinilpirrolidona, y un efecto contrario se evidencio
con la celulosa microcristalina, que aportd los valores mas bajos de friabilidad en el
nivel inferior de adicion.

Esta variable se ajust6 a un modelo lineal que explica el 73,12% (F= 14.96,
p=0,0007) de su comportamiento con relacion a las cantidades de los excipientes
estudiados y puede predecir el 68,23% de la variabilidad. El modelo ajustado no
presentdé falta de ajuste significativa (F=1,78, p=0,3012). Se demuestra
numeéricamente el efecto positivo (disminucion de la friabilidad) que producen la

lactosa monohidratada y la polivinilpirrolidona, en los signos negativos de los
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Figura 20. Grafico de contornos para el tiempo de desintegracion.

El recuadro indica el valor predicho (PRED) para el tiempo de desintegracion y para cada
uno de los excipientes en ese punto.

MCC, celulosa microcristalina; PVP, polivinilpirrolidona, LM lactosa monohidratada
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Figura 21. Comportamiento de la friabilidad de las tabletas de Tamarindus indica L

en funcion de la variabilidad de cada uno de los excipientes en la formulacion.



coeficientes de estos excipientes. La expresion del modelo ajustado para la friabilidad,

se muestra a continuacion:

Friabilidad = -0,002*LM + 0,034*MCC — 0,05*PVP Ecuacién (10)

R% Aj. 0,7312; Q%= 0,6823; PRESS=0,014

La figura 22 presenta el grafico de contornos para la friabilidad. Se evidencia que, los
menores valores de friabilidad se obtienen cuando las cantidades de lactosa
monohidratada y polivinilpirrolidona en la formulacion se encuentran entre 38.5-39%
y 6.0-6.5% respectivamente. Este comportamiento se debe a que la lactosa
monohidratada, normalmente produce tabletas duras y poco friables (Ysimi, 2003;
Rowe, 2009; Souza y col., 2009), y a este hecho se suma una mayor cantidad de
polivinilpirrolidona en la formulacién, lo que facilita la formacién de una tableta dura,
con particulas fuertemente adheridas a las peliculas que esta forma, y por ello pierden
muy pocas partes del material, lo que trae como consecuencia una baja friabilidad.
Otros elementos que coadyuvan a obtener tabletas poco friables son la adecuada
humedad residual y la homogénea distribucién de los tamanos de particula del
granulado (Souza y col., 2006; Souza y col., 2009), aspectos evidenciados en las

tabletas de Tamarindus indica L.

[11.3.3 Optimizacion y validacion de los resultados

El proceso de optimizacion de una formulacion, utilizando los disefos
experimentales, permite maximizar o minimizar las respuestas que mejor
representan el resultado que se necesita alcanzar, en funcion de los modelos
obtenidos para cada variable respuesta estudiada en el disefio experimental y
dentro de determinados limites o restricciones de la regidén experimental. La técnica
mas utilizada en los ultimos afos para resolver problemas de optimizacion en
Tecnologia Farmacéutica es quizas, el método de Myers y Montgomery (Myers y
Montgomery, 1995; Montgomery, 2000). Este es conocido como el método de
multiples respuestas o de Deseabilidad.

Para la optimizacion y seleccion de la mejor formulacion de tabletas de Tamarindus

indica L., se utilizé en esta investigacion el método de Myers y Montgomery, el cual
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Figura 22.Grafico de contornos para friabilidad de las tabletas de T. indica L
El recuadro indica el valor predicho (PRED) para la friabilidad y para cada uno de los
excipientes en ese punto.

MCC celulosa microcristalina PVP, polivinilpirrolidona, LM lactosa monohidratada



permitid reflejar el rango deseable para cada una de las variables respuesta en la
formulacion. Esta funcion ha sido utilizada con magnificos resultados en el proceso
de optimizacion de tabletas por otros autores, (Narendra y col., 2005; Fernandez y
col., 2008).

Para la aplicacion de la funcion de Deseabilidad en este trabajo, se utilizo el
software DX 6 (StatEase Co, USA). Se le asigné mayor peso a la disminucion del
tiempo de desintegracion, con una importancia de 5, y una menor importancia a la
disminucion de la friabilidad y la maximizacién de la dureza de las tabletas, a las
que se les asignd una importancia de 4. Como criterios para los intervalos
correspondientes a las cantidades de excipientes utilizados en la funcién, se tomo el
comportamiento de estas tres variables respuestas con relacién a las cantidades de
excipientes evaluadas en el disefio.

El software aporté una unica solucién (Figura 23), con un valor de Deseabilidad de
0,809, valor cercano a 1, y por tanto muy préximo a las condiciones deseadas. La
solucion calculada fue: lactosa monohidratada, 38,13%; celulosa microcristalina,
30,00%; y polivinilpirrolidona, 6,37%.

Con estos resultados, se procedié a la preparacion de tres formulaciones de tabletas
de Tamarindus indica L, utilizando la misma metodologia empleada anteriormente.
Se validé la solucién que aporto la funcion de optimizacion (Deseabilidad) a través
de una comparacion entre los valores predichos por la funcion y los observados en
las formulaciones elaboradas con las cantidades de excipientes predichas.

La tabla XVII muestra los valores de tiempo de desintegracion, dureza vy friabilidad
obtenidos una vez evaluada la calidad tecnologica de las tabletas con las cantidades
de excipientes aportadas por el modelo de optimizacion. Puede observarse que
para todas las variables, el valor predicho por el modelo se encontré dentro de los
limites de confianza observados en la practica.

Posteriormente, se procedid a evaluar el resto de los parametros de calidad de las
tabletas obtenidas en los tres ensayos adicionales y los valores de cada una de las
propiedades se muestran en la tabla XVIII.

El proceso de optimizacion permitio la obtencion de tabletas de Tamarindus indica

L, con una buena dureza, una baja friabilidad y un tiempo de desintegracién por
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Figura 23. Gréfico de rampas que representa la funcion Deseabilidad, en el proceso
de optimizacién de las tabletas de Tamarindus indica L.
MCC, celulosa microcristalina; PVP, polivinilpirrolidona, LM, lactosa monohidratada; Du,

dureza; TD, tiempo de desintegracion.

Tabla XVII. Comparaciéon de los valores predichos por el modelo de optimizacién, con
los valores observados en la preparacion de las tabletas de Tamarindus indica L,

con la formulacién aportada por el modelo optimizado

Propiedad Predicho Observado LI LS
Tiempo de desintegracion (min.) 10.0 9.83+1.04 8.79 10.87
Dureza (N) 42.12 43.17 £ 1.87 41.3 45.04
Friabilidad (%) 0.63 0.72+0.11 0.61 0.83

LI, limite inferior y LS, limite superior de la observacién (n=3)



Tabla XVIII. Propiedades tecnoldgicas de la formulacion de tabletas de Tamarindus

indica L optimizada, con la desviacién estandar

Propiedad UM Valor ( DE)
Masa promedio ug 597.23+4.73
Altura de la tableta mm 4.92 +0.04
Dureza Kg/F 43.17 +1.87
Friabilidad % 0.72+0.11
Uniformidad de contenido - Cumple
Tiempo de desintegracion Min. 10.00 £ 1.00
Cantidad de polifenoles x tableta % 3.44 £ 0.54
Humedad residual % 2.35+0.08

Los resultados se expresan como la media + la desviaciéon estandar (DE), (n=3)



debajo de 10 minutos, cumpliendo la formulaciéon con los requerimientos que para
esta forma farmacéutica, se establecen en los compendios oficiales (USP, 2007;
BP, 2010).

[11.3.4 Estudios de estabilidad en estante

Previo a los ensayos de estabilidad en estante, se realizaron estudios de estabilidad
acelerada a las tabletas de Tamarindus indica L. En este estudio se identifico la
influencia negativa de la luz, las temperaturas mayores de 42.5 °C y de la humedad
relativa en las propiedades tecnoldgicas y quimicas de las tabletas. Se establecio
ademas, que el mejor envase para el almacenamiento y conservacion de las
tabletas, es el de cloruro de polivinilo (PVC) de alta densidad, con tapa inviolable, ya
que protege a las tabletas de la influencia de la luz y de la humedad.

Los resultados de los estudios de estabilidad en estante realizados a las tabletas de
Tamarindus indica L, se muestran en la tabla XIX. En las condiciones de envasado
y conservacion utilizadas, las tabletas mantuvieron las propiedades organolépticas,
asi como las propiedades tecnoldgicas a lo largo de los dos afios de estudio.

La desviacion estandar de la dureza de las tabletas a los dos afios de estudio, incluyo
el valor de dureza a tiempo 0, y la friabilidad se mantuvo durante todo el tiempo por
debajo del 0,7%, elemento que concuerda con la literatura especializada, que exige
que sea menor de 1% (USP, 2007; BP, 2010).

Se ha informado que la variacion de la altura de las tabletas no debe ser superior a
5% de la altura establecida (altura a tiempo 0) (Lieberman y Lachman, 1981). La
altura de las tabletas de Tamarindus indica L mostr6 una tendencia a incrementarse
a lo largo del estudio. Hasta un tiempo de 18 meses, la altura promedio se mantuvo
por debajo del 5%. A los 21 meses el incremento llegd hasta un 5.88% y a los 24
meses a un 6.6%.

Este aumento podria estar relacionado con la absorcién de humedad por las tabletas
(Yoshioka y Stella, 2002) que fue de un 0,22% y produce un ligero hinchamiento de la
estructura de la tableta, provocando el aumento de la altura.

Este parametro debera estandarizarse para la produccién de tabletas a nivel

industrial, debiéndose realizar el estudio de los perfiles de compresién, para
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Tabla XIX. Resultados de los estudios de estabilidad en estante de las tabletas de Tamarindus indica L

Tiempo Dureza Masa Altura Tiempo de Friabilidad Humedad Fenoles
(Kg/f) promedio (mm) desintegracion (%) residual totales
(mg) (s) (%) (%)

0 5.46 (0.11) 599.98 (16.31) 5.61(0.15) 579 (29) 0.57 (0.10) 2.21(0.09) 3.37(0.38)
3 5.49 (0.21) 600.65(14.23) 5.62(0.12) 595 (33) 0.56 (0.14) 2.25(0.04) 3.34(0.21)
6 5.35(0.14) 601.44(15.41) 5.67(0.09) 560 (41) 0.65(0.19) 2.27(0.08) 3.30(0.14)
9 5.33(0.35) 601.94 (11.58) 5.69(0.19) 541 (29) 0.64 (0.17) 2.29(0.11) 3.25(0.09)
12 5.30(0.33) 602.14 (21.10) 5.72(0.17) 525 (23) 0.61(0.14) 2.33(0.11) 3.22(0.16)
15 5.30(0.41) 602.58(10.22) 5.79(0.17) 512 (37) 0.65(0.11) 2.45(0.09) 3.19(0.19)
18 5.27 (0.29) 603.31(14.75) 5.88(0.11) 501 (41) 0.72(0.12) 2.47(0.15) 3.13(0.19)
21 5.26 (0.23) 610.22 (19.54) 5.94(0.13) 495 (42) 0.75(0.15) 2.51(0.11) 3.06(0.12)
24 5.24 (0.30) 611.58(26.33) 5.98(0.09) 494 (47) 0.76 (0.21) 2.53(0.14) 3.01(0.21)

Los resultados se expresan como la media de los parametros informados * la desviacién estandar (DE), (n=3)



seleccionar la presion de compactacion a utilizar y establecer la altura adecuada,
como parametro para el control de la calidad.

El tiempo de desintegracién se mantuvo por debajo de 10 min en todo el periodo
estudiado. A los dos anos, este parametro fue menor que el determinado a tiempo 0.
Esto pudiera estar relacionado con el hecho de que, al aumentar la humedad residual
y la altura de las tabletas, los poros se ensanchan, facilitando la penetracion de los
liquidos y el hinchamiento de la croscarmelosa sddica, incidiendo en que las tabletas
desintegren con mayor facilidad.

La masa promedio de las tabletas aumentd en 11.82 mg en los dos afios de ensayo.
No obstante el valor medio de este parametro a los dos afios de estudio, quedd
incluido en el intervalo de confianza el valor medio a tiempo 0, por lo que no hay
diferencia estadistica significativa entre los valores de la masa promedio en ambos
tiempos (Tabla XIX). Por otra parte, las diferencias en la masa promedio de las
tabletas de Tamarindus indica L, estan comprendidas dentro de la variabilidad
permitida para tabletas de una masa de 600 mg, que es de +30 mg (USP, 2007; BP,
2010).

Los resultados del analisis microbiologico realizado a las tabletas de tamarindo
durante los dos afios, se presentan en la tabla XX. La estabilidad microbiolégica de
las mismas se mantuvo a lo largo del estudio. Se ha informado en la literatura que los
extractos de las hojas de la especie Tamarindus indica L, poseen buenas propiedades
como agente antimicrobiano (Escalona y col., 2010%). Durante este estudio se ha
evidenciado que la calidad microbiolégica de las tabletas que contienen un 20% como
sélidos totales (120mg) de EBT, no se altera durante dos afios. En el anexo | se
presentan los reportes de los analisis de estabilidad microbiolégica en cada tiempo
del estudio.

La cantidad de fenoles totales en la formulacion a lo largo de los dos afos se mantuvo
entre 3.01% y 3.37%. No se encontro diferencias estadisticas significativas entre los
valores de polifenoles a tiempo cero y pasados los dos afios de estudio (t = -1,81748
y p= 0,14329). La prueba de Kolmogorov-Smirnov demostré la normalidad de los

datos todos los tiempos evaluados.
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Tabla XX. Resultados del estudio de estabilidad microbiolégica en estante de las
tabletas de Tamarindus indica L durante dos afios. Los limites indicados son los
recomendados por la Farmacopea Britanica (2010).

Limites Tiempo (afios)
Conteo de: Microorganismos 0 1 2
Bacteria <10 ufc/ g <10 <10 <10
Hongos <10’ ufc/g <10 <10 <10
Pseudomonas aeruginosa Ausencia
Staphylococcus aureus Ausencia
Enterobacterias Ausencia Total ausencia dos afios

Candida albicans Ausencia




De manera general no basta con la evaluacion de la estabilidad quimica de las
tabletas de Tamarindus indica L. utilizando los polifenoles como marcador quimico
(CECMED, Regulacién 16, Anexo 3; 2006). Por esta razon para establecer un criterio
de estabilidad quimica, que abarque el extracto vegetal en su totalidad, en este
trabajo se desarrollé un estudio por cromatografia de capa delgada, que en este
momento se ha realizado hasta 9 meses.

Los cromatogramas obtenidos durante este estudio se presentan en la figura 24. Se
verificd en las condiciones cromatograficas empleadas, para los tres lotes de tabletas,
en cada uno de los tiempos evaluados, que siempre aparecen tres manchas a los
mismos valores de Rf: 0.63, 0.71 y 0.85. Esto indica que en las condiciones de
almacenamiento y conservacion en las que se ha realizado el estudio, no ha ocurrido
ningun cambio que indique inestabilidad quimica, que pueda reflejarse en cambios en
los cromatogramas.

De manera general, la estabilidad de un medicamento, debe estimarse integrando
todos los criterios obtenidos en los estudios que ello comprende. Con los resultados
obtenidos hasta este momento, debe considerarse que la estabilidad de las tabletas

de Tamarindus indica L. se mantiene intacta durante 9 meses.

l1l.4 Evaluacion toxicoldgica de las tabletas de Tamarindus indica L

[11.4.1 Evaluacion de la toxicidad aguda oral

Se plantea que toda sustancia téxica produce alteraciones anatomofisioldgicas.
Estas se manifiestan en modificaciones en el cuadro clinico general y dependen de la
severidad y extension de la lesion, asi como de los sistemas de O&rganos
involucrados, duracion de la exposicion, cantidad total de la sustancia en sangre,
edad y salud general del animal (Hayes, 1984; OECD 425, 2008).

La evaluacion de la toxicidad aguda oral de cualquier sustancia, constituye un paso
inicial imprescindible para el establecimiento de los regimenes de dosificacion y
constituye la base para la clasificacion de las mismas dentro de las Clases de
Toxicidad Aguda (OECD 423, 2001).

En la determinacién de la toxicidad aguda oral de una sustancia se buscan

manifestaciones clinicas que evidencien dafios asociados a lesiones en érganos vy
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Figura 24. Cromatogramas de tres lotes de tabletas de Tamarindus indica L,
evaluados durante 9 meses como parte del estudio de estabilidad en estante.
Soporte silica gel GF,s4, sistema de solventes: n-butanol: acido acético: 2-propanol (4.2:4),

tiempo de corrida 2.5 horas, revelador UV, 254 nm.



sistemas de 6rganos, que traen por resultado alteraciones en sus funciones (Hayes,
1994).

[11.4.1.1 Signos clinicos

En las observaciones clinicas realizadas a los biomodelos experimentales del grupo
control y del grupo experimental tratado con las tabletas de Tamarindus indica L, no
se observaron signos clinicos que pudieran asociarse a efectos tdxicos sistémicos.
No se manifestaron cambios en la piel y el pelaje, ni en la coloracién y apariencia de
los ojos y mucosas. La actividad somato-motora y el comportamiento de los animales
fue el normal para la especie. El ensayo concluyé con un 100% de supervivencia en

ambos grupos.

[11.4.1.2Comportamiento del peso corporal

Segun la literatura especializada (Gad, 1994), el peso corporal es el parametro mas
sensible para indicar un efecto toxico sistémico. Se plantea que posee una gran
sensibilidad para detectar alteraciones debidas a productos quimicos de baja
toxicidad (Mosberg, 1989), y como resultado de la administracién de tales productos,
el peso corporal de los biomodelos experimentales pueda disminuir aceleradamente
en un periodo muy corto (Harvard Medical Asea, 1999).

El analisis del peso corporal no arrojé ninguna evidencia que pudiera asociarse a
toxicidad. En la figura 25 se muestra el comportamiento del peso corporal de ambos
grupos experimentales durante el estudio. El incremento caracteristico del peso
corporal se mantuvo durante todo el periodo de observacién aun con la aplicacion de
la dosis limite de este producto.

Se comprobd que el peso de los animales estuvo en el intervalo de valores normales
establecido para este tipo de estudio (ISO 1093/10, 2002; Draize y col., 1994, Dias y
col., 2008). No se encontraron diferencias significativas entre las medias del peso
corporal de ambos grupos en cada uno de los tiempos.

[11.4.1.3 Estudio anatomopatoldgico

En la observacion macroscopica realizada durante la necropsia, no se encontraron

alteraciones de valor diagnodstico en ninguno de los érganos inspeccionados. Los
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Figura 25. Ganancia de peso corporal en los biomodelos experimentales (ratas
Sprague Dawley) durante la evaluacion de la toxicidad aguda oral por el método de
las Clases de Toxicidad Aguda (OECD 423, 2001)



estudios histologicos no mostraron alteraciones en la citoarquitectura de los tejidos
de los 6rganos estudiados, que pudieran atribuirse a procesos toxicos.

Como no hubo signos clinicos que evidenciaran toxicidad, ni muerte en los
biomodelos experimentales, con la dosis limite que establece la OECD 423, que se
corresponde con una DLsp = 2000 mg/kg, no fue necesario pasar a probar niveles de
dosis inferiores. Las tabletas de Tamarindus indica L “no clasifican” como sustancia
téxica aguda por la via oral, en el modelo animal y las condiciones experimentales
utilizadas en esta investigacion, segun la escala de toxicidad recomendada en la
norma de referencia.

La ausencia de signos clinicos, el incremento del peso corporal de los biomodelos
experimentales durante el estudio, asi como los resultados del estudio
anatomopatoldgico, son resultados que confirman que las tabletas de tamarindo no
producen toxicidad aguda oral. Este hecho es una de las evidencias que validan la
utilizacion durante siglos de las hojas de esta planta por la poblacion de diversos
paises, sin que se haya observado o informado hasta el presente signo de toxicidad

asociado al uso etnobotanico de la misma (EI-Siddig, 2007).

[11.4.2 Irritabilidad de la mucosa oral

La evaluacion de la irritabilidad se realizé teniendo en cuenta los parametros
establecidos en la norma ISO 10993-10 y se determiné el indice de irritacion, segun
los criterios planteados en esta norma. El ensayo de irritabilidad oral debe solamente
considerarse para los materiales con contacto previsto con el tejido oral y solo si los
datos de seguridad no pueden obtenerse por ningun otro medio (ISO 10993-10,
2002).

[11.4.2.1 Comportamiento del peso corporal

El comportamiento del peso corporal de los dos grupos ensayados se muestra en la
figura 26. Se puede apreciar que se mantuvo un incremento normal del peso corporal
de los animales, de acuerdo con la especie utilizada. Este hecho indica que la
irritacion producida por las tabletas de Tamarindus indica L, no impidid a los
biomodelos experimentales alimentarse y beber agua adecuadamente, factores

determinantes para que ocurra la ganancia de peso corporal de los animales. No se
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Figura 26. Ganancia de peso corporal de los biomodelos experimentales (Hamster
Sirio Dorado), durante la evaluacion de la irritabilidad de la mucosa oral (ISO 10-993-
10, 2002)



encontraron diferencias significativas en el incremento del peso corporal entre ambos
grupos experimentales. Se verificd la normalidad de la data obtenida en cada tiempo
de experimentacion, encontrando siempre p-valores del test de Kolmogorov-Smirnov
mayores de 0,05. En cada tiempo de evaluacién la prueba t arrojo p-valores mayores
0,05 (Montgomery, 2000). Este resultado coincide con el de otros autores que han
evaluado el potencial irritante de sustancias que van a ser utilizadas por via oral
(Dias y col., 2008).

[11.4.2.2 Evaluacion histopatoldgica

La evaluacion macroscopica de la mucosa oral de los biomodelos no mostré signos
aparentes que indicaran algun tipo de lesiébn por irritacion. Sin embargo,
microscopicamente se encontraron reacciones inflamatorias a nivel de la mucosa
oral. La evaluacion proporciond un indice de lIrritacion de 5, que clasifica como una
sustancia de irritabilidad media, pero en el limite inferior de esta clasificacion (1ISO/
DIS 10993-10, 2002).

Teniendo en cuenta la presencia de acidos organicos como el citrico (1.3 %),
tartarico (1%) y ascérbico (2%) (EI-Siddig, 2007) y de acidos fendlicos (Escalona y
col., 2010°) en el EBT, este resultado es légico. Sin embargo, este hecho no resulta
en modo alguno invalidante para el uso de estas tabletas por via oral. El indice de
Irritacion de 5, que clasifica como irritabilidad media, esta en el limite inferior de la
clasificacion y autoriza la sustancia para su uso en humanos segun la literatura
especializada (Repetto, 1988; ISO 1093/10, 2002). Por otra parte, las tabletas de
Tamarindus indica L solo estaran en contacto con la mucosa oral unos segundos,
en el momento que el paciente la coloca en la lengua, justo antes de beber el agua y
no 5 minutos cada hora, durante 4 horas consecutivas, como sugiere la literatura
para este ensayo (ISO 1093/10, 2002). Se puede destacar ademas, que sustancias
irritantes, como la vitamina C, se utilizan en tabletas para chupar, sin peligro
potencial para las mucosas.

Con estos elementos se puede asegurar que, desde el punto de vista del ensayo de
irritabilidad, la utilizacion las tabletas de Tamarindus indica L en pacientes, es

segura, pues las tabletas son una forma farmacéutica sélida, que no desintegran en
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la boca, paso que seria absolutamente necesario para que pudieran causar alguna

irritacion en la mucosa oral.

[1l.5 Evaluacion de la actividad antioxidante y hepatoprotectora

[11.5.1 Observaciones clinicas

La actividad motora de los biomodelos experimentales se mantuvo normal durante el
tiempo de estudio en todos los grupos ensayados. La piel y el pelaje conservaron la
suavidad y el brillo. Las mucosas mostraron una coloracién rosada y una apariencia
humeda. Los ojos mantuvieron su coloracion y una apariencia humeda a lo largo del
estudio.

Se observo piloereccidn en todos los animales a los que se les administré el
tetracloruro de carbono (del Grupo Il al Grupo V). Esta reaccién desaparecio entre el
cuarto y quinto dia de ensayo. El consumo de agua y de alimento de los modelos
animales utilizados resultd normal durante los 7 dias de ensayo. El peso corporal
aumentd segun lo esperado para la especie, en todos los grupos experimentales. El

ensayo concluyo con un 100% de supervivencia en todos los grupos estudiados.

[11.5.2 Peso relativo del higado

El peso relativo del higado, es un indicador estandarizado del comportamiento de
este oOrgano, en animales de experimentacion sometidos a tratamientos con
sustancias toxicas que producen dano hepatico, como el mercurio, paracetamol,
tetracloruro de carbono y otros toxicos quimicos (Brend, 1993; Surendra y Bodakhe,
2007; Girish y col., 2009). El analisis de varianza mostro diferencias estadisticas
significativas entre las medias de los cinco grupos experimentales (F=15.81,
p=0.0000).

En el Grupo tratado con tetracloruro de carbono se observé un aumento de la
relacién peso relativo del higado que fue diferente estadisticamente al resto de los
grupos (Figura 27). Este hecho ha sido referido en la evaluacién de la actividad
antioxidante de algunas sustancias hepatoprotectoras, en este modelo (Girish y col.,
2009; Heba y col, 2011).

El peso relativo del higado en el Grupo Silimarina y el Grupo Control no fueron

estadisticamente diferentes entre si. El aumento del peso y del tamano del higado en
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Figura 27. Comportamiento del peso relativo del higado de los biomodelos
experimentales en los grupos estudiados durante la evaluaciéon de la actividad
antioxidante y hepatoprotectora de las tabletas de tamarindo.
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biomodelos experimentales intoxicados con tetracloruro de carbono, aparece
reportado en muchos informes de investigacion (Yossef y col., 2011; Bhoomannavar
y col., 2011; Heba y col., 2011). Sin embargo, en los grupos tratados con las tabletas
en ambas dosis se observd que el peso relativo del higado fue significativamente
diferente y menor, que el grupo que no recibioé tratamiento hepatoprotector (Grupo
Tetracloruro). Los grupos Tabletas 100 y Tabletas 200, no mostraron diferencias

estadisticas significativas.

[11.5.3 Evaluacién de la actividad antioxidante

[11.5.3.1 Determinacién de malonildialdehido

Las reacciones de propagacion asociadas a la peroxidacion lipidica producen, entre
otros compuestos, el malonildialdehido, que es el indicador mas utilizado en la
literatura para evaluar la peroxidacion lipidica (Takate y col., 2010; Lewis y Mohanty,
2010; Manjunatha y col., 2011, Heba y col., 2011, Saha y col., 2011). La figura 28
presenta las concentraciones de malonildialdehido en tejido hepatico en los grupos
estudiados.

Se observd una elevada concentracion de malonildialdehido como respuesta a la
intoxicacion de los animales de experimentacién del Grupo Tetracloruro, lo que ha
sido referido en numerosos informes que han utilizado este modelo de intoxicacion
hepatica para evaluar potencialidad antioxidante (Gupta y col., 2006; Patel y Shah,
2009; Heba y col., 2011). El andlisis de varianza mostré diferencias estadisticas
significativas entre las medias de los 5 grupos experimentales (F=111,18; p=0,0000).
No se evidenciaron diferencias estadisticas significativas ente las medias de los
grupos Silimarina, y los grupos Tabletas 100 y Tabletas 200 (p<0.05). El grupo
Control y el grupo Tetracloruro fueron diferentes entre si, y ambos fueron distintos del
resto de los tratamientos. El grupo Tabletas 100 fue diferente estadisticamente del
Grupo Control. Las tabletas de tamarindo en los dos niveles de dosis estudiados,
disminuyeron significativamente la produccion de malonildialdehido en el higado de
los biomodelos experimentales utilizados. Este hecho evidencia una actividad
inhibitoria de la peroxidacion lipidica, que no fue diferente estadisticamente, de la

que produce la Silimarina, administrada en la dosis de 150 mg/kg de peso.

81



| Grupo Control

—_— 1'8-_ a Il Grupo Tetracloruro
8 1.6 [ Il Grupo Silimarina
B | IV Grupo Tabletas 100
% 1.4 V Grupo Tabletas 200
k= J
o
5 1.2 4
2 qo-
[}
5 0.8 ]
o 0.8+ b b
£ 064 o S ? <
s {7
£ o044
= J
aq 0.2
[m)] -
= 00 o P B by :
| Il 1 v Vv

Grupo experimental
Figura 28. Comportamiento de la produccién de malonildialdehido en el higado de los
biomodelos experimentales, durante la evaluacion de la peroxidacion lipidica.
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[11.5.3.2 Superoxido dismutasa

La produccién del anion superdxido es un proceso natural que ocurre asociado a la
respiracion de los organismos aerobios. Las enzimas superdxido dismutasa, son un
grupo de cuatro metaloenzimas que catalizan la dismutacién del anion superdxido a
oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno. Estas enzimas juegan un papel esencial
en la regulacién del mecanismo redox celular (Martin y col., 1984; Lynch y Kuramitsu,
2000; CCC, 2010; Takate y col., 2010; Heba y col., 2011) y por tanto, cualquier
disminucion de la actividad de este grupo de enzimas se asocia a un desbalance
redox celular.

La administracién del tetracloruro de carbono produjo en el Grupo Tetracloruro una
sensible disminucion de la actividad de la enzima superéxido dismutasa, comparada
con el Grupo Control, el Grupo Silimarina y los grupos tratados con las tabletas de
tamarindo en ambas dosis (figura 29). Este resultado se corresponde con numerosos
informes de la literatura, donde se ha utilizado este modelo de intoxicacién hepatica
(Patel y Shah, 2009; Amin and Ghoneim, 2009; Heba y col., 2011).

El analisis de varianza mostré diferencias significativas entre las medias de los 5
grupos experimentales (F= 80,55, p= 0,0000). En este sentido el Grupo Tetracloruro
tuvo un valor medio menor y diferente al resto de los grupos experimentales.

Los Grupos Silimarina y Tabletas 100 mostraron niveles similares en la actividad de
esta enzima. De todos los grupos estudiados, el tratado con las tabletas de
Tamarindus indica L. en la dosis de 200 mg/kg de peso (Grupo Tabletas 200), fue
el que presentd un nivel superior de actividad de esta enzima, similar al grupo
control. Otros investigadores han referido resultados similares en estudios de la
actividad antioxidante de extractos de plantas medicinales en higado (Lewis y
Mohanty, 2010; Heba y col., 2011), y en otros 6rganos (Abdel-Wahhab y col., 2008;
Betancourt y col., 2011; Marin y col., 2011).

Se ha demostrado que existen 4 tipos de enzimas superoxido dismutasa que son
metalodependientes, que actuan en diferentes partes de la célula: Fe-SOD, Mn-SOD,
Cu-Zn-SOD y Ni-SOD (Lynch y Kuramitsu, 2000), y estos cinco metales estan
presentes en pequefias cantidades en el principio activo de las tabletas de

tamarindo, lo que pudiera contribuir razonablemente con la actividad de estas
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Figura 29. Comportamiento de la actividad de la enzima superéxido dismutasa en el
higado de los biomodelos experimentales, durante la evaluacion de la actividad
antioxidante.

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. (HSD de Tukey, p<0.05)



enzimas, que actuan de forma coordinada con la catalasa, en el mantenimiento del
equilibrio redox celular.

De este modo, las tabletas de Tamarindus indica L., en las condiciones
experimentales, el modelo animal, y los niveles de dosis utilizados en la
investigacion, poseen un efecto antioxidante, capaz de modular la actividad de este
grupo de metaloenzimas, para mantener el equilibrio entre la produccién del anion
superoxido y sus productos de dismutacion (perdxido de hidrogeno y oxigeno
molecular), que es uno de los fundamentos del sistema enzimatico endégeno de

balance redox celular.

[11.5.3.3 Efecto en los niveles de catalasa

Los niveles de catalasa en el higado de los biomodelos se ven reducidos
drasticamente por la accién hepatotoxica del tetracloruro de carbono (Figura 30),
hecho que ha sido referido con anterioridad. (Takate y col., 2010; Heba y col., 2011).

La actividad de la enzima catalasa en el Grupo Tetracloruro fue menor y diferente
estadisticamente, del resto de los grupos experimentales. En el grupo Tabletas 100
la actividad de la catalasa se elevé por encima del nivel de los valores observados en
los grupos Control, Silimarina y Tabletas 200. Sin embargo, en el grupo Tabletas
100, se observo que se produjo un incremento de la actividad de la Catalasa superior
al resto de los grupos experimentales, incluido el Grupo Control.

El analisis de varianza realizado mostr¢ diferencias estadisticas significativas entre
las medias de todos los grupos (F= 166,57, p< 0,0000). El efecto observado en el
Grupo Silimarina no fue diferente estadisticamente, del efecto observado en el Grupo
Tabletas 200.

El comportamiento observado en la actividad de esta enzima es consistente con los
referidos por otros investigadores que han evaluado la actividad enzimatica en el
modelo de intoxicacion hepatico con tetracloruro de carbono (Lewis y Mohanty, 2010;
Heba y col., 2011), y en otros modelos de intoxicacién, como la inducida con
paracetamol (Betancourt y col., 2011; Marin y col., 2011).

El aumento de la actividad de esta enzima, a niveles superiores al Grupo Control,

pudiera estar relacionado, con que la actividad enzimatica de la superéxido
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dismutasa y de la catalasa se ven favorecida por la presencia de las vitaminas Cy E
y el glutation (Martin y col.,, 1985). Estas vitaminas forman parte del sistema
antioxidante no enzimatico exdégeno, formado por numerosos micronutrientes como

el selenio, el cobre, el cinc, el niquel y el manganeso (Sies y Stahl, 1995).

[11.5.3.4 Glutation reducido

El glutation reducido (GSH) actua conjuntamente con las vitaminas y los
micronutrientes en la defensa antioxidante (Martin y col., 1984; Boots y col., 2008).
Por ello, un estrés oxidativo intenso, como el asociado a la intoxicacion con
tetracloruro de carbono y otros téxicos, causa depleciéon de GSH en la célula (De
Leve y Kaplowitz, 1991; Fernandez-Checa y col., 1992).

La cantidad de GSH en el Grupo Tetracloruro disminuyé sustancialmente si se
compara con los demas grupos experimentales (Figura 31). Este resultado
concuerda con los informes de distintos autores, que han determinado la
concentracion de este tripéptido, para estimar la actividad de las enzimas glutation
peroxidasa y glutation reductasa, que son las principales enzimas que intervienen en
el balance redox del GSH (Takate y col., 2010; Lewis y Mohanty, 2010; Heba y col.,
2011; Manjunatha y col., 2011).

El analisis de varianza efectuado para esta variable, mostré que existen diferencias
significativas entre las medias de todos los grupos (F= 66,54, p= 0,0000). En el
Grupo Tetracloruro, la concentracion de GSH fue y menor y estadisticamente
diferente, que del resto de los grupos experimentales. No existen diferencias
estadisticas significativas entre los Grupos Control y Tabletas 200, y la concentracion
de GSH en estos fue menor que en los grupos Silimarina y Tabletas 100 (p<0.005).
De las dos dosis de tabletas evaluadas, la dosis de 100 mg/kg (Tabletas 100) fue
donde se apreciaron concentraciones superiores de GSH.

La actividad antioxidante del GSH, se produce en presencia de una GSH-peroxidasa
selenio-dependiente, que reduce los perdxidos generados en la peroxidacion lipidica,
oxidandose a GSSG (glutation oxidado). EI GSH es nuevamente reducido a GSH por
la accion de la GSSG-reductasa, a expensas del fosfato de nicotinamida adenina

dinucleétido (NADPH), formando asi un ciclo redox. (Martin y col., 1984).
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Las tabletas de Tamarindus indica L contienen cierta cantidad de selenio, que
pudiera activar a la GSH-peroxidasa selenio-dependiente, y de este modo, potenciar
el ciclo redox del GSH. Esto constituye un elemento adicional en el sistema de
defensa antioxidante de la célula, en virtud del restablecimiento el balance redox

producido por el tetracloruro de carbono.
[11.5.3.5 Sinergia en la actividad antioxidante de las tabletas de tamarindo

A lo largo de la discusion de la actividad antioxidante que ejercen las tabletas de
Tamarindus indica L, reflejado en el analisis del comportamiento de las cuatro
variables estudiadas, se ha establecido que varios de los grupos de metabolitos
presentes en el extracto blando de las hojas de Tamarindus indica L (fitocomplejo
integro), contribuyen de manera diversa e importante, a la actividad antioxidante
observada.

Estos resultados indican, que la idea de que solo las fracciones polifendlicas y
flavondlicas de estos extractos, sean las unicas responsables del efecto antioxidante
(Escalona y col., 1995, Dehesa y col., 1995) no es acertada, y sugieren que ocurre
un sinergismo entre los efectos antioxidantes producidos por diferentes tipos de
metabolitos presentes en el EBT. Este sinergismo seria la explicacion mas plausible
de la actividad antioxidante observada.

Entre los principales metabolitos que podrian sinergizar la actividad antioxidante de
los extractos de Tamarindus indica L, y en particular de las tabletas, se encuentran
los flavonoides orientina, isoorientina, vitexina y la isovitexina (Pulido y col., 2000;
Martinez y col, 2002; Linden, 2008; Dehesa, 2006; Sreelatha y col., 2009; Amin y
Ghoneim, 2009; Escalona, 2011°); acidos organicos como el tartarico, citrico y
malico (Ledn y col., 2005, Omar y col., 2009); acidos grasos como el palmitico y el
oleico (Benkendorff y col., 2005; Won y col., 2007; Stenz y col., 2008; Liolios, 2009;
Maznah y col., 2010); vitaminas del complejo B, vitamina C y E (SCSEDR, 2000;
Ledn y col., 2005, El Siddig, 2007); microelementos como el selenio (Logercio y
Federico, 2003; Newairy y col., 2007), el cobre (SCSEDR, 2000, Mira y col., 2002);
los acidos cafeico y ferulico (Nagaoka y col., 2003; Zhai y col., 2007; Yeon y col.,
2011) y otros metabolitos como los triterpenos, entre los que se encuentran la

lupanona y el lupeol. Estos triterpenos ademas de poseer actividad secuestradora de
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radicales libres (Takeoka y Dao, 2003; Lee y col., 2007), han sido asociados con la
inhibicion de la actividad de deshalogenacién del CCl,, que producen los citocromos,
especialmente la isoforma CYP2E1. Esto evita la formacion del radical triclorometilo
(CCl3), que es el que desencadena la peroxidacion lipidica (Koop, 1992; Zangar y
col., 2000).

Por otra parte, en una investigacién con extracto fluido de Tamarindus indica L, se
demostré “in vitro” que la actividad antioxidante del extracto total, o sea del
fitocomplejo presente en el extracto de las hojas, resulté siempre mayor que la de
sus fracciones aisladas (Escalona, 2011?).

Este hecho fundamenta cientificamente las aplicaciones de los extractos de las hojas
de Tamarindus indica L y de las formas farmacéuticas preparadas con ellos, como
alternativas terapéuticas con potencialidad para el tratamiento de algunas de las
enfermedades que cursan con estrés oxidativo, como son las hepatitis, cirrosis

hepatica, higado graso, diabetes mellitus, polineuritis, entre otras.

[11.5.4 Evaluacion de la actividad hepatoprotectora

[11.5.4.1 Transaminasas o aminotransferesas

El analisis de varianza realizado a los datos de los niveles de actividad de la enzima
alanina aminotransferasa, mostré diferencias estadisticas significativas entre las
medias de todos los grupos estudiados (F= 1343,47, p= 0,0000). EI Grupo
Tetracloruro mostr6 una elevada actividad de esta enzima (Figura 32). Esta
observacion ha sido documentada por distintos autores, durante la evaluacién de la
actividad hepatoprotectora de diferentes sustancias, en la que han utilizado el
modelo de intoxicacion hepatica con tetracloruro de carbono (Brend y Rumack, 1993;
Kasper y col., 2006; Gupta y col., 2006; Surendra y Bodakhe, 2007; Takate y col.,
2010; Heba y col., 2011; Bhoomannavar y col., 2011).

Se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo Tetracloruro
(valores muy altos) y el resto de los grupos experimentales, los que mostraron
valores similares.

El analisis de varianza para la enzima aspartato aminotransferasa mostré diferencias

estadisticas significativas entre las medias de todos los grupos (F= 357,37,
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(AST) aminotransferasas en el suero de los biomodelos experimentales durante el
ensayo de hepatoprotecion.

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas. (HSD de Tukey, p<0.05)



p=0,0000). La actividad de esta enzima en el Grupo Tetracloruro se encontré muy
elevada y fue diferente estadisticamente del resto de los grupos experimentales
(p<0.05). Esta observacién ha sido informada por diversos investigadores (Mankani y
col., 2005; Surendra y Bodakhe, 2007; Takate y col., 2010; Manjunatha y col., 20117;
Saha y col.,, 2011; Bhoomannavar y col., 2011). No se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre el Grupo Control y el Grupo Tabletas 200, y ambos
fueron menores que los Grupos Silimarina y Tabletas 100, que resultaron similares.
Cuando aumenta la permeabilidad de la membrana del hepatocito, la integridad
hepatica se dafia y se liberan grandes cantidades de estas dos enzimas al torrente
sanguineo. Este proceso aparece descrito en la intoxicacion con tetracloruro de
carbono (Recknagel, 1967; 1983, Brautbar y Williams, 2002), y ha sido informado con
frecuencia en la literatura actual (Takate y col., 2010; Manjunatha y col., 2011; Saha
y col., 2011; Heba y col., 2011). Los niveles de actividad de estas enzimas en los
grupos tratados con las tabletas de Tamarindus indica L. se mantuvieron en niveles
comparables a los del grupo control, evidenciandose la actividad protectora de las
tabletas sobre la funcidn hepatica.

Este hecho pudiera estar relacionado con la presencia de los flavonoides en el
principio activo de las tabletas de Tamarindus indica L. Los flavonoides son muy
lipofilicos y presentan una gran afinidad por la membrana (Muraoka y col., 2002),
hecho al que se ha asociado su potente actividad protectora (Ledn y col, 2005).
Adicionalmente los flavonoides pueden interferir en varios mecanismos de formacion
de radicales libres, como son el secuestro directo, la inhibicion de la formacion de
oxido nitrico y la via de formacion por la xantina oxidasa, entre otros.

En todos los casos, los flavonoides incrementan la actividad de los antioxidantes
endogenos (Nijveldt y col., 2001), pues la estabilidad del nuevo radical formado a
partir del flavonoide original, al reaccionar con las especies reactivas de oxigeno, es
muy alta (Hodnick y col., 1988).

La no diferencia entre los niveles de actividad de la alanina aminotransferasa en los
grupos tratados con la Silimarina y con las tabletas de Tamarindus indica L en
ambos niveles de dosis, con relacion al Grupo Control, es una evidencia de que las

tabletas protegieron la funcion hepatica de los biomodelos experimentales, contra los
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dafios que produce la intoxicacion con tetracloruro de carbono a nivel de la
membrana celular del hepatocito. Las tabletas de tamarindo fueron capaces de
mantener estable la actividad de esta enzima en los grupos en que se administraron.
El efecto producido por las tabletas de tamarindo en dosis de 100 mg/kg de peso, fue
igual al de la Silimarina. El efecto de la dosis 200 mg/kg de peso fue superior a
ambos, manteniendo los niveles de actividad de esta enzima al mismo nivel que el

Grupo Control.

[11.5.4.2 Fosfatasa alcalina

Se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las medias de los cinco
grupos experimentales para la fosfatasa alcalina (F= 6243,75, p=0,0000). La figura
33 muestra que la actividad de esta enzima aumento significativamente en el Grupo
Tetracloruro, comparada con el resto de los tratamientos. Esta observacion se refiere
en numerosas investigaciones que han utilizado este modelo de intoxicacién hepatica
(Markani y col., 2005; Surendra y col., 2007; Takate y col., 2010; Patel y Shah, 2009,
Bhoomannavar y col., 2011), para la evaluacion de la actividad hepatoprotectora de
farmacos de origen natural.

El Grupo Control mostré valores de actividad de la fosfatasa alcalina menor vy
diferente estadisticamente del resto de los grupos experimentales. No se encontraron
diferencias en los niveles de actividad de la fosfatasa alcalina entre el Grupo
Silimarina y el Grupo Tabletas 200; por su parte el grupo Tabletas 100 fue diferente
del resto de los grupos experimentales.

En presencia de enfermedad colestasica, la actividad de la fosfatasa alcalina suele
estar elevada; sin embargo, los niveles de dosis ensayados en este trabajo
mantuvieron la actividad de esta enzima en niveles ligeramente superiores y
diferentes estadisticamente del Grupo Control en el biomodelo experimental utilizado.
Las tabletas de tamarindo a la dosis de 200 mg/kg, fue la variante que mejor
preservo la actividad de esta enzima.

El hecho de que la actividad de la fosfatasa alcalina se mantenga en niveles

fisiologicos en los biomodelos intoxicados con tetracloruro de carbono, cuando se
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Figura 33. Comportamiento de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina en los
biomodelos experimentales, durante el ensayo de hepatoproteccion.
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administra la tableta de Tamarindus indica L, es un indicador de que el principio
activo de esta, posee actividad moduladora sobre la funcién colestasica.

Como la elevacion de la fosfatasa alcalina de origen hepatico, no es totalmente
especifica de colestasis, se midi6 la concentracion de gamma glutamil transpeptidasa
en el suero. Esta enzima rara vez se eleva en otros trastornos que no sean las

enfermedades hepatobiliares (Martin y col., 1984; Roca, 2007).

[11.5.4.3 Gamma-glutamil transpeptidasa

Los niveles de gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) se elevan en enfermedades
hepatobiliares como la obstruccidn hepatica, cirrosis o tumores (Gender, 2001;
Kasper y Braunwald, 2006), donde predominan las caracteristicas de inhibicién del
flujo biliar (Kasper y Braunwald, 2006).

La GGT se encuentra presente en casi todos los tejidos del organismo, y sus niveles
son particularmente altos en el higado. La figura 34 muestra los resultados de la
actividad de esta enzima en los cinco grupos experimentales. El analisis de varianza
realizado a esta variable bioquimica, mostré la existencia de diferencias estadisticas
significativas entre los cinco grupos experimentales (F= 235,05, p= 0,0000).

La actividad de la enzima gamma-glutamil transpeptidasa se observé incrementada
significativamente en el Grupo Tetracloruro, y fue estadisticamente diferente del resto
de los grupos experimentales. Este resultado fue similar a otros informes, en los que
se ha visto afectada la actividad de esta enzima por la accién tdxica del tetracloruro
de carbono (Markani y col., 2005; Surendra y Bodakhe, 2007; Patel y Shah, 2009).
Los niveles de actividad de esta enzima fueron iguales estadisticamente entre los
Grupos Silimarina y el Grupo Tabletas 200. El Grupo Control y el Grupo Tabletas 100
fueron estadisticamente diferentes entre si y del resto de los grupos experimentales.
La elevacion estadisticamente significativa de la actividad de la fosfatasa alcalina,
conjuntamente con la GGT en el Grupo Tetracloruro; es una evidencia positiva de
lesidn hepatobiliar producida por el tetracloruro de carbono, elemento ampliamente
descrito en la literatura (Bhattacharya y col., 2003; Markani y col., 2005; Surendra y
Bodakhe, 2007; Patel y Shah, 2009). Las tabletas de Tamarindus indica L

restituyeron la actividad de estas dos enzimas en los biomodelos experimentales
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Figura 34. Comportamiento de Ila actividad de Ila enzima gamma
glutariltranspeptidasa en el suero de los biomodelos experimentales, en el ensayo de
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intoxicados, que recibieron el tratamiento con las tabletas de tamarindo en ambos
niveles de dosificacion, siendo mejor el efecto producido por las tabletas en la dosis
de 200 mg/kg de peso.

La fosfatasa alcalina y la gamma-glutamil transpeptidasa no son los Unicos enzimas
qgue se afectan en cuadros colestasicos. Las bilirrubinas (directa e indirecta) son
también compuestos que se elevan en las hepatopatias que producen dafios
colestasicos (Takate y col., 2010; Manjunatha y col., 2011, Heba y col., 2011).

[11.5.4.4 Bilirrubina total y directa

El valor sérico de bilirrubinas representa una medida de la conjugacién y excrecién
hepéatica siendo la alteracion de este parametro bioquimico tipica de la disfuncién
hepatica. La figura 35 presenta los valores de bilirrubina total y directa obtenidos en
este estudio.

El valor sérico de bilirrubina total representa una medida de la funcion excretora y
detoxificadora del higado (Saraswat y col.,, 1993). Se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre las medias de los cinco grupos para la bilirrubina total
(F= 331,06, p=0,0000). El Grupo Tetracloruro mostré una elevacion de los niveles de
bilirrubina total que fue estadisticamente diferente del resto de los grupos. Este
hecho ha sido referido por distintos investigadores (Patel y Shah, 2009; Lewis y
Mohanty, 2010, Heba y col., 2011; Bhoomannavar y col., 2011). El Grupo Control
mostr6 una media diferente estadisticamente, del resto de los grupos
experimentales. Los grupos Silimarina, Tabletas 100 y Tabletas 200 no fueron
significativamente diferentes entre si (p< 0.05).

La bilirrubina directa se comporté de manera similar a la bilirrubina total. El analisis
de varianza mostro la existencia de diferencias estadisticas significativas (F= 66,96,
p= 0,0000). El grupo Tetracloruro y el grupo control; fueron distintos entre si y del
resto de los grupos, que mostraron medias similares (p<0.05). De este modo, los
resultados sugieren que las tabletas de Tamarindus indica L, en ambos niveles de
dosis, tuvieron igual efecto que la Silimarina en la dosis de 150 mg/kg de peso.

El paso limitante en el metabolismo de la bilirrubina es el transporte de la bilirrubina

conjugada o directa a los canaliculos biliares. Como se discutié anteriormente, los
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Figura 35. Comportamiento de la concentracién de bilirrubina total y directa en el
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animales del Grupo Tetracloruro presentaron lesion colestasica, pues se encontraron
altos niveles de fosfatasa alcalina y gamma glutamil transpeptidasa en el suero. Esta
lesion propicié un aumento de la bilirrubina total, y en especial de la fraccion directa o
conjugada. Esta observacion aparece reportada en la literatura para las
enfermedades hepaticas en general, y en especial cuando existen lesiones de las
vias biliares causadas por toxicos quimicos, como el paraquat y el tetracloruro de
carbono, entre otros (Martin y col., 1985; Kasper y Braunwald, 2006).

Este resultado se corresponde con informes de la literatura donde se ha observado
hiperbilirrubinemia total, y en especial conjugada en los biomodelos tratados con
tetracloruro de carbono (Patel y Shah, 2009; Amin y Ghoneim, 2009; Lewis y
Mohanty, 2010, Heba y col., 2011).

Las tabletas de Tamarindus indica L mantienen los niveles de bilirrubina total y
directa en el suero de los biomodelos experimentales, de los grupos tratados con
ambos niveles de dosis, en valores que no difieren estadisticamente con los del
Grupo Silimarina. La accion hepatoprotectora de las tabletas, disminuye o evita el
dafno a nivel de los conductos biliares, y modula adecuadamente el transporte de la
bilirrubina. Ello puede ser una evidencia de que el principio activo contenido en las
mismas, sea capaz de mantener la funcion excretora-detoxificadora del higado,

protegiendo este 6rgano del agente hepatotédxico aplicado.
[11.5.4.5 Proteinas totales

El valor sérico de proteinas es una medida de la capacidad biosintética del higado.
La figura 36 presenta los resultados de las concentraciones de proteinas totales en el

suero de todos los grupos experimentales.

El contenido de proteinas totales en el suero de las ratas de los cinco grupos
experimentales mostrd diferencias estadisticas significativas (F= 62,22, p= 0,0000).
El Grupo Tetracloruro present6 un valor medio de proteinas totales significativamente
diferente y menor que el resto de los grupos experimentales. Este hecho demuestra
que la hepatotoxicidad producida por el tetracloruro de carbono afecta el normal
desarrollo de la sintesis de proteinas en este 6rgano. Esta observacion coincide con

distintos informes de la literatura, en los que se ha evaluado la actividad
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hepatoprotectora, en este modelo de toxicidad (Mankani y col., 2005; Lewis y
Mohanty, 2010, Heba y col., 2011; Bhoomannavar y col., 2011).

La concentracidon sérica de proteinas totales en los grupos Control y Tabletas 100
(grupos con medias similares) fue menor que la de los grupos Silimarina y Tabletas
200, que no fueron diferentes estadisticamente (p<0.05).

En la investigacidon de productos naturales con actividad hepatoprotectora, se ha
referido generalmente una disminucién de la sintesis de proteinas, causada por el
tetracloruro de carbono (Girish y col., 2009; Yossef y col., 2011; Bhoomannavar y
col., 2011; Heba y col., 2011). Estos informes se corresponden con los resultados
observados en esta investigacion.

La sintesis proteica de los biomodelos tratados con las tabletas de Tamarindus
indica L en una dosis 200 mg/kg (Grupo Tabletas 200), se mantuvo en un nivel
comparable con la de los biomodelos experimentales del Grupo Silimarina
(150mg/kg). En ambos grupos se observo, que la sintesis proteica fue superior a la
del Grupo Control, lo que constituye una evidencia de la actividad protectora de esta
funcion hepatica. Segun indica este resultado, la dosis 200 mg/kg de tabletas fue
capaz de mantener adecuadamente y en un mayor grado, la funcion biosintética del

higado en este grupo experimental.

[11.5.4.6 Lipidos totales

El tetracloruro de carbono causa dafo hepatico a través de procesos de
peroxidacion de los lipidos presentes en la membrana del tejido hepatico. Esto hace
que aumente su permeabilidad y finalmente conlleva a la infiltracion de grasas en los
hepatocitos (Mankani y col., 2005).

El analisis de varianza realizado, mostré diferencias significativas entre las medias
de los cinco grupos experimentales (F= 336,58, p= 0,0000). Se encontré un aumento
importante de la concentracion sérica de lipidos totales en el Grupo Tetracloruro que
fue superior al resto de los grupos experimentales (Figura 37), este grupo fue
diferente estadisticamente del resto de los tratamientos (p< 0.05).

Este hecho ha sido referido en la literatura, donde se plantea que la intoxicacion por

tetracloruro de carbono y otros compuestos halogenados, incrementa los niveles de
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lipidos totales en el suero de los biomodelos intoxicados, provocado por el aumento
de la peroxidacion lipidica, o sea a través de mecanismos oxidantes (Mankani y col.,
2005; Surendra y Bodakhe, 2007; Girish y col.,, 2009; Yossef y col., 2011;
Bhoomannavar y col., 2011; Heba y col., 2011). A este hecho contribuye que el
tetracloruro de carbono es un compuesto muy lipofilico, que pudiera también actuar,
aumentando la solubilidad de las grasas, facilitando su transporte hacia el torrente
sanguineo.

La concentracion de lipidos totales en los grupos Control, Silimarina y Tabletas 200
no resulté diferente estadisticamente, y su valor fue menor que en el Grupo Tabletas
100, que fue a su vez diferente del resto de los grupos (p<0.05).

De acuerdo con estos resultados, se puede inferir que las tabletas de Tamarindus
indica L, a una dosis de 200 mg/kg, tienen la capacidad de mantener la
concentracion de lipidos totales séricos, de biomodelos intoxicados con tetracloruro
de carbono, en niveles que no difieren significativamente de la concentracion lipidica
normal. El resultado obtenido fue analogo al observado con la Silimarina, que es el
compuesto hepatoprotector estdandar en la investigacion de esta actividad
farmacoldgica, segun la literatura especializada (Pulido y col., 2000; Martinez y col.,
2002; Linden, 2008; Sreelatha y col., 2009, Amin y Ghoneim, 2009).

El efecto observado en la concentracion de lipidos séricos, asociada al tratamiento
con las tabletas de Tamarindus indica L, pudiera estar relacionado con el hecho de
que los compuestos flavondlicos poseen una alta lipofilia y se unen a los lipidos de la
membrana produciendo asi un efecto protector (Hodnick y col., 1988). Esta evidencia
se sustenta en que los compuestos que forman los flavonoides al secuestrar
radicales libres en la membrana del hepatocito, son muy estables, y actuan
protegiendo la membrana e impidiendo de este modo el ataque a los lipidos
(Muraoka y col., 2002). A los efectos anteriores, probablemente; se suma la
presencia en las tabletas de tamarindo de la vitamina C y de a-tocoferol, que actuan
conjuntamente protegiendo la membrana del ataque de radicales libres.

Esta reportado en la literatura que la vitamina E es el principal antioxidante en tejido
adiposo y como la principal defensa frente a la peroxidacion lipidica, ya que impide la

propagacion de los radicales libres (Ricciarelli y col., 2001).
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Por ultimo y no menos importante, pudiera ser la presencia de selenio en las tabletas
de Tamarindus indica L. Se ha referido que el selenio es capaz de mantener, en
modelos de intoxicacion hepatica, niveles bajos de los ésteres de colesterol,
triglicéridos, fosfolipidos y de acidos grasos mono y poliinsaturados (Newairy y col.,
2007).

[11.5.4.7 Sinergia en la actividad hepatoprotectora de las tabletas de tamarindo

Los radicales libres estan implicados en la patogénesis de la toxicidad hepatica
producida por el tetracloruro de carbono. Su efecto causa alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, los lipidos y las proteinas que son sintetizados en el
higado (Farghali y col., 2000; Bhattacharya y col., 2003).

La peroxidacion lipidica iniciada en la intoxicacion inducida por tetracloruro de
carbono, juega un papel importante en la descompensacién de todas las funciones
hepaticas (Farghali y col., 2000; Bhattacharya y col., 2003).

En los extractos vegetales no se puede atribuir la actividad antioxidante a un
metabolito o a una sustancia en particular; por extension, sucede lo mismo con las
sustancias hepatoprotectoras. Las sustancias antioxidantes actuan de manera
conjunta en sus efectos, como es el caso de antioxidantes no enzimaticos exdgenos,
como las vitaminas C y E en su funcion al nivel de la membrana celular (Sies y Stahl,
1995; Hill y col., 2003), y el sistema enzimatico endogeno (catalasa-superoxido
dismutasa-glutation) en el interior del hepatocito (Martin y col., 1984; Heba y col.,
2011).

Estos elementos sugieren que la accion “sinérgica” de todos los metabolitos
presentes en el EBT, sea la que produzca, a través de diversos mecanismos, una
potente accidén antioxidante y hepatoprotectora. En este sentido el potencial de las
tabletas de Tamarindus indica L como antioxidante y hepatoprotector es muy
elevado.

Esta observacion se apoya también en numerosos informes de la literatura que
sostienen, que los extractos integros obtenidos de las plantas medicinales, poseen
mayor actividad que la de cualquiera de sus fracciones o metabolitos individuales. Se

conoce que la actividad antioxidante de la silibina (flavonoide extraido de la
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Silimarina) es mucho menor que la de la Silimarina (Migues y col., 1993), y que
existe una fuerte accion sinérgica antioxidante entre la quercetina y el a-tocoferol
(Pedrielli y Skibsted, 2002).

De manera general, se sugiere que la actividad de los extractos de plantas
medicinales se debe, a su riqueza de metabolitos, ya que los mismos metabolitos,
ensayados individualmente no tienen efectos consistentes (Hai, 2004).

Se ha referido la accion sinérgica en la actividad antioxidante y hepatoprotectora, de
muchos de los metabolitos presentes en el EBT. Entre ellos se encuentran la
vitamina C y el a-tocoferol (Finotti y col., 2000 ; Ricciarelli y col., 2001); el linalool con
los polifenoles (Kulevanova y Kadifkova; 2001); el y-terpineno y p-cimeno (Sonbolia y
col., 2005); a-tocoferol y B-sitosterol (Finotti y col., 2000); los acidos cafeico y ferulico
con sus respectivos ésteres fenilicos (Hong y Tang, 2004 y el selenio con vitamina E
(Aboul-Soud; 2011).

Sobre la base de esta potente “sinergia” se fundamenta en esta investigacion, la
potencialidad hepatoprotectora de las tabletas de Tamarindus indica L (y de sus
extractos en general), pues en su conjunto, la riqueza de metabolitos que contienen,
ha permitido restablecer la funcidén hepatica de los biomodelos experimentales, a la
normalidad, después de la intoxicacion con tetracloruro de carbono, mostrando una
elevada actividad antioxidante y hepatoprotectora.

Estas actividades presentes en el EBT, principio activo de las tabletas desarrolladas
en esta tesis, se sustenta primeramente en que es capaz de activar la respuesta del
sistema de primera linea de defensa antioxidante: el sistema enzimatico endégeno.
En segundo lugar, en que mantiene los niveles de sustancias antioxidantes que
pertenecen al sistema de defensa redox no enzimatico endégeno, y en tercer lugar,
aporta numerosos metabolitos que forman parte del sistema de defensa redox no
enzimatico exdgeno (flavonoides, vitaminas, aceites esenciales, acidos grasos, etc.).
Estos tres elementos, actuando sinérgicamente en el proceso del restablecimiento
del balance redox celular, permiten fundamentar los resultados obtenidos en este
trabajo, para contar con una forma farmacéutica con actividad antioxidante vy
hepatoprotectora, que pueda contribuir en el futuro, al tratamiento de las

hepatopatias en el Sistema de Salud Cubano.
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CONCLUSIONES

La estandarizacion del extracto blando de las hojas de Tamarindus indica L.,
permiti6 establecer limites de calidad a escala de laboratorio, para sus
propiedades organolépticas, fisicas, fisicoquimicas y quimicas, y los principales
metabolitos responsables de la actividad antioxidante y hepatoprotectora, que
posibilitan su utilizacion como ingrediente farmaceéutico activo para la elaboracion
de diversas formas farmacéuticas.

El método de granulacion humeda y el disefio experimental utilizado posibilitaron
el desarrollo de una nueva formulacion de tabletas, a partir del extracto blando
estandarizado de las hojas de Tamarindus indica L., con propiedades
tecnoldgicas que satisfacen los requisitos de calidad establecidos para esta forma
farmacéutica, las que pueden ser predichas a través de modelos tedricos. La
estabilidad integral de las tabletas, verificada hasta el momento, es de nueve
meses.

Las tabletas formuladas con el extracto blando estandarizado de las hojas de
Tamarindus indica L. pueden considerarse seguras en las condiciones
experimentales utilizadas, al coproducir toxicidad aguda oral a la dosis limite de
2000 mg/kg en ratas Sprague Dawley, y causar una irritabilidad media de la
mucosa bucal en el modelo de Hamster sirio dorado, relacionada con la
composicion del ingrediente farmacéutico activo.

La administracion oral de tabletas del extracto blando estandarizado de las hojas
de Tamarindus indica L. a ratas Sprague Dawley tratadas con tetracloruro de
carbono, ejercio efectos antioxidantes que se manifestaron a nivel de la inhibicién
de la peroxidacion lipidica y favorecié ademas, el restablecimiento del balance
redox celular, en términos de la concentracién de glutation reducido y de la
actividad de las enzimas superédxido dismutasa y catalasa.

Las tabletas formuladas con el extracto blando estandarizado de las hojas de
Tamarindus indica L. mostraron una marcada actividad hepatoprotectora en
ratas Sprague Dawley tratadas con tetracloruro de carbono, preservando la
integridad celular y las funciones biosintética y excretora detoxificadora de este

organo, de modo anéalogo a la Silimarina, farmaco hepatoprotector de referencia.
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RECOMENDACIONES

Realizar el escalado piloto del EBT para poder corroborar los limites de calidad
propuestos durante la estandarizacion a escala de laboratorio.

. Continuar el estudio de estabilidad de las tabletas de Tamarindus indica L. por
cromatografia de capa delgada para establecer el tiempo de vencimiento de esta
formulacion.

Realizar el estudio de irritabilidad de la mucosa gastrica, asi como ensayos de
toxicidad a dosis repetida, para evaluar la seguridad de las tabletas durante
tiempos mas prolongados de exposicion.

Preparar granulados y tabletas a escala piloto e industrial, para poder introducir la
nueva formulacion de tabletas obtenida a partir del extracto blando de las hojas
de la especie Tamarindus indica L.

Realizar estudios farmaco toxicologicos, para evaluar la actividad de los extractos
y las tabletas de Tamarindus indica L en otras afecciones que cursan con estrés

oxidativo.
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