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SINTESIS

En el presente trabajo se presentan los resultados obtenidos de los estudios analiticos y de preformulacion
realizados en un sélido pulverulento obtenido a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch mediante
un nuevo proceso tecnoldgico. El ingrediente activo obtenido presenta propiedades fisicas, quimicas y
tecnolégicas que permiten su utilizacion en la elaboracién de formas farmacéuticas con accion antihelmintica.
Se evalud el procedimiento tradicional para la obtencion de polvo a partir de las semillas en comparacion con
una nueva metodologia que permite el desarrollo de un proceso limpio en el cual se puede disponer de dos
productos colaterales (aceite y testa) de interés farmacéutico y para la nutricion animal, respectivamente. El
polvo obtenido tiene 0,8% de amino&cidos que reaccionan de forma similar a la Cucurbitita con la ninhidrina,
lo que constituye un notable incremento en el contenido de metabolitos activos obtenidos por la nueva
metodologia con respecto al polvo obtenido por métodos convencionales.

Los estudios analiticos realizados permitieron proponer el analisis — microscépico, las reacciones
colorimétricas de Foling y ninhidrina y la Cromatografia en Capa Delgada como ensayos cualitativos para la
identificacion del polvo; como ensayos especificos se determing el limite superior de especificacion de los
ensayos pérdida por desecacion, cenizas totales y cenizas insolubles en agua, obteniéndose valores que se
corresponden con los reportados, en farmacopeas vigentes, para ingredientes activos de origen vegetal. Una
técnica colorimétrica, utilizando la reaccion de ninhidrina, se empleé como ensayo cuantitativo, realizando la
evaluacion del contenido de aminoacidos presentes en el polvo en base a asparagina. Se establecieron
como condiciones Optimas para el desarrollo de la técnica una temperatura de 60°C, tiempo de calentamiento
40 minutos y tiempo de lectura 10 minutos y se validd la misma comprobandose su fiabilidad para los
objetivos propuestos. Estos resultados permitieron proponer la monografia para el control de la calidad del
solido pulverulento como ingrediente activo. Dicha monografia, novedosa al elaborase para este farmaco, se
estructurd acorde con las normativas internacionales y se aplico en la comparacion de los polvos obtenidos
por el método clasico y el método propuesto en esta Tesis.

Los estudios de preformulacion aplicados al sélido pulverulento, realizados por primera vez en Cuba, y sin
referencias en la bibliografia disponible, demostraron que el polvo obtenido en el presente trabajo posee
ligera higroscopicidad, escasa fluidez, es compatible con los excipientes evaluados y es estable en el tiempo
que abarcd el estudio. Estos resultados, unidos a los descritos anteriormente, permitiran la posterior
formulacion de una nueva forma farmacéutica con accion antihelmintica con requisitos tecnoldgicos

establecidos, presentacion estética adecuada y ensayos de control de calidad que lo hagan mas fiable.
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Introduccion 1

INTRODUCCION

A lo largo de toda la historia de la humanidad, los diferentes pueblos han utilizado medicamentos naturales
que encontraban alli donde vivian. El conocimiento de ciertas plantas y remedios tradicionales data de
muchos siglos, sus efectos han sido experimentados y confirmados por multitud de generaciones, por lo que
el empleo de éstos, constituye una parte importante de la cultura universal que ha acumulado la humanidad,
Velazquez G., 1996.

En numerosos paises subdesarrollados, la mayoria de la poblacion se sirve de medicamentos tradicionales
que la “ciencia moderna” no siempre ha sabido estudiar, reconocer y apreciar. Hoy, las grandes industrias
farmacéuticas a nivel mundial dependen en gran medida de las plantas medicinales, numerosos
medicamentos modernos provienen de plantas utilizadas desde hace siglos. La busqueda de compuestos de
origen vegetal, bioldgicamente activos, es una tarea en la cual se encuentran enfrascados muchos
investigadores. Esto se debe no soélo a la ventaja de obtener nuevas drogas, sino también, a que permite
encontrar prototipos estructurales activos que mediante técnicas semi-sintéticas, pueden lograr derivados

menos toxicos y/o mas eficaces, Zhang X, 1998.

Ha quedado ya superada la etapa en que se absolutizaba la eficacia excepcional de los productos de
sintesis, hasta el punto de echar en el olvido las posibilidades que la naturaleza ofrece. Ahora sabemos que
la biosintesis que se opera en las plantas, sobre la base de la asimilacién de moléculas simples en sistemas
infinitamente complejos, supera por sus posibilidades a todas las fabricas quimicas contemporaneas,
Robineau L., 1992.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1991, define las plantas medicinales como toda especie
vegetal, en la que toda o una parte esta dotada de actividad farmacolégica y recomienda el uso de la
medicina natural en los paises en vias de desarrollo ante la imposibilidad de acceder, por razones de tipo

economico, al arsenal terapéutico disponible en los paises desarrollados.

Lo anterior, unido al nivel actual de la farmacologia y de la tecnologia farmacéutica, debe permitir una
aproximacion cientifica al problema, que abarca desde la seleccion de productos de eficacia contrastada,
hasta el disefio de las formas farmacéuticas con buena calidad, tanto desde el punto de vista tecnolégico
como hiofarmacéutico, para su administracion. En la medida en que se racionalice y se normalice el uso de

estos medicamentos, se avanzara en la cobertura terapéutica en estos paises, Diaz LM., 1995,
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Los efectos de la fitoterapia son generalmente atribuidos a la planta como un todo. Sin embargo, el término
plantas no es mas que el material vegetal crudo a partir del cual los ingredientes activos son colectados por
procedimientos especiales. La mayoria de las preparaciones fitoterapéuticas, en contraste con las drogas
sintéticas, contienen una mezcla compleja de principios activos que es dificil caracterizar quimica y
bioldgicamente, por lo que nunca la calidad de las preparaciones medicinales a partir de plantas suele ser
garantizada si el material crudo, la forma de preparacion y el producto final no estan bien definidos por el

manufacturero, Meier B., 2002.

En Cuba, el uso de las plantas medicinales, como recurso terapéutico, ha adquirido en los Ultimos afios una
relevancia fundamental por su probada efectividad e inocuidad, ya que constituye la base para la elaboracion
de sistemas de medicina alternativa, como fuente de materia prima para la industria farmacéutica, en la
sustitucion de materia prima de importacion para la elaboracion de medicamentos y como arma terapéutica

en los sistemas médicos y fitoterapéuticos tradicionales, Areces A., 2000.

En nuestro pais, de forma similar a lo que ocurre en la mayoria de los paises, las plantas medicinales se
encuentran incluidas en la categoria de medicamentos. Por tanto, se hace necesario que todo fitopreparado,
empleado con fines terapéuticos (preventivo, curativo, sintomatico), sea considerado un medicamento al que
hay que exigir el cumplimiento de los pardmetros de: calidad, seguridad y eficacia. Su uso racional
(indicaciones, dosificacion, posologia, consejo sanitario), conjuntamente con los controles preestablecidos en
cuanto a calidad y seguridad, son los factores determinantes de la eficacia terapéutica en los preparados
elaborados a partir de plantas, Navarro C, 2000.

El Ministerio de Salud Publica (MINSAP), en coordinacion con centros de investigacion y universidades del
Pais, estimula y dirige el desarrollo de investigaciones sobre plantas medicinales, con el objetivo de obtener
formas farmacéuticas que cumplan con los requerimientos tecnoldgicos establecidos para lograr preparados
biodisponibles. Esta es una alternativa que se sigue en el tratamiento de diversas enfermedades entre las
que cabe sefialar las infestaciones parasitarias, que constituyen un peligro de alcance mundial para la salud,
fundamentalmente en algunos paises tropicales, donde alcanzan el 80% de la poblacion, destacandose la

helmintiasis como una de las enfermedades predominantes en el mundo, Flores J., 2004.

Dentro de las plantas que se han utilizado a nivel mundial, por su accion antihelmintica se destacan las
semillas de Cucurbita spp., cuya accion ha sido demostrada en mdltiples trabajos (Duvian G., 1953; Shiao S.,
1962; Rivastava A. y col., 1967; Gonzélez E., 1974; Fiang S.,1982; Elisha E., 1997; Diaz Obregdn D. y col.,
2004). Sin embargo, las farmacopeas vigentes no reportan un ingrediente activo a partir de esta planta cuya
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accion antiparasitaria se debe a la presencia en su almendra, de un aminoacido pirrolidinico llamado

Cucurbitina, que no se comercializa, Sun T., 1961; Mamoun O. y col., 1995; André P, 1997.

A partir de 1992, la utilizacion de las semillas de calabaza en Cuba, pasé de la medicina tradicional a ser
expendido por los laboratorios de fitofarmacos de todo el pais, en forma de papelillos, segin la Guia
Terapeéutica Dispensarial de Fitofarmacos y Apifarmacos, 1992. Sin embargo, a pesar de haberse iniciado su
comercializacion, el método de obtencion de este producto no incluye la separacion del aceite y la testa del
polvo obtenido de la almendra, portador fundamental de los metabolitos activos. Por otra parte, no existen
técnicas analiticas ni estudios tecnoldgicos, reportados en la bibliografia, que garanticen su control de calidad
y una formulacién optima, respectivamente. Todo lo cual motivd que los papelillos de polvo de semillas de
calabaza perdieran, casi totalmente, la demanda en el mercado, a pesar de considerarse necesarios para
combatir las enfermedades parasitarias y enriquecer la terapia antihelmintica en el Pais, actualmente

limitada.

Constituye, por tanto, el problema cientifico de este estudio; que, la forma en que se prescribe, en Cuba, el

polvo obtenido de las semillas de Cucurbita moschata Duch no posee estudios analiticos y de preformulacion
que la fundamenten; carece de monografia para su control de calidad, lo que unido a su presentacion

(papelillos) dificulta la aceptacion popular y, logicamente, su comercializacion.

Por ello, y en aras de contribuir con el Programa de Medicina Verde del Pais, este trabajo cientifico parte de
la hipdtesis de que es factible obtener, a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch, un nuevo
producto, desgrasado y decorticado, con posibilidades de ser utilizado como ingrediente activo en la
elaboracion de formas farmacéuticas con accion antihelmintica; Para fundamentar dicha hipétesis se plantea

el objetivo general siguiente:

Obtener un nuevo producto, desgrasado y decorticado, a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch;

y evaluarlo como ingrediente activo de formas farmacéuticas, con actividad antihelmintica.

A partir de este objetivo general se precisan los siguientes objetivos especificos:

@ Definir un nuevo proceso tecnoldgico para la obtencion de un polvo, desgrasado y decorticado, a partir
de las semillas de Cucurbita moschata Duch.

@ Comparar el método de obtencion del polvo, propuesto en el presente trabajo, con el método utilizado
actualmente en los laboratorios de fitofarmacos del Pais.




Introduccion 4

@ Evaluar ensayos cualitativos y especificos para ser incluidos en la monografia de control de la calidad
del polvo.

Q@ Realizar estudios analiticos para establecer las condiciones dptimas de aplicacién de la reaccion de
ninhidrina en la determinacion de aminoacidos en el polvo.

@ Validar las técnicas de colorimetria y de HPLC, empleando la reaccion de Ninhidrina, para su
aplicacion en la determinacion cuantitativa de aminoacidos totales y en los estudios de estabilidad del
polvo, respectivamente.

@ Realizar estudios de preformulacion del polvo, obtenido por el método II, para su uso en la elaboracion
de formas farmacéuticas sdlidas.

@ Evaluar cualitativamente el aceite obtenido como producto colateral del método Il para recomendar su

uso con fines farmacéuticos.
Los aspectos novedosos y aportes mas significativos de este trabajo se pueden resumir en que:

Se desarrolla un proceso limpio de obtencién del polvo de las semillas de Cucurbita moschata Duch, el cual

incluye procedimientos de desgrase y decorticado, que proporciona un producto de mayor calidad para su

aplicacion como antihelmintico. A partir del desarrollo y validacion de diferentes procedimientos analiticos se
propone la monografia analitica para garantizar el control de la calidad de dicho polvo, como materia prima,

aspecto no reportado en las farmacopeas actuales. Se exponen, por primera vez en Cuba y sin antecedentes
en la literatura cientifica consultada, resultados de estudios de preformulacion del polvo que servirdn de base

para la futura formulacion de formas farmacéuticas con accion antihelmintica.



CAPITULO I. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

1.1. Consideraciones generales acerca del uso de las plantas medicinales

Desde los albores de la humanidad, individuos pertenecientes a distintas tribus o pueblos descubrieron,
quizas en forma paralela, que algunas plantas eran integrantes de la dieta, mientras que otras poseian
propiedades curativas. Estos fueron los primeros pasos de ensayo y error, por medio de los cuales el hombre
primitivo adquirié una serie de conocimientos sobre aquellas especies vegetales que eran susceptibles de ser
empleadas con fines terapéuticos. Navarro C., 1994.

Los conocimientos, transmitidos durante una larga parte de la historia de la humanidad, en forma oral,
quedaron posteriormente recogidos en numerosos documentos escritos, que pertenecen a distintas
civilizaciones, destacandose en todos ellos las referencias relativas a las especies vegetales que eran objeto
de uso medicinal. Los papiros hieraticos relativos a la medicina como el de Edwin Smith, 2980-2970 Antes de
Cristo, el Rigveda hindu y las ordenanzas del Rey Asoka, en las que reglamentaba tanto el cultivo como la
recoleccion de las especies con interés terapéutico. A todos estos testimonios escritos hay que afadir el
compendio chino titulado “Pen t'sao Kang-mou”, que contiene 8 160 formulas, preparadas con 1 871
sustancias, principalmente de origen vegetal. Se conservan igualmente importantes aportes realizadas por
las civilizaciones griega y romana, entre las que destaca la efectuada por Dioscdrides en cuya obra “De
Materia Médica”, se describen minuciosamente unas 500 especies, asi como las enfermedades en que
estaba indicado su uso, Navarro C., 2000.

Sin embargo, a pesar de la amplisima utilizacién de las plantas medicinales, o de partes de las mismas con
fines curativos, hasta bien entrado el siglo XIX no se cont6 con los medios y conocimientos necesarios para
que su uso estuviera dotado de bases cientificas. Desde entonces el estudio de las plantas medicinales ha
transcurrido por diferentes etapas; durante la primera mitad del siglo XX se inici6 el auge de la quimica y
sintesis, seguida de la entrada masiva en el mercado terapéutico de componentes activos procedentes de
esta ultima via, lo que motivd que muchas de las plantas medicinales empleadas desde la antigliedad,
fundamentalmente las destinadas al tratamiento de patologias leves 0 moderadas, quedaran en el olvido y se
llen6 el ambito farmacoterapéutico de forma casi exclusiva, con los medicamentos de origen sintético. Esta
situacion permanecio asi hasta los afios sesenta, cuando diversos factores entre los que destacd la
necesidad de encontrar nuevas moléculas con actividad farmacoldgica, conjuntamente con el intento de
disponer de medicamentos con menos efectos secundarios que los que presentaban algunos farmacos
sintéticos, hicieron volver los ojos de los investigadores a la naturaleza y, en particular, al reino vegetal, Villar
A., 1999.
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Los frutos de estas investigaciones se traducen en que, en el momento actual, el 60% de los medicamentos
disponibles en el mercado, en su origen o de hecho, proceden del mundo vegetal. Segun estimaciones
realizadas por la OMS, alrededor de un 80% de la poblacion mundial recurre en gran medida a los remedios
tradicionales. Declaraciones realizadas por esta organizacion manifestaron que el uso de las plantas
medicinales esta asumiendo una importancia creciente en la atencion primaria de la salud de los individuos y
de las comunidades, tanto en los paises en vias de desarrollo como en la mayoria de los paises
desarrollados, existiendo paralelamente un incremento del comercio internacional de estas plantas, Zhang X.,
1998.

En la actualidad existen una serie de problemas ligados a la comercializacion y prescripcion de los productos
de fitoterapia. En primer lugar se cita el uso de formas farmacéuticas simples y compuestas que contienen
como principios activos productos naturales y carecen de estudios previos de formulacién para avalar su
utilizacién. Ademas, se prescribe el uso indiscriminado de plantas sin conocer suficientemente los riesgos de
su utilizacion. Esto en algunos casos ha traido graves consecuencias, referidas en la literatura, entre los que
se destacan; por ejemplo, las plantas que contienen alcaloides pirrolizidinicos, en las que tras un periodo de
latencia de semanas 0 meses se detectan distintos sintomas: anorexia, letargo y dolor abdominal, posterior
destruccion de hepatocitos y dafio en las ramas de la vena hepatica, con peligro de trombosis, Westendorff
R.ycol., 1992.

De forma similar, las plantas medicinales con derivados antracénicos (Senes, Frangula, Céscara Sagrada,
etc.), empleadas con demasiada profusién como laxantes, pueden provocar alteraciones en la mucosa
intestinal como consecuencia de un uso prolongado, Dufour P. y Gendre P, 1988. Otro ejemplo, es la
posibilidad de enfermar de bocio provocado por especies ricas en glucosinolatos, tales como la coclearia
(Cochlearia officinalis) y la capuchina (Tropaeolum majus), Bruneton J., 1999.

De lo expuesto, se deduce que el uso de las plantas medicinales conlleva una serie de riesgos, que en
algunos casos pueden resultar, incluso, fatales. El reconocimiento de esta realidad no supone, en absoluto,
que se abandone la prescripcion fitoterapéutica, pero si debe conducir al estudio de los remedios
tradicionales por métodos cientificos, contribuyendo de esta forma al desarrollo de la medicina. Para avanzar
hacia una medicina natural mas segura y eficaz, es imprescindible fomentar la investigacién en esta linea,
prestando atencion a las plantas mas utilizadas y a las menos conocidas. Al igual que en los demas
medicamentos, también en los preparados fitoterapéuticos es necesario garantizar la calidad, seguridad y
eficacia. Las exigencias sobre el control de calidad de las drogas vegetales seran dadas, principalmente por
las prescripciones de las farmacopeas y demas regulaciones, Caiiigueral S., 1998.
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Por otra parte, la clinica y la experimentacion farmacoldgica han demostrado que la accion de una planta no
se puede explicar por la de uno de sus principios activos; es entonces cuando hablamos de fitocomplejos en
los cuales estan los principios activos, otras moléculas aparentemente inactivas, las sustancias
coadyuvantes, etc. El principio activo purificado es una molécula muerta que no puede disfrutar de la sinergia
farmacocinética que tiene la droga entera y, a su vez, se deduce que ésta tiene una accién mas suave y mas
activa que el principio activo de mayor efecto por interaccion con las moléculas consideradas “inertes”, que
en realidad ejercen una labor terapéutica de indudable valor, pero de alcance aun desconocido en su sentido
mas amplio. Fitoterapia, Vademécum de prescripcion, 2003.

En muchos casos se asume que el extracto de planta, como un todo, es la parte activa, ya que es
frecuentemente dificil identificar los componentes individuales responsables de la actividad farmacolégica y
aun mas dificil sefialar la sinergia entre varios componentes, Werterhoff K. y col., 2002.

Por otra parte, los compuestos concomitantes, presente en los fitofarmacos junto a las sustancias activas,
llamados coefectores o coadyuvantes, poseen una gran importancia en la formulacién de un fitomedicamento
porque ellos pueden cambiar propiedades fisico-quimicas de las sustancias activas, tales como la solubilidad
y la velocidad de disolucion y, por tanto, influyen en los parametros biofarmacéuticos, como la absorcion y la
biodisponibilidad. A su vez, la composicion y las propiedades de los preparados de plantas medicinales
dependen de una gran cantidad de factores diferentes, tales como, la calidad de la planta, grado de
reduccion del material vegetal y el secado. Todas estas propiedades poseen una gran importancia para los
actuales procesos de formulacion del polvo o extracto seco a formas farmacéuticas sélidas, Eder M. y
Mehnert W., 1998.

1.2. Solidos pulverulentos (polvos)

Los solidos pulverulentos tienen una gran importancia en Tecnologia Farmacéutica, ya que constituyen la
materia prima para la elaboracion de numerosas formas farmacéuticas, Vila Jato JL, 1997. Teniendo en
cuenta que el presente trabajo se propone obtener un ingrediente activo de origen natural en forma de polvo,
a continuacién se exponen aspectos relacionados con las operaciones mas utilizadas en la obtencion del
mismo, asi como las propiedades fisico quimica que permiten caracterizar tanto al polvo como a los
productos colaterales obtenidos al realizar los procedimientos tecnoldgicos seleccionados.

1.2.1. Operaciones tecnoldgicas con sélidos pulverulentos

Extraccion: La extraccion es la operacion galénica que consiste en separar de la droga los principios activos
medicamentosos, distinguiéndose tres tipos, segun el método utilizado: extraccion mecanica, extraccion

mediante disolventes y extraccion por destilacién, Sufié N., 1993.
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El desgrase de los solidos pulverulentos de origen natural puede ser realizado a través de la operacion de
extraccion, que permite eliminar las sustancias grasas que pueden encontrarse en las distintas partes de las
plantas, preferentemente en las semillas. Existen tres tipos de extraccion que se aplican dependiendo de las
caracteristicas del material vegetal: La extraccion mecanica (de mayor interés la expresion que consiste en
presionar fuertemente la droga empleando prensas de accién mas o menos automatizada), la extraccion
mediante disolventes organicos (consiste en usar un disolvente que disuelva el aceite y los componentes
disueltos en él) y la extraccion por destilacion (método apropiado, y generalmente reservado, para obtener
los aceites esenciales). Cuando la planta tiene un alto contenido de aceites, como el caso de las semillas de
Cucurbita, dicho aceite se obtiene, preferentemente, por expresion; y cuando la planta tiene un bajo
contenido de aceite, éste se obtiene, generalmente, por extraccion mediante disolventes organicos.
European Pharmacopoeia (Eur. Ph.), 2005.

Pulverizacion: La divisién de sélidos es una operacién galénica que consiste en la reduccion de tamafio de
una droga (materia prima del farmaco, hojas de una planta, etc.), sustancia medicamentosa o excipiente. Si
se parte de un material seco se conoce como pulverizacion y si es carnoso, pulpacion. La pulverizacion es el
proceso que mas se aplica en Farmacia, Sufié S., 1993.

La pulverizacion se define como el proceso de reduccion, por medios mecanicos, del tamafio de particulas de
los sdlidos pulverulentos. Normalmente se realiza con el fin de aumentar la superficie especifica del mismo,
lo que trae aparejado una serie de ventajas tecnolégicas en la formulacion del producto entre las que se
destaca el aumento de la velocidad de disolucidn y de la biodisponibilidad. Para realizar un eficiente proceso
de pulverizacion deben conocerse previamente las caracteristicas fisicas, quimicas y toxicoldgicas del

producto. En el caso de los sélidos vegetales, deberan tenerse en cuenta los siguientes factores fisicos:

estructura del vegetal (ya que en funcién de la misma, lefiosa, fibrosa, etc., se emplearan unos molinos u
otros), contenido acuoso y contenido graso, para evitar en estos ultimos la formacién de pastas, Souto C.,
1997.

La pulverizacién se puede realizar manual, utilizando el mortero, 0 mecanica con molinos. La literatura
reporta cinco tipos de molinos que estan caracterizados por el mecanismo de pulverizacion, que aportan
tamarios de particula variables y la seleccion de los mismos esta relacionada con el tipo de material a
pulverizar. En los materiales fibrosos, como las semillas vegetales, debe utilizarse el molino de cuchillas,
Aulton M., 2004.

Tamizacion: Es una operacién basica galénica que tiene por objeto separar las distintas fracciones de una

mezcla pulverulenta. Esta operacion se efectua mediante tamices que actian como barreras mecénicas al
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paso de particulas y posibilita evaluar la distribucion del tamafio de particulas. Habitualmente, los tamafios de
particulas que componen los solidos pulverulentos se ajustan a una distribuciéon normal o a una distribucion
logaritmica-normal, comportamiento que es derivado de los histogramas de frecuencia que generan los datos
obtenidos al realizar la tamizacién, Vila Jato JL., 1997.

1.2.2. Caracterizacion fisico-quimica de los sélidos pulverulentos

La caracterizacion de los sélidos pulverulentos, en especial en lo que se refiere a sus propiedades
reolégicas, resulta muy compleja. Ello tiene su origen en que son sistemas discontinuos, formados por
particulas individualizadas, es decir su comportamiento no s6lo depende de las caracteristicas intrinsecas del
material, como su estructura molecular y su pureza, sino también de un considerable numero de propiedades
asociadas a las particulas individuales que los componen, Gdmez Amoza JL., 1997.

A continuacién se exponen los procedimientos a los que se acude con mayor frecuencia a la hora de
caracterizar un polvo de origen vegetal y se sefialan algunas referencias que reflejan las consideraciones
anteriores:

Anélisis granulométrico: El objetivo basico de este analisis en un producto vegetal se resume como la
evaluacion de la distribucion del tamafio de particulas. Este procedimiento utiliza cualquiera de las técnicas
conocidas (Tamizacién, Sedimentacion, Coulter, Difraccion laser o microscopia) cuya seleccion depende del
tamafio de particulas y el tamafio de la muestra, Goméz Amoza JL, 1997.

Higroscopicidad: Muchos compuestos son sensibles a la presencia de vapor de agua o humedad. Este
parametro mide la capacidad que posee el polvo de ganar o perder agua en el medio en que se encuentra y
posee una importancia significativa en la estabilidad del polvo, aportando datos que definen las condiciones
de almacenamiento de cualquier producto. Este parametro se mide por métodos gravimétricos, siguiendo las
metodologias referidas en farmacopeas y literatura especializada. Steele T., 2004, refiere que las
metodologias mas utilizadas en la actualidad son la reportada en la Eur. Ph., 1999 (método estatico) y la
reportada por Callagan JC y col., 1982; ambas clasificaciones permiten definir el grado de higroscopicidad
que posee el compuesto analizado.

Propiedades de flujo: Estas propiedades presentan una gran importancia en la formulacion de un
medicamento, ya que condicionan un considerable numero de operaciones basicas implicadas en la
elaboracion de numerosas formas farmacéuticas solidas, entre las cuales se encuentra la pulverizacion, la
tamizacién, el mezclado y la compresion, Vila jato JL, 1997. Ademas existen varios factores que afectan las
propiedades de flujo, entre las cuales se destacan cambios en la forma de las particulas, en el tamafio, en la
densidad y en la humedad absorbida etc., Nagel K, 2003.
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Es posible emplear diferentes métodos para medir las propiedades de flujo, los cuales por separado ofrecen
informacién parcial, por lo que se recomienda realizar un analisis global de los mismos, Amidon GE., 1999.
Este autor agrupa estos métodos de la siguiente forma:

Mediciones angulares: Incluyen la mediciéon del angulo de reposo, como la mas importante, y mediciones

angulares relacionadas (angulos de espatula, de diferencia y de caida). Estas mediciones pueden ser
realizadas de forma automatizada, empleando el equipo Hosokawa, 0 a través de mediciones manuales.

Determinacion del indice de compresibilidad y de la razon de Hausner; Son ecuaciones empiricas que

utilizan los valores de densidad real y densidad aparente para ofrecer un valor que Carr R, 1965, relaciond
con el flujo de los polvos.

Determinacion de fuerza de cizalla: Este grupo de métodos permite evaluar las propiedades de flujo de un

material, determinando la resistencia al desplazamiento, como consecuencia de la cohesién, de dos capas
sucesivas de particulas de un lecho de sélido pulverulento. Para ello se utilizan las llamadas Células de
Cizalla, de las cuales la més usada es la célula de Jenike. Los datos obtenidos permiten determinar el factor
de flujo, cuyo valor permite clasificar el polvo, Amidon E., 1999.

Las publicaciones de los Ultimos afios, que refieren la caracterizacion de solidos pulverulentos de origen
vegetal, incluyen en su mayoria los procedimientos anteriores (Palma S. y col., 1999; De Souza K. y col.,
2000; Palma S. y col., 2002; Kopelman S. y Augsburger L., 2002; Soares LQ. Y col., 2005) y omiten los
estudios de cristalinidad, de forma de las particulas, de solubilidad, etc.; omision que se justifica, pues estos
métodos no serian indicados por la falta de pureza de estos polvos.

1.2.3. Caracterizacion fisico-quimica del aceite

Los aceites grasos vegetales son, principalmente, triglicéridos sélidos o liquidos de &cidos grasos. Pueden
contener pequefas cantidades de otros lipidos, tales como ceras, acidos grasos libres, glicéridos parciales o
residuos no saponificables. Los aceites grasos vegetales se obtienen de las semillas, el fruto o el
hueso/pepita de diversas plantas por expresion o extraccion con disolvente.

Después de realizar un analisis de las monografias de aceites vegetales virgenes, descritas en las
farmacopeas actuales se puede resumir que entre los ensayos mas usados para la caracterizacién de los

mismos y que aparecen descritos en estas fuentes: British Pharmacopoeia (B.P.), 2004 y Eur. Ph., 2005, se

encuentran las constantes fisicas: indice de refraccion y rotacion optica; la absorbancia (midiendo el
comportamiento de absorcion entre 200 y 300 nm); el indice de acidez (A); el indice de lodo (l)); el indice de
peroxidos (P); el indice de saponificacion (1s)
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1.3. Estudios analiticos en plantas medicinales

Es conocido que los métodos analiticos, constituyen herramientas imprescindibles para el desarrollo del
control de la calidad, estudios de estabilidad y biofarmacéuticos de los ingredientes activos, y de las
diferentes formas farmacéuticas disefiadas a partir de ellos. En el caso particular de los estudios analiticos
aplicados a los productos farmacéuticos de origen vegetal, se requiere de técnicas muy especificas y
sensibles para su implementacion, debido a la alta complejidad de las muestras; que presentan gran
variedad en sus composiciones y las bajas concentraciones de los metabolitos presentes.

Si se observan las monografias analiticas, de plantas medicinales y preparados fitofarmacéuticos, descritas
en las farmacopeas actualizadas (B.P. y Eur. Ph.), se puede constatar que aunque la estructura
metodoldgica de la monografia es similar a la de los productos sintéticos, los procedimientos analiticos se
conciben de manera diferente. En la Tabla 1.1 se ejemplifican algunas de las particularidades de estos
procedimientos, donde las técnicas analiticas de cuantificacion estan referidas a la determinacién del
porcentaje total de un tipo de analito, expresado en base a uno de los metabolitos conocido presente en la
planta. Lo anterior estd en total correspondencia con la Norma de Control de Calidad establecida por la
European Medicines Agency (EMEA) que plantea que en el caso de los ingredientes activos de plantas
medicinales y sus preparaciones, la cuantificacion sera dada como un rango correspondiente a una cantidad
definida de constituyentes con actividad terapéutica conocida, EMEA, 2005.

Tabla 1.1. Principales particularidades de los ensayos, de ingredientes activos de plantas medicinales,
segun las monografias analiticas, Farmacopea Britanica, 2004.

Planta o preparado | Grupo de metabolito Técnica analitica Sustancia de
cuantitativa referencia en CCD
. aminoacidos (aliina y HPLC(contenido de Alanina
Ajo (polvo) alicina) alicina)
Hypericum hipericinas COMO | Espectrofotometria UV- rutina, hiperésido
(extracto seco) hipericina VIS (590 nm)
derivados
'Ii?rbado y Cape hidroxiantracénicos Espectrofotometria UV- .
oes (hojas vy Barbaloina
expresado como VIS (612 nm)
extracto seco) .
Barbaloina
Belladona (hojas y | alcaloides expresado Volumetria Hiosciamina
polvo) como hyosciamina (Neutralizacion)
BII’C,h (hojas), flavonoides L Espectrofotometria UV- acido cafeinico,
Caléndula (Flores) | como hyperdsido VIS (425 nm) clorogénico, Rutina
Eder (Flores) ’
Mucus(Polvo) lodo Volumetria Redox -
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La cromatografia en Capa Delgada (CCD) también poseen sus particularidades cuando se utiliza en el

control de la calidad de los productos vegetales, ya que en la misma se valora como resultado todas las

evidencias que se revelan en la placa cromatografica (representa la huella digital del producto) y son

seleccionadas como sustancias de referencia uno o varios metabolitos, de los cuales se conoce su existencia

en la planta pero ademas estéd asegurada su comercializacion; este Ultimo aspecto provoca la coincidencia o

no con los metabolitos de interés. Como ejemplo se pueden citar las sustancias de referencia utilizadas en la

CCD de algunos ingredientes activos de plantas que aparecen en la B.P., 2004 (Tabla 1.1).

Atendiendo a lo anteriormente sefialado Vlietinck A., 1999, describié los aspectos mas generales que deben

ser incluidos en cada uno de los ensayos de las monografias de los ingredientes activos de origen vegetal:

v

Nomenclatura: Usualmente se refiere el nombre botanico de la planta, el género, y la especie,
seguido de datos particulares en cada tipo de ingrediente.

Definicidn: Se describe la parte usada de la planta y la forma en que se presenta, asi como, el
contenido de ingredientes activos expresado como limites de aceptabilidad.

Caracteristicas: Se describen las diferentes caracteristicas y criterios que pudieran ser aplicados con
propositos de identificacion; caracteristicas organolépticas, caracteristicas botanicas microscopicas y
macroscopicas, asi como, algun criterio existente en cuanto a solubilidad, miscibilidad y estado
fisico.

Identificacién: En el caso particular de las drogas vegetales y los balsamos, resinas y gomas, incluye
las caracteristicas botanicas macroscopicas y microscopicas, seguidas de andlisis por CCD y de
reacciones quimicas de identificacion, mientras que los aceites volatiles y las tinturas y extractos solo
incluyen estas Ultimas y los almidones poseen varios ensayos especificos.

Ensayos Especificos: De forma general en la mayoria de los ingredientes activos (polvos o extractos)

de origen vegetal se describen como ensayos especificos generales la pérdida por desecacion, las
cenizas totales y las cenizas insolubles en &cido clorhidrico.

Ensayo cuantitativo: Constituye una parte esencial de toda monografia y cada método propuesto

debe ser validado previamente. Como se observa en la Tabla 1.1 los métodos analiticos que mas se
refieren en las farmacopeas, con este objetivo, suelen ser la volumetria y la espectrofotometria
quedando las técnicas cromatograficas para un numero mas reducido de monografias.

Almacenamiento: No tiene requerimientos oficiales y sbélo es necesario garantizar, durante el

almacenamiento, la calidad de la droga incluida en la farmacopea. Los principales aspectos que se
tienen en cuenta son: la proteccion de la luz y la garantia de un buen sellado de los recipientes.
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Los estudios analiticos en plantas medicinales aparecen muy bien representados en la literatura
especializada, fundamentalmente, dirigidos a la evaluacion y validacidn de técnicas que pueden ser utilizadas
para el control de la calidad, estudios tecnolégicos y biofarmacéuticos. Las técnicas analiticas
cromatogréaficas son las mas referidas debido a su principal ventaja, permiten separar las sustancias o
aislarlas de un medio mas o menos complejo y han sido utilizadas tanto en el andlisis cualitativo como
cuantitativo, Skoog D. y col., 2000. La gran variedad estructural de los metabolitos presentes en las plantas
medicinales explica el amplio espectro que describe la literatura de condiciones cromatogréficas estudiadas
en este campo.

A la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography)

le corresponde el mayor porciento de publicaciones, siendo las condiciones propias de la cromatografia en
fase reversa las mas representada. El lugar cimero lo alcanzan los investigadores chinos, los cuales refieren,
fundamentalmente, la validacion de esta técnica para la determinacion de diferentes metabolitos presentes
en preparados fitofarmacéuticos; ejemplos: Liu CI. Y col., 2004 y Shi JL. Y col., 2005 realizaron estudios
encaminados a mejorar la resolucion de los cromatogramas HPLC con deteccion ultravioleta, obtenida en la
determinacion cuantitativa de constituyentes hidrofilicos de la Valeriana y psoralen en la raiz de Picus hidra,
respectivamente, mientras que Hu B. y col., 2002 y He J. y col., 2004, validaron esta técnica para determinar
quercetina en Pinellia pedatisecta y derivados de stilbeno en Shengfa.

Como muestra del uso universal de la HPLC, se presentan trabajos realizados por Abourashed E. y Khan |,
2000, en los cuales se valida dicha técnica para determinar la lactona sesquiterpénica Partenolido, presente
en el Tanacetum parthenium, asi también, en estudios de Wurglics M. y col., 2001, que utilizan la HPLC para
determinar los contenidos de Hiperforina e Hipericina presentes en los productos de St. John's Word.

Otras técnicas con uso significativo en este campo es la CCD y su similar optimizado la Cromatografia en

Capa Delgada de Alta Resolucion (HPTLC, del inglés High Performance Thin Layer Chromatography). La

CCD es utilizada para la determinacion cualitativa de los metabolitos activos presentes en plantas y
fitomedicamentos, constituyendo un método oficial, presente en la mayoria de las monografias de productos
naturales y, ademas, referida en mdltiples trabajos donde se establecieron condiciones cromatograficas y se
determind la huella digital de productos vegetales, Lan YY., 2003, Agrawal H. y col., 2004, Srisvastava A. y
col., 2004.

Las técnicas espectrofotométricas y volumétricas en el analisis cuantitativo de metabolitos en plantas

medicinales y fitofarmacos, tiene su uso restringido al control de la calidad de estos, que aparece reflejado en
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las farmacopeas. Es de destacar que, dentro de los grupos de metabolitos que posibilitan el uso de estas
técnicas estan los alcaloides y los aminoacidos.

1.3.1. Técnicas analiticas mas utilizadas en la determinacién de aminoacidos en plantas medicinales.
Teniendo en cuenta, que las semillas de Cucurbita moschata Duch constituyen el objeto de estudio del
presente trabajo y que en ese material vegetal los aminoacidos son los responsables de la accion
antihelmintica, Duvian G., 1953; Esteban H., 1954, a continuacién se expone un resumen de los aspectos
mas importantes referidos en la literatura sobre la determinacién de estos metabolitos presentes en plantas
medicinales, los cuales se consideraron para el desarrollo de las técnicas analiticas validadas en esta
investigacion.

La técnica de CCD resulta una de las mas antiguas para el anélisis de aminoacidos. Sin embargo, no por ello
ha perdido su vigencia, al contrario. Su sencillez, rapidez, y selectividad, asi como otras grandes ventajas
que posee, tales como, la posibilidad de analizar multiples muestras simultdneamente, el poco tiempo
requerido para su ejecucion y la sensibilidad avalan su utilizacion en la determinacion cualitativa de estos
compuestos en plantas medicinales. Por ejemplo, en el trabajo realizado por Teodox H. y col., 1998,
utilizaron esta técnica en la separacion e identificacién de aminoacidos de extractos de las plantas Bilboa,
Gingko y Helix, utilizando la reaccion de ninhidrina como revelador.

Por su parte, la HPLC constituye el método mas utilizado hasta el momento en la determinaciéon de
aminoacidos en plantas medicinales. Sin embargo, la débil absorcién de estos compuestos obliga a realizar
previos procesos de derivatizacién, lo que dificulta el analisis y encarece el método. Segun referencias
bibliografias recientes, los agentes derivantizantes mas utilizados han sido: el fenilisotiosanato (PICT),
presente en multiples trabajos, destacandose los realizados por Calull R. y col., 1990; Senden H. y col., 1992
y Gonzéalez JM y col., 1997, quienes aplicaron esta técnica para la determinacion de aminoécidos en granos,
en tomates y en vinos rojos, y el O-ftaldehido (OPA) para la determinacion de aminoacidos en manzanas,
con resultados muy satisfactorios, Blanco Gomez A. y col., 1990. Es importante destacar que de forma
general estos métodos consumen mucho tiempo (20 a 40 minutos por muestra) y requieren equipamiento
especializado para el desarrollo de la reaccion por la alta toxicidad de la misma..

La técnica espectrofotométrica indirecta, empleando la reaccion de ninhidrina, fue propuesta por Moore S. y
Stein H, 1954, para el analisis cuantitativo de aminoacidos, y mantiene su vigencia, aunque con pequefias
modificaciones referidas por: Fukuda S. y col., 1996; Macchi F. y col., 2000; Rahman N. y Kashif M, 2003;
Taha EA y Youssef N., 2003, por sblo citar algunos ejemplos. Por su parte, Jones D. y col., 2002,

compararon esta técnica con la determinacion fluorimétrica de aminoacidos libres en muestras de tierra,
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utilizando o-ftaldehido y B-mercaptoetanol como reactivo fluorescente, obteniendo resultados satisfactorios
en ambas, aunque se demuestra la mayor sensibilidad de esta Ultima. No aparecen reportes en la literatura
de la aplicacion de esta técnica en la determinacion de aminoécidos en la Cucurbita spp.

La reaccion de ninhidrina, con grupos amino primarios, ha sido ampliamente utilizada en la determinacién
manual, automatizada y como reactivo spray en la CCD para la caracterizacién de aminoacidos en multiples
campos, siendo considerada por algunos investigadores, como la reaccidn organica mas estudiada desde
que fue descubierta por Siegfried Ruhemann en 1910. Desde entonces cientos de trabajos cientificos
aparecen publicados abordando la quimica y el mecanismo de la reaccién, la estequiometria y estabilidad de
la coloracién, la absorciéon del compuesto formado y la variacion de la coloracién para diferentes
aminoacidos. Friedman M., 2004, publica un amplio trabajo que resume los principales aspectos de esta
reaccion. Segun su valoracion el mecanismo de la reaccién de ninhidrina produce, con la mayoria de los

aminoacidos, un cromoforo coloreado llamado complejo Ruhemann’s purple (RP) con un méaximo de

absorcion a una longitud de onda de 570 nm, cuyo mecanismo incluye la oxidacion del grupo amino,
liberandose amonio, el cual se condensa con la ninhidrina reducida y con otra molécula de ninhidrina para
producir un aducto purpura.

Este mismo autor confirma, ademas, que hay muchos compuestos que producen color con la ninhidrina sin
producir RP, tal es el caso de los que aminoacidos pirrolidinicos o imino&cidos (prolina, hidroxiprolina y acido
pipecdlico), los aminoacidos polifuncionales (arginina, asparagina, y la cisteina) y otros aminoacidos
especificos como la lisina y el triptéfano; de forma general todos ofrecen tonalidades que van del amarillo al
pardo. Estas reacciones son llamadas reacciones no clasicas de la ninhidrina y en su totalidad han sido
estudiadas precisando las estructuras de los derivados formados, a continuacién se citan los de mayor
interés para este trabajo: Arginina (Takahashi K., 1976), Asparagina (Sheng S. y Kraft J, 1993, Hurst P. y
col., 1995), Cisteina (Prota G. y Ponsiglione, 1973), Lisina (Hsieh C., 1995), Acido pipecélico (Moulin M. y
col., 2002), Prolina (Magne C. y Larher F., 1992), Triptéfano (Shonberg A. y Singer E, 1978 y Kabir D. y col.,
1999), anion radical de ninhidrina (Yuferov VR. Y col., 1970y Schertz T. y col., 2001).

En este analisis bibliografico se evidencia el amplio uso que ha tenido la reaccion de ninhidrina para la
determinacion de aminoéacidos en diversas matrices, desde que fue propuesta por Moore S, Stein HA, 1954,
esto se debe, fundamentalmente, a la elevada sensibilidad, el bajo costo, la simplicidad y la rapidez de los
analisis. Multiples ejemplos lo confirman; las farmacopeas vigentes citan dicha reaccion sugiriendo su uso
como revelador Util para la deteccién cualitativa de aminoacidos por CCD y como reaccion colorimétrica en

los ensayos de identificacion de dichos compuestos formando parte de materias primas farmacéuticas y
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medicamentos. También se refiere una amplia utilizacién en la determinaciéon de aminoacidos en plantas con
diferentes fines, tales como agente derivatizante en la HPLC, Macchi F. y col., 2000; Jones D. y col., 2002 y
Moulin M. col., 2002, como revelador en la CCD, Laskar S. y col., 2001. En la planta objeto de estudio en el
presente trabajo, la Cucurbita moschata Duch, esta reaccion ha sido reportada solamente como revelador en
la CCD, Duezy col., 1988.

1.4. Estudios de preformulacion desarrollados en plantas medicinales

De forma general, para la elaboracién de preparados fitoterapéuticos se pueden emplear como ingredientes
activos: Las drogas vegetales (troceadas o pulverizadas), los extractos (productos obtenidos por
extraccion) y los principios activos purificados.

Estos productos deberan ser convenientemente preparados, dandoles la forma farmacéutica mas adecuada
para su administracion al paciente. En la Tabla 1.2 se resumen las formas farmacéuticas mas apropiadas de
|la fitoterapia y algunas particularidades que deben tenerse en cuenta en la elaboracion de preparados a base
de droga vegetal y de extractos. En el caso de los principios activos purificados, su manipulacion no difiere
significativamente de los productos de sintesis, Cafiigueral S. y Vila R, 1996.

Tabla 1.2. Clasificacion de los preparados fitofarmacéuticos, Caigueral S, 2000.

A BASE DE DROGA VEGETAL A BASE DE EXTRACTOS
1. Preparados liquidos a partir de droga cortada: 1. Preparados de extractos secos para
Tisanas (infusién, decoccion y maceracion) administracion oral:
Tisanas solubles, capsulas y
comprimidos.
2. Preparados a base de droga pulverizada: 2. Preparados de extractos liquidos

a) Preparados con polvo de droga desecada (con tamafios de | para administracién oral o topica:
particula pequefio, 125-300um): capsulas, comprimidos vy | Gotas, jarabes, elixires, melitos, etc.

grageas. _ 3.Formas semisolidas de aplicacion
b) Preparados con polvo de droga fresca: suspensiones del | externa:
polvo criopulverizado en una mezcla hidroalcohdlica. Ungiientos, cremas, geles, etc.

Entre los distintos productos derivados de las plantas medicinales, la droga pulverizada y los extractos secos,
por razones de manejabilidad, facilidad de estandarizacion y estabilidad son los que cuentan con mejores
perspectivas para ser incorporados en las formas de dosificacion sélidas, de mas amplia utilizacion en la
actualidad, Diaz L., 1995.

Cualquier ingrediente activo que se pretenda comercializar para su uso en la terapéutica debe pasar por una
serie de etapas encaminadas a la obtencion de un producto seguro y eficaz. El trabajo que abarca el

conocimiento de las caracteristicas basicas, tanto biofarmacéuticas como fisico-quimicas que van a influir en
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la eleccion y desarrollo de la forma farmacéutica final del medicamento, se conoce como preformulacion,
Vila Jato JL., 1997.

Por su parte, Akers M, 1976 plantea que: “Las pruebas de preformulacién incluyen todos los estudios
realizados en un nuevo farmaco para obtener informacion util de la formulacién posterior de una forma
farmacéutica estable y adecuada biofarmacéuticamente”, definicion que mantiene plena vigencia segun
Steele T., 2004.

Si se compara la elaboracion de formas farmacéuticas sélidas, a partir de productos naturales, con las que
contienen ingredientes activos sintéticos, resulta que en el primer caso, el grado de complejidad es mucho
mayor; lo que se explica por las dificultades tecnolégicas que se presentan en las diferentes etapas de
formulacion y que son atribuidas, fundamentalmente, a los requerimientos de dosis elevadas, a la alta
higroscopicidad que presentan y las deficientes propiedades de flujo. Teniendo en cuenta esto, la etapa de
preformulacién de un ingrediente activo vegetal debe incluir, ademas de la caracterizacion quimico-fisica del
mismo, estudios dirigidos a proponer posibles soluciones a los problemas citados.

En la bibliografia consultada se exponen algunos ejemplos de estudios de preformulacion, realizados con
ingredientes activos de origen natural (polvos y extractos secos), que ilustran la complejidad tecnologica de
los mismos y el desarrollo de técnicas o soluciones tecnoldgicas para contrarrestarla.

Guenechea J., Vademécum, 2003, plantea que: “La actividad farmacolégica de los preparados vegetales, es
claramente inferior al de muchas moléculas activas en estado puro; lo que determina que con mucha
frecuencia resulte necesaria la incorporacion de dosis elevadas de estos extractos para alcanzar el efecto
farmacologico deseado”. Esto aparece reflejado en la Tabla 1.3, para un grupo de plantas medicinales, que
se corresponden con las mas usadas con fines terapéuticos.

Tabla 1.3. Dosis de extractos secos de plantas, recomendadas en Martindale, 1999.

Extracto Seco Dosis (mg/dia)

Chaphaelis acuminata 1000 — 2000
Papaver Somniferum 300 - 1200
Rauwolfia Serpentina 200 - 400

Ginkgo biloba 300 — 1800
Allium Sativum 50 — 200

Cynara Scolymus 1000 - 2000
Angélica Archangelica 500 - 1000
Peumus Soldus 500 — 2000
Equisetum Arvense 1000 — 3000
Orataegus Oxyacantha 500 — 1000
Fucus Versiculosos 300 — 2000
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En concordancia con los datos de la Tabla 1.3 (Anexo C), y teniendo en cuenta que la terapia rechaza la
multiplicidad de los intervalos y de la cantidad de medicamento a aplicar, prefiriendo la aplicaciéon de una
dosis tras grandes intervalos, Diaz L. y col., 1996, afirmaron que en el disefio de una formulacién sélida, con
productos de origen natural, el ingrediente activo serd, sino el componente mayoritario, uno de los de mayor
proporcién. Estos autores, utilizaron la granulacion himeda del extracto seco de Plantago Lanceolada,
utilizado como modelo, mezclado con el eudragit E en dos proporciones (5 y 10%), demostrando la
efectividad de este polimetacrilato como agente aglutinante para incorporar altas dosis del extracto. Resulta
significativo, ademas, que el proceso intermedio de granulacién disminuye la higroscopicidad y
consecuentemente mejora las propiedades de flujo de este extracto.

Otro estudio tecnoldgico, con la incorporacion de altas dosis de extracto seco, se realizd por De Souza TP y
col., 2001, utilizando el extracto de Maytenus ilicifolia como modelo. Se evalud la influencia de excipientes
como agentes de desintegracion (croscarmellosa sddica y glicolato almidén sddico), lubricantes (didxido
silicona coloidal y estearato de magnesio) y como sustancia de relleno la celulosa microcristalina y la lactosa,
mientras que los perfiles de disolucion y parametros relacionados constituyeron los criterios para evaluar el
disefio factorial realizado al efecto. Los resultados avalan el uso de la celulosa microcristalina y la lactosa en
la formulacién, incorporando altas dosis de ingrediente activo, lo que fue reafirmado por Isimi C. y Nasipuri K,
2003, al mostrar su utilidad en la obtencién de una forma farmacéutica sélida del extracto de Anogeissus
leicarpus, con previo proceso de granulacion humeda.

Recientemente, Soares L.A. y col., 2005, reafirman la necesidad de desarrollar formas sdlidas, con
ingredientes activos de origen natural, conteniendo altas dosis y propusieron un proceso previo de
granulacion seca que permitiria mejorar la compresibilidad, el flujo y la higroscopicidad de los extractos secos
usados como modelo. Este trabajo se precedié de un estudio de optimizacién de tabletas obtenidas por
compresion directa de los extractos secos granulados el cual avala, como excipientes, el uso de la
carboximetilcelulosa sédica (5%) y el diéxido de silice coloidal (1,2%) ya que posibilitaron obtener una
formulacion, conteniendo altas dosis de ingrediente activo, con caracteristicas adecuadas de dureza,
friabilidad y tiempo de desintegracién.

Varios autores: Diaz L. y col., 1996; Palma S. y col., 1999; De Souza K. y col., 2000, toman en consideracion
la higroscopicidad como uno de los problemas a solucionar en los ingredientes activos de origen natural, para
su uso en formas farmacéuticas solidas, ya que este parametro influye negativamente en las propiedades

reolégicas de estos productos.
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Los problemas derivados de la higroscopicidad se analizan en varios estudios; en primer lugar se pueden
citar las investigaciones llevadas a cabo por Plaizier-Vercamem J.A. Y Browier C., 1986, donde se evaluaron
de forma comparativa las alteraciones que experimentan unos comprimidos placebos y otros de
caracteristicas similares, conteniendo extracto seco de Taraxacum, estos autores sugieren el uso del
eudragit en la formulacién como una posible via para disminuir la fuerte higroscopicidad del extracto.

De Souza K. y col., 2000, evalué el aerosil 200 y la gelita sol-p, en diferentes proporciones, como adyuvantes
en la obtencién de polvos a partir de la Pasiflora edulis var. Flavicarpa. Todos los polvos se obtuvieron con
40 partes de adyuvante y 60 partes de extracto seco. Se usaron como criterios tecnolégicos de comparacion
la distribucion de tamafio de particula, la higroscopicidad, la humedad relativa. Los resultados muestran que
de las proporciones de adyuvantes ensayadas el uso del Aerosil 200 solo exhibe las mejores propiedades
tecnoldgicas.

Otro ejemplo significativo es el estudio de preformulacion realizado con los extractos secos de Hipericum
perforatum, que ha demostrado la alta higroscopicidad y su fotosensibilidad, Bilia A. y col., 2001. En estudios
posteriores Von Eggelkraut-Gottanka SG. Y col., 2002, buscé la alternativa tecnologica mas viable, para
resolver los problemas tecnol6gicos encontrados proponiendo la granulacién previa a la compresion
utilizando como relleno la celulosa microcristalina o el almidon pregelatinizado y como lubricante el estearato
de magnesio. Estos excipientes se seleccionaron después de haber estudiado su compatibilidad con el
extracto vegetal teniendo como criterio los perfiles fitoquimicos de los metabolitos activos, Susan H. 'y
Augstburger L., 2002.

Por otra parte, en la mayoria de los pocos estudios disponibles sobre formulacién de plantas medicinales, se
aborda el tema de las deficientes propiedades reoldgicas que caracterizan los polvos y extractos secos de
origen natural y la busqueda de soluciones para mejorar las mismas, por la importancia que revisten en la
obtencion de una forma farmacéutica sélida.

El uso de la silica ahumada (Cab-O- Sil) como excipiente para la elaboracion de tabletas que contengan
extractos secos de plantas, como ingrediente activo, se estudié por Palma S. y col., 1999. Como resultado se
obtuvo un producto con satisfactorias propiedades de flujo y compresibilidad para ser procesado a través de
la compresion directa. En este estudio se utilizaron los extractos de Melissa officinalis L., Cardus marianus L.
y Peumus boldus L. que, con deficientes propiedades de flujo, sirvieron como modelos de ingredientes
activos. Se comparo la fluidez, densidad y compactibilidad al usar el Cab-O-Sil, con excipientes de

compresion directa, tales como; lactosa, fosfato di-calcico y celulosa microcristalina y los resultados fueron
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similares en todos los casos, lo que avala la posibilidad de usar este excipiente en la elaboracién de formas
farmacéuticas solidas con ingredientes activos de origen natural.

Palma S. y col., 2002, desarrollaron un estudio tecnologico para obtener una forma farmacéutica sélida a
partir del extracto seco de Peumus boldus, evaluando varias formulaciones que contenian cantidades
variables de Avicel PH 101, lactosa y estearato de magnesio como excipiente. La evaluacion tecnoldgica
demostré que la mejor formulacion se obtuvo con una composicion de: 42% de extracto seco, 27% de
celulosa microcristalina-lactosa, y 4% de estearato de magnesio, ya que esta mostré las mejores
propiedades reoldgicas, dureza y desintegracion.

Los estudios de estabilidad representan una parte crucial en los estudios de preformulacion de un nuevo
medicamento porque la inestabilidad de los productos modifica los tres requisitos esenciales de calidad,
eficacia y seguridad, Kommanaboyin B. y Rhodes C.T, 1999. La estabilidad, definida como el tiempo
durante el cual el farmaco mantiene su integridad en términos de cantidad e identidad quimica, y sus
correspondientes estudios de estabilidad aparecen descritos en las normas Harmonised Tripartite Guideline
(ICH), 1996.

Para las plantas medicinales, sus preparaciones y formas farmacéuticas la EMEA, 2005, establecié las
normas de control de calidad incluyendo las pruebas de estabilidad, estableciendo que estas ultimas deben
dirigirse a determinar la estabilidad de los constituyentes con actividad terapéutica conocida, pero no se debe
dejar de prestar atencion a otras sustancias presentes en la planta demostrando que estas permanezcan en
la misma, por ejemplo a través de la CCD. Estas normas establecen que cuando los constituyentes
responsables de la actividad terapéutica son conocidos la variacion del mismo no debe exceder un £ 5%,
mientras que si los constituyentes con actividad terapéutica no son conocidos se acepta un limite de = 10%
del valor obtenido en el ensayo inicial. También establecen las condiciones para desarrollar el estudio de
estabilidad.

Teniendo en cuenta los problemas inherentes a los ingredientes activos de origen natural, citados
anteriormente, los estudios de estabilidad alcanzan un valor inestimable durante la preformulacién de estos
productos. Es importante destacar al respecto que, en trabajos publicados recientemente se coincide en que
la aplicacion de las normas ICH en el campo de las plantas medicinales obliga, en la mayoria de los casos, a
realizar ajustes en las condiciones establecidas, tales como la humedad y la temperatura, tomando en
consideracion la estructura de los constituyentes presentes en la planta o la preparacion. Por ejemplo Bilia R.

y col., 2001 demostraron que el estudio de estabilidad en el extracto de Hypericum perforatum exigié valores
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de temperatura y humedad por debajo de los establecidos, dicho estudio se realizd determinando el
contenido total de metabolitos activos, ante la duda de a cual correspondia la accidn farmacoldgica.

Todo lo anteriormente descrito, acerca de la preformulacion para ingredientes activos de origen vegetal,
muestra que en la evaluacion fisico-quimica de los mismos se le debe prestar especial atencion a la
higroscopicidad, las propiedades de flujo y a la necesidad de incorporar altas dosis en la formulacién.
Teniendo en cuenta que, la planta objeto de estudio del presente trabajo es la Cucurbita moschata Duch,
especificamente sus semillas, a continuaciéon se expondran los estudios mas importantes realizados en
diferentes lineas de trabajo referidos con la misma.

1.5. Las Semillas de Cucurbita spp. Estudios realizados en el campo farmacéutico

1.5.1. Caracteristicas botanicas y usos de la planta

Las semillas de Cucurbita spp. son clasificadas como dicotiledoneas, se componen de una almendra
aceitosa, rodeada de una testa protectora. El tamario es aproximadamente de 10 mm., tienen forma de dévalo
y color beige, una cubierta seminal de color amarillo palido, reticulada, con presencia de pelos. La almendra
posee un embridn, recubierto por endospermo y perispermo (almendra con albumen) y su uso en el campo
farmaceéutico ha sido muy amplio, sobre todo en el tratamiento de enfermedades parasitarias, Guenkov E.,
1969; Royal Horicultural Society, 1998.

Juan Toméas Roig, 1974, en su libro “Plantas Medicinales y Aromaticas”, refiere los siguientes aspectos

generales de la planta:

L

Nombre Cientifico: Cucurbita moschata Duch

Familia: Cucurbitaceas.

b

Nombre Comun usado en Cuba: Calabaza.

E L

EL

Otros nombres comunes: Calabaza amarilla, calabaza moscada, calabacin, pumpkin, jiromon.

L

Descripcion botanica: Herbacea anual, rastrera o ascendente de tallos ligeramente angulosos. Zarcillos
simples o ramificados. Hojas pubescentes, dentadas, con tres a cinco I6bulos agudos u obtusos. Con
flores axilares, solitarias, corola anaranjada de seis a ocho centimetros. Fruto globoso, a veces cilindrico,

periforme o cdnico, amarillento o0 anaranjado, (coincide con Robineau L., 1995).

"

Distribucion Geografica: Regiones tropicales y subtropicales (cultivada y subespontanea), originaria de

América tropical, (coincide con Robineau L., 1995).

E L

Usos populares significativos: Se emplean las semillas trituradas y en forma de horchata o emulsién para
hacer expulsar las lombrices intestinales. En horchata se prescribe en la nefritis y en las inflamaciones de

la vejiga y la uretra. Posee accion gastroprotectiva.
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El Vademécum de Prescripcion de Fitoterapia, 2003, documento oficial para la comercializacion de plantas

medicinales en Espafia, describe una ficha con informacion contrastada que incluye los siguientes aspectos:

—
-

¥

W

¥

\ 4

& Nombre comun: Calabaza

Nombres Cientificos: Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima Duch.
Principios activos: Cucurbitina (0,5-2%), de estructura similar al &acido kainico; peponésido,
peporresina, acido cucurbico, leucina, tirosina, vitaminas, &cidos grasos insaturados; oleico, linoleico.
Accidn farmacoldgica: Antihelmintico nematocida (&scaris, oxiuros), diurético, emoliente, ligeramente
sedante.
Indicaciones: Teniasis ascaridiasis, cistitis, prostatitis, insomnio.
Formas galénicas-Posologia:

v’ Semillas: 50-100 g /dia en adultos, 20-40 g /dia en nifios.

v Semillas (antihelmintico): 30-40 g de semillas, descascarilladas trituradas.

Por su parte, la Guia Terapéutica Dispensarial de Fitofarmacos y Apifarmacos, 1992, documento oficial para

la comercializacién de plantas medicinales en Cuba, publicada por el MINSAP, describe los papelillos de

calabaza como una de sus formulaciones, y la informacion publicada sobre los mismos incluye los siguientes

aspectos:

&

® ® &® 606 @ 6

@

Formulacion: Triturar a polvo fino y tamizar las semillas de la calabaza y elaborar papelillos
dosificados a 600 mg.

Almacenamiento: Temperatura ambiente.

Envase: Papelillos

Garantia: 30 dias.

Posologia: un papelillo en ayunas durante 10 dias, descansar 10 dias y repetir el tratamiento.

Accion farmacoldgica: Vermifugo (uso tradicional)

Via de administracion: Oral.

Contraindicaciones: Desconocidas.

Advertencias: Desconocidas.

Como se observa en Cuba existe una tradicion en el uso de las semillas de Cucurbita, como antiparasitario.

Sin embargo, no se dispone de un ingrediente activo estandarizado, es decir que haya sido evaluado desde

el punto de vista analitico y fisico quimico con vistas a fundamentar una forma farmacéutica adecuada.
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1.5.2. Estudios fitoquimicos de las semillas de Cucurbita spp

Los estudios fitoquimicos de la Cucurbita spp. abarcan desde la década del 60 hasta la actualidad. Se han
desarrollado estudios farmacognésticos y quimicos que permiten, no sélo determinar sustancias quimicas de
interés, sino aislar distintos metabolitos entre ellos el responsable de la accion antihelmintica. Entre los
compuestos aislados de las semillas de Cucurbita spp., esta la Cucurbitina, caracterizada por investigadores

chinos, quienes propusieron ademas su sintesis quimica (Sun T., 1961).

NH,

COo0H

Figura 1.1. Estructura quimica de la Cucurbitina

Estructuralmente este compuesto es tanto un o-aminoacido, como un B-iminoécido ciclico, Dunnill M. y
Fowden L., 1965. Este aminoacido, que parece estar limitado al género Cucurbita, es el responsable de la
actividad antihelmintica, Fang S., 1961.

Hasta el momento el patron de este compuesto no se comercializa, es por esto que los investigadores que
han trabajado el tema siempre incluyen la sintesis de su sal hidrobromada en forma racémica, de acuerdo a
los métodos descritos por Sun T., 1961; Monteiro J., 1973; Marimoto Y., 1987; William R. y Glenn FJ., 1992,
cuyos estudios sirvieron de base para que Andre P. y col., 1997 y Reminel I. y André P., 1998, patentaran,
junto al aislamiento de su fuente natural, la sintesis de este compuesto. Estos autores coinciden, de forma
general, en que el procedimiento, para la obtencién de la Cucurbitina, incluye tres etapas: en la primera de
ellas se obtiene el 3 amino-1-bencil-3-cianopirrolidina; en la segunda etapa, este primer compuesto, es
transformado en el 1-bencilcucurbitina; el cual finalmente, por hidrolisis en medio acido, aporta la Cucurbitina.
La identidad del compuesto sintetizado se comprob6é mediante la determinacion del punto de descomposicion
(286 °C) y el espectro RMN- 13C, ademas, su reaccion con ninhidrina da una coloracién amarillo-pardo similar
a la prolina e hidroxiprolina, pero diferente al resto de los aminoacidos. Sin embargo, esta sintesis es
compleja y conlleva un gran numero de pasos.

La cucurbitina se encuentra, mayoritariamente, en la almendra de las semillas de las Cucurbitaceae,
especialmente de las especies Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima Duch. y Cucurbita moschata Duch,
Dunnill P. y Fowden L., 1965 y Reminel I. 1998, aunque ambas fuentes refieren que se puede encontrar en

otras especies de esta familia y también en el fruto pero en muy bajas concentraciones.
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Segun publicé la FAO, 1993; Robineau L., 1995, la composicidn fitoquimica de la semilla de Cucurbita
moschata Duch es: agua, proteinas, aminoacidos, grasas, carbohidratos, calcio, fosforo, hierro, como
elementos mayoritarios y se reportan datos de valores energéticos. Tienen hasta un 50% de un aceite graso.
La planta entera contiene: &cido citrico, fumarico, succinico, malico, alcohol, p-hidroxibenzoico, vitamina C y
xilitol: 96,5 mg /100 g de planta seca.

Matus Z. y col. 1993, estudiaron los principales caratenoides presentes en la Cucurbita pepo empleando la
cromatografia de columna con los adsorbentes: 6xido de magnesio, celite y carbonato de calcio con hexano.
La separacion de los segmentos se hizo por HPLC y se reveld la presencia de violaxtina, loteoxantina,
aurozantina, luteinepoxido y flavoxantina en pequefias cantidades. Recientemente se ha retomado el estudio
de estos carotenoides, en un estudio realizado en la variedad Cucurbita moschata, llegando a identificarse
fundamentalmente a, 3 carotenos, asi como derivados de estos, con niveles de 432 ug/100 g de semilla, lo
cual es indicativo de que las semillas son una fuente importante de vitamina A, Gonzélez E. y col., 2001.
Shavenberg P. y Paris F., 1972, estudiaron a la Cucurbita pepo y maxima aislando del germen de la semilla
una sustancia isoprenoide, la Cucurbitacina, cuya accién antiinflamatoria es notable. También es capaz de
bloquear la division celular en la estadia de metafase y deberia ser probada como anticancerigeno en
hipertrofia de prdstata. Las cucurbitacinas tienen interés debido a sus propiedades citotdxicas y
antitumorales.

Entre el 35y el 50% del peso de las semillas de Cucurbita corresponde a un aceite que ha sido ampliamente
estudiado con fines terapéuticos. Este aceite contiene una apreciable cantidad de acidos grasos insaturados
(78%), siendo mayoritarios el palmitico, el estearico, el oleico y el linoleico. Estudios realizados por Murkovic
M. y col., 1996 sefialan que el contenido de vitamina E, especialmente gamma-tocoferoles, es muy alto.
Posteriormente Yoinis Y. y col., 2000 y El-Adawy T. y Taha K., 2001 refieren que las semillas poseen,
ademas del aceite, un 38% de proteinas, un 37% de carbohidratos y 3 mg /100 g de alfatocoferoles.

De los estudios fitoquimicos reportados se puede resumir, la presencia de aminoacidos, proteinas,
carbohidratos y aceite, como componentes mayoritarios; la Cucurbitina y las cucurbitacinas con los acidos
grasos, son los compuestos responsables de las acciones farmacolégicas mas importantes atribuidas a las
semillas: antihelmintica y antinflamatoria prostatica. Los estudios fitoquimicos de las semillas continuan en
nuestros dias, recientemente Koike K. y col., 2005 aislaron y caracterizaron cinco glicésidos fendlicos, a partir

de las semillas de Cucurbita moschata, llamandole Cucurbitosido A-E.
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1.5.3. Propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas de la Cucurbita spp.

A través de los afos se han realizado numerosas investigaciones acerca de la actividad farmacoldgica y
toxicologica de varias especies de Cucurbita, desde que Colorado y Mazzotti en 1950, usaron un infuso de
semillas de calabazas en pacientes infectados con Taenia saginata y Taenia solium, obteniendo un 70,6% de
efectividad con un solo tratamiento. Duvian G., 1953, estudié el tratamiento del parasitismo intestinal con
semillas de calabaza, las cuales segun él, tienen propiedades vermicidas y Esteban H., 1954, estudié las
caracteristicas botanicas de Cucurbita pepo, asi como la morfologia e histologia de las semillas, su
composicién quimica y su farmacologia, dando especial atencion a su uso antihelmintico.

Los primeros estudios in vitro sobre Ascoris lumbricoides, Fasciola hepatica y Lumbricus terrestris se realizd
por Mackie A. y Stewart G., 1955, que estudiaron la efectividad de los extractos etéreos, cloroférmicos, en
alcohol 95% y en é&cido clorhidrico 5%, siendo el extracto mas efectivo como antihelmintico el obtenido de
acido clorhidrico.

Shiao S., 1962 demostrd la actividad protectiva de la Cucurbitina presente en las semillas de calabaza contra
la infeccion producida en ratones experimentales con Schistosoma japonicum; mientras que Bailenger J. y
Seguin F., 1966, reportaron que las semillas de Cucurbita pepo que crecié bajo condiciones controladas
contienen la actividad antihelmintica; se extrajeron dos fracciones, las cuales matan a hymenolepsis nana y
dirocvelium dendriticum in vitro e in vivo, controlan efectivamente a hymenolepsis nana en ratones y perros, y
a la Taenia saginata en el hombre.

Se ha demostrado que los extractos acuosos y alcohdlicos de las semillas de Cucurbita méxima poseen
propiedades antihelminticas. Se determind la accion farmacodinamica general de estos extractos sobre
diferentes 6rganos. El extracto acuoso causé una reduccién marcada de la amplitud de las contracciones y
de la velocidad del corazén de rana, este efecto no se bloqued por atropina. El tono del musculo intestinal del
conejo aumentd con los extractos, proporcionalmente a la dosis. Dichos extractos no surtieron efecto sobre el
musculo esqueletal y utero de rata, Rivastava A. y col., 1967.

Desde que Fang S., 1961, aislé de las semillas de Cucurbita moschata Duch al aminoacido llamado
Cucurbitina y comprob6 que inhibia el crecimiento de Shistosoma japonicum se le adjudicd a este compuesto
la accion antihelmintica, lo cual se confirmé por investigadores rusos, quienes demostraron dicha accién y
realizaron pruebas clinicas en pacientes infestados con Cestodiasis. Estos resultados aparecen reportados
por Rybaltovskii O.V., 1966 y Plomikov A., 1972.

Por otra parte, Gonzélez E., 1974, realiz6 un estudio farmacologico de la Cucurbitina, aislada de la Cucurbita
méxima Duch, en lombriz de tierra y en intestino aislado de conejo, demostrandose un efecto de pardlisis del
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verme, proporcional a la concentracion y al tiempo de contacto, y un efecto contréctil sobre el intestino
dependiente de la dosis.

Posteriormente Fiang S.,1982, observd que, veinte minutos después de la inyeccidn intravenosa de
Cucurbitina, marcada con 14C, a ratones, la radioactividad estaba altamente localizada en el higado, rifiones,
ganglios de la raiz dorsal, cartilago traqueal y pancreas. La intensa actividad persistié por 24 horas en estos
tejidos, excepto para el pancreas, que mostrd una disminucion de la concentracién con el tiempo. Se
observd, también, un nivel moderado de radioactividad en el epitelio nasal, mucosa gastrointestinal, eséfago,
glédndulas salivales, timo, médula 6sea y glandulas haeder. Después de tres dias, la mayor concentracion
estaba en los cartilagos. La retencién de Cucurbitina en el cartilago puede involucrar su incorporacion a la
proteina, la localizacidén en el ganglio de la raiz dorsal puede estar relacionada con la alteracion de la
actividad motora vista después de altas dosis de Cucurbitina.

Queiroz N.A., 1994, realizb una evaluacién toxicolégica de extractos acuosos de semillas de Cucurbita
méxima que se administré por via oral a ratas y cerdos en dosis simples durante cuatro semanas. Los
resultados indicaron una ausencia de toxicidad en todos los 6rganos evaluados.

Investigaciones mas recientes comprobaron una vez mas, en estudios efectuados, la accion antihelmintica
de cuatro plantas del género cucurbitaceae entre las cuales estuvo la Cucurbita maxima Duch, contra
Hymenolepsis nana y Aspicularis tetraptera, se utilizd la piperazina como sustancia de referencia. Los
extractos etanolicos de las semillas de esta especie exhibieron una potente actividad contra la Hymenolepsis
nana comparable con el efecto de la piperazina y una actividad menos acentuada contra el otro parésito
tratado, Elisha E., 1997. Mientras que Diaz Obregén D. y col., 2004, realizd estudios preclinicos
demostrando, una vez mas, la actividad antiparasitaria de estas semillas.

Lo expuesto, anteriormente, muestra que las semillas de Cucurbita son reconocidas, en la fitoterapia, por su
accién antihelmintica. Sin embargo, la variedad de metabolitos activos ha posibilitado realizar estudios en
diferentes campos: Amorin CZ. Y col. 1991, investigaron la actividad antimalérica de plantas de la familia
cucurbitaceas, Hase K. y col., 1996, demostraron la actividad gastroprotectiva y hepatoprotector del extracto
acuoso de la Cucurbita moschata, mientras que en 1997, Reminel | y Andre P, investigadores de un instituto
francés de cosmetologia, patentaron varias preparaciones cosméticas con accion antialérgica, con la
Cucurbitina como ingrediente activo. Evans W. y col., 2000, sefialaron que las almendras fragmentadas de
Cucurbita pepo, al igual que las de otros miembros de la familia cucurbitaceae, estan en el arsenal

herboristico para el tratamiento de la diabetes.
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Por otra parte, el aceite presente en las semillas de Cucurbita, ha sido utilizado como antiinflamatorio
prostatico en la hiperplasia prostatica benigna (HPB), lo que propicia la existencia en el mercado europeo de
varias formulaciones que lo incluyen como uno de los ingredientes activos. EI Vademécum de prescripcion,
2003, reporta que el aceite de las semillas de calabaza posee un alto contenido en proétidos ricos, a su vez,
en aminoacidos esenciales. Sin embargo, su importancia en dietética se debe especialmente a la presencia
de un componente, la Cucurbitacina, de interesantes propiedades a nivel prostatico. Estudiada de forma
aislada, la Cucurbitacina podria intervenir en el bloqueo de la division de las células glandulares (accion
antimitotica) ejerciendo, ademas, un efecto antiinflamatorio. Gracias a esta propiedad, también podria ser
utilizado en el tratamiento de la inflamacion de la vejiga. Por la importancia farmacéutica y nutricional de este
aceite en la Ultima década ha sido objeto de multiples estudios cientificos encaminados, fundamentalmente, a
estudiar su composicion y a demostrar su accion en la HPB; dentro de estos estudios se destacan los
realizados por investigadores alemanes que monitorearon una prueba clinica con mas de 2000 pacientes que
padecian la enfermedad con resultados muy satisfactorios, Schiebel-Schlosser G y Friederich M, 1998. Lo
anterior fue también confirmado recientemente por Gossel W y col., 2006 quienes demostraron la inhibicion
de la testosterona inducida en la HPB, lo que beneficia significativamente el tratamiento de esta enfermedad.
en la ultima década dirigidos del aceite

1.5.4. Estudios analiticos aplicados a la Cucurbitina

Numerosos estudios han sido publicados desde la década del 60, por diferentes autores, acerca del
contenido aminoacidico y proteico de la familia cucurbitaceae. Las semillas han sido examinadas con
preferencia a otros drganos vegetativos, ya que su composicion suele ser menos afectada por variaciones de
factores ambientales, durante el crecimiento de la planta.

En 1965, Dunill M. y Fowden L. realizaron un estudio de la distribucién de aminoacidos presentes en las
semillas de diferentes especies de esta familia, con la CCD bidimensional y la ninhidrina como agente
cromogeénico; los sistemas de disolventes butanol - acido acético - agua y fenol - amoniaco permitieron
separar e identificar veinticinco aminoacidos en total. Un resultado significativo en este trabajo es haber
obtenido en los cromatogramas que la cucurbitina, junto a la asparagina y la alanina, constituian los
aminoacidos mas abundantes en las especies Cucurbita moschata y Curcubita maxima.

Bravo R., 1974, realiz6 un estudio de los aminoacidos presentes en el infuso de semillas de Cucurbita
maxima Duch, especie chilena. Los mejores resultados se obtuvieron con la cromatografia bidimensional en

papel. Se comprob6 que el infuso tenia 13 aminoéacidos libres, empleando como fases mdviles butanol /
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acido acético / agua (80:20:20), fenol al 75% y ninhidrina como revelador, y se determin6 que la Cucurbitina
estaba en mayor proporcion

En 1988, Duez P. y col., realizaron extracciones de Cucurbitina en agua a partir del género Cucurbita. Las
determinaciones se llevaron a cabo a través de dos métodos analiticos: HPTLC y HPLC. En HPTLC la
Cucurbitina aparecié como una mancha carmelita, empleando placas de silicagel 60, disolvente metanol /
cloroformo / amoniaco 25% y &cido acético (80:10:8,5:1,5 v/v) y como revelador la ninhidrina. Por su parte, la
HPLC se usd con una columna Ciano como fase estacionaria y como fase mévil acetonitrilo- buffer pH-2,5
en diferentes proporciones. Las muestras fueron previamente derivatizadas con una mezcla fenilisotiocianato
/ piridina / agua (1,3:60:40). Como resultado se obtuvo, por ambas técnicas, que el extracto analizado poseia
un 0,3% de Cucurbitina, aproximadamente, en las especies Cucurbita pepo y moschata.

Una determinacion estereoselectiva de cucurbitina en semillas de Cucurbita spp se realizd a través de
cromatografia gaseosa, con detector de ionizacion de llama, y la cromatografia gaseosa - espectrofotometria
de masa, utilizando la columna capilar Chirasil-L-Val como fase estacionaria quiral, mientras que la D, L-
Cucurbitina fue previamente transformada en los ésteres derivados de N-trifluoroacético correspondientes a
través de la reaccion con diferentes alcoholes y el anhidrido trifluoroacético. Se usé como estandar interno el
metil pentadecanoato. Este estudio concluyé que el metil éster es el derivado que ofrece mejor resolucion y
menor tiempo de retencién y se recomienda el uso del método descrito por su alta sensibilidad, precision y
selectividad para realizar determinaciones de Cucurbitina en extractos acuosos de semillas de Cucurbita spp.
Las muestras analizadas eran correspondientes a la especie Cucurbita pepo y se determin6 que poseia 0,4
%, aproximadamente, de Cucurbitina, Schenkel F.y col., 1992.

Es de destacar que para el desarrollo de las tres técnicas cromatogréaficas descritas anteriormente los
autores se vieron obligados a realizar previamente la sintesis del patron Cucurbitina siguiendo la metodologia
de Sun S., 1961, ademas, si se comparan los resultados obtenidos se observa gran similitud a pesar de
haber usado especies diferentes.

Los estudios fitoquimicos y analiticos encontrados en la literatura son una valiosa fuente de informacién, los
estudios analiticos para la determinacién cuantitativa de la Cucurbitina en las semillas de Cucurbita spp. y se
tomaron en consideracion en el presente trabajo, especialmente las condiciones cromatograficas usadas en
la CCD.

1.6. Consideraciones finales del estudio bibliografico

Las semillas de Cucurbita spp. son utilizadas en la terapia mundial por su demostrada accion antihelmintica y
antiinflamatoria prostatica. Los aminoacidos, particularmente la Cucurbitina, son los responsables de la
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accion antiparasitaria, mientras que a los componentes presentes en el aceite, especialmente las
cucurbitacinas, se les adjudica la accidn antiinflamatoria. A pesar de la importancia de estas acciones para la
terapéutica, en Cuba no existen ingredientes activos estandarizados, obtenidos a partir de la Cucurbita spp,
que contengan estos metabolitos, y que puedan ser usados en la elaboracion de formas farmacéuticas para
su dispensacion. Para el desarrollo de dichos procedimientos, es apropiado utilizar las operaciones
tecnoldgicas generales para los sélidos pulverulentos, analizadas en este capitulo.

En resumen, con respecto a los estudios analiticos, se precisa que: (A) la metodologia analitica para
desarrollar el control de la calidad de los productos de origen natural presenta particularidades en cuanto a
los procedimientos y concepcion, con respecto a los productos sintéticos, referidas en las normas
internacionales y farmacopeas, que deben ser tomadas en consideracion en los estudios que se desarrollen
en esta tematica; (B) las técnicas cromatograficas poseen las mayores ventajas para la determinacion de
metabolitos en plantas medicinales, dada la complejidad de estas muestras y (C) la reaccion de ninhidrina
ofrece grandes posibilidades para la determinacion cualitativa y cuantitativa de los aminoacidos presentes en
las plantas.

En lo referente a los estudios de preformulacion y la solucion de los problemas tecnoldgicos mas frecuentes
en la elaboracion de formas farmacéuticas sdlidas, a partir de ingredientes activos de origen vegetal, se
concluye que: (A) ante la necesidad de incorporacion de altas dosis de ingrediente activo, es necesaria la
busqueda de excipientes que, mezclados en pequefias proporciones, mejoren las propiedades tecnoldgicas
en las formas farmacéuticas solidas de los fitomedicamentos. Entre los excipientes con mejores resultados, y
consecuentemente mas utilizados, se refieren: el eudragit, la carboximetilcelulosa, el Cab-O- Sil, y la lactosa.
(B) la baja fluidez y la alta higroscopicidad resultan dos problemas tecnoldgicos presentes en la mayoria de
los ingredientes activos de origen natural y que debe ser resuelto para su formulacién en formas
farmacéuticas sélidas. El proceso previo de granulacién seca o0 hiumeda con disolventes no acuosos, y la
elaboracion de mezclas con excipientes en bajas proporciones constituyen las técnicas mas usadas para
lograr estos fines. (C) los estudios de estabilidad en las plantas medicinales y sus preparaciones deben ser
realizados siguiendo la metodologia descrita en las normas de la EMEA, 2005, aunque las caracteristicas

propias del material vegetal imponen que se realicen ajustes de las condiciones sugeridas en dichas normas.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal, equipos y reactivos

Material vegetal

Para la obtencion del polvo se utilizaron las semillas secas de Cucurbita moschata Duch suministrada por la

Empresa provincial de semillas varias, MINAGRI- Villa Clara. Especialistas del Centro Provincial de Sanidad

Vegetal comprobaron que dichas semillas respondian adecuadamente al control fitosanitario establecido para

garantizar una éptima calidad de las mismas que correspondian a los lotes 5-3623-04-2, 5-3637-05-2 y 5-

3650-05-2 de Cucurbita moschata Duch.

Equipos:

+ Molino de cuchillas, Modelo Retsh Gmbh 5657

Haan West-Alemania.

Balanza digital, Boeco, Alemania.

Agitador magnético, Agimatic-N, Selecta,

Espafia.

Centrifuga Hettich, Universal 16 A, Alemania.

Rotoevaporador, Buchi R-200, Francia.

Espectrofotometro UV-VIS, Termo electrén,

Genesys 10UV, Estados Unidos.

+ Microplatina, Modelo IA- 9100, Selecta,
Espana.

w+ Espectrémetro FT-IR, MATTSON 3000,
Inglaterra.

+ Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucion,

Agilent 1100 series, EE.UU.

Horno Mufla, SELECTA-HORN, Espaiia.

4

4

4

4

4

4

Reactivos:

Metanol, Lichrosolv, Merck
Ninhidrina, Merck.

Acido Clorhidrico, Panreac
Acetona, Merck.

Resina Intercambiadora, Amberlite IR-120,
forma H+, BDH. Merck.

Hidrato de Cloral, Riedel de Hagen.
Acido Acético Glacial, Merck

Acido Sulfurico, Panreac.
Cloroformo, Fluka.

Amoniaco, Merck.

Acido Perclérico, Panreac.
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Equipo analizador de humedad, Sartorius
MA40, Espafa.

Polarimetro. Polamad, Carl Zeiss, Alemania.
Microscopio Estereoscopico, Carl Zeiss,
Alemania.

Refractometro digital de Abbe, WYA-S,
Alemania.

Estufa, Modelo MLW HST - 1512, Alemania.
Prensa de tipo tornillo sinfin, ANCO 202-4,
Modelo WMAG00, Hungria.

Equipo Hosokawa, Summit, EE.UU.

DSC, Shimatzu, Japén.

Celula de cizalla de Jenike, IPT RO-200,
Japdn.

Pignometro de Helio, Quantachrome, MPY-Z,
Alemania.

Isooctano, Panreac.

Patrones de aminoacidos (Prolina,
Hidroxiprolina, Alanina, Lisina), Scharlau.
Asparagina, Leucina, Triptéfano, Sigma.
Arginina, Histidina, Glicinay Rearal.
Estearato de magnesio, Sharlau.
Eudragit L100, Degussa.

Avicel pH 101, Sharlau.

Talco, Sharlau.

Tiosulfato de sodio, Merck.

Hidroxido de potasio, Panreac.
Hidréxido de sodio, Panreac.
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2.2. Métodos de obtencion del polvo a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch
Para la obtencion del polvo a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch se evaluaron dos métodos
(Método |, reportado por la Guia Terapéutica Dispensarial de Fitofarmacos y Apifarmacos, 1992 y Método |I

propuesto en este trabajo). Las operaciones y el orden, para ambos métodos, segun Figura 2.1:

METODOQS DE OBTENCION DEL POLVO A
PARTIR DE LAS SEMILLAS DE METQODO I |
CUCURBITA MOSCHATA DUCH

4

SECADO
ESTUFA
TEMPERATURA 40 0C

\ METODO | \ ]
DESGRASE
J l c - N
’ (Compresion) ACEITE
PULVERIZACION
MOLINO DE CUCHILLAS =
PULVERIZACION
MOLINO DE CUCHILLAS
TAMIZ DE 2 MM
TAMIZADO Tl
TAMIZ NO DEFINIDO ﬂ'
TAMIZADO
POLVO Y TESTA TAMIZ DE 0,425 MM TESTA

u POLVO
POLVO | U

POLVO Il

Figura 2.1. Operaciones tecnoldgicas evaluadas en cada método de obtencién del polvo de las semillas de
Cucurbita moschata Duch.

A continuacién se describen estudios realizados para establecer condiciones en las operaciones incluidas en
los métodos:

Decorticado manual: 200 g de semillas se decorticaron manualmente, separando la testa y la almendra. Se
pesaron independientemente y se determiné el porciento correspondiente a cada una.

Secado: Las condiciones adecuadas de secado se establecieron, en trabajos precedentes por Saucedo Y.y
Rodriguez D., 1995), siguiendo las condiciones sugeridas por Cuellar A., 2000. Estas incluyeron el método a

la sombra, al sol y a la estufa (a 40°C).
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Desgrase: Se realizd empleando una prensa de tornillo a alta presion, se determind el porciento de aceite
obtenido para lo cual 1 Kg de semilla se introdujo en la prensa, se recogié el aceite, se pesé y se determind
el porciento.

Pulverizacion y Tamizacion: Se realiz en un molino de cuchillas manteniendo constante la velocidad de
rotaciéon de la masa en ambos métodos (2840rpm/min), asi como el grosor de la malla (0.1mm) y la
alimentacion. Teniendo en cuenta la necesidad de lograr el decorticado de la semilla durante el proceso, se
procedié a seleccionar el tamiz que propiciara dicha separacion, para ello las semillas desgrasadas se
molieron empleando el tamiz (adjunto al molino) de mayor abertura (2.0mm), luego se pesé 100g y se
procedid a secar en una estufa hasta peso constante, se colocaron en el vibrador de tamices, durante 15
minutos, empleando las siguientes aberturas: 1.00, 0.850, 0.710, 0.600, 0.500, 0.425, 0.355, 0.300,
0.250mm. La seleccién se realiz por observacion visual y a través de un estudio de flotacién teniendo en
cuenta que en agua la testa se suspende y la almendra (polvo) no. El estudio de flotacidn se realizd segun lo
reportado por Brown G., 1959, el sélido correspondiente a cada malla se introdujo en un beaker con 100mL
de agua y por decantacion, se separo la testa que se secd a 105°C y se peso.

Para seleccionar en el molino el tamiz idoneo se escogieron las mayores aberturas de malla (1,0 mm, 1,5
mm y 2,0 mm) dadas las caracteristicas del material y se determinaron los porcientos de sélido obtenido en
dos intervalos de tamarfios de particulas: (A) menores de 0,425 mm, (B) mayores de 0,425 mm para ambos
métodos. La comparacion se realiz6 utilizando la prueba T-Student del paquete estadistico Statgraphics 4.1.
Una vez seleccionadas las condiciones en cada operacion se comparé el porciento de polvo obtenido por
cada método teniendo como patron el porciento de almendra presente en la semilla. Para ello se molieron,
(tamiz de 2.0mm) semillas decorticadas y sin decorticar empleando ambos métodos, se tamizaron
(empleando el tamiz de 0,425mm) y se determinaron los porcientos obtenidos de polvo y testa para cada
caso.

Se realiz6 a través un analisis econdmico preliminar de cada uno de los métodos. En ambos métodos se
considera como base de célculo 10 kg de materia prima y el valor de la produccién se calculd sobre la base
de los precios actuales de venta internos con los siguientes datos. Para el calculo del costo de produccion se
tuvo en cuenta el precio de la materia prima (1Kg de semilla: $66) y se determind el costo de operacion
como la suma del costo de las operaciones incluidas en el método. Para esto ultimo se tuvo en cuenta el
precio de la energia (0,09$/Kw), el consumo de energia en cada operacion (secado $0,47Kw/h, desgrase 0,8
Kw/h, molienda 0,7 Kw/h y el tamizado 0,06 Kw/h) y el tiempo que demora cada operacion (Método I:
molienda 20 minutos y tamizado 30 minutos y para el Método II: secado 1h, desgrase 15 minutos, molienda
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15 minutos y tamizado 15 minutos). El costo de la mano de obra de obra se valoré como el salario de 2
operadores durante dos dias de trabajo ($60). Ademas se tuvo en cuenta que el precio de los papelillos en el
mercado cubano es $ 0,10 y se estimaron los siguientes precios para los subproductos obtenidos por ambos
métodos: Para la testa 0,27$/Kg (asumiendo su similitud, por el contenido de proteinas, con el pienso que se
comercializa a partir de la soya) y para el aceite, obtenido solo por el método Il, 5 $/Fco,(frasco de 120 mL) .
Se calculd, ademas la ganancia de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ganancia = Valor de la produccién — Costo de la produccion

La comparacion de los polvos | y Il se realizd considerando los porcientos de polvo, los subproductos
obtenidos y los resultados del analisis economico.

2.3. Estudios analiticos para establecer la monografia de control de calidad del polvo

Los estudios que a continuacién se detallan se realizaron utilizando el polvo II, es decir el polvo obtenido por
el método Il.

2.3.1. Ensayos cualitativos.

a. Descripcion microscopica: Se le realizd a la droga pulverizada, segun técnica descrita, Evans W,
2000, observando en un microscopio esteroscopico, empleando una solucién de hidrato de cloral,
para determinar la presencia de elementos que pudieran estar presentes en la célula vegetal, tales
como almiddn, lignanos, tricomonas epidérmicos, etc. La evaluacion descrita por Guenkov E, 1969 y
Royal Horicultural Society, 1998 para las semillas de Cucurbita moschata Duch sirvié de referencia
en este ensayo.

b. Reaccion de Foling: Se pesaron 50 mg del polvo se adicioné 2mL de agua y 0,5mL de una solucién
del reactivo de Foling (en agua en la proporcién 1:3), se adiciond 2,5 mL de NaOH 0,5 M. Un ensayo
positivo estara indicado por la aparicion de una coloracion azul intensa.

c. Reaccién con ninhidrina: Se pesaron 50 mg del polvo se adicioné 2mL de agua y 0,5mL de solucién
de ninhidrina (ninhidrina al 0,5%, disuelta en una mezcla acetona: agua: &cido acético (80:18:2) y se
calent6 en bafio de Maria hasta la aparicion de un color azul violaceo.

La determinacién del limite de deteccion (LD) en ambos ensayos se realizd segun la metodologia

descrita por Burriel F, 2001.

d. Cromatografia en Capa Delgada (CCD): Son utilizadas las condiciones cromatograficas descritas por
Duez P. y col. 1988 y Schenkel E. y col., 1992, para la identificacién de la Cucurbitina obtenida por

sintesis quimica.
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CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Fase estacionaria: Placas de gel de silice GF para cromatografia en capa fina, Merck (dimensién 20x20cm)

Fase mavil: Metanol-cloroformo-amoniaco al 25%-acido acético glacial (80:10:8,5:1,5).
PROCEDIMIENTOS:

Muestra problema: Se disolvié 1g del polvo en 40 mL de agua, se agitdo durante 30 minutos a 50°C, se

centrifugd durante 30 minutos y se colecto el sobrenadante. Se repitio el procedimiento, afiadiendo en la
segunda extraccién 20 mL de agua al residuo, se juntaron los sobrenadantes y se afiadié 20 mL de metanol,
se colocd en refrigeracion por 12 horas, se centrifugd de nuevo 30 minutos para eliminar las proteinas, se
filtrd. Se rotoevaporo el disolvente, se redisolvié en 2 mL de una mezcla metanol: agua (1:1) y filtré.

Muestra referencia: Se disolvid 10 mg de los patrones de aminoacidos en 1 mL de metanol: agua (1:1).

Aplicacién: Se aplico 4 UL para muestra referencia y para la muestra problema.

Desarrollo: Se aplicd por separado en la placa 4 uL de muestra problema y de cada muestra de referencia.
Se dejo secar la placa al aire. Se corri6 el solvente hasta una distancia de 10 cm.

Secado: Al aire, durante 15 minutos.

Deteccion: Se asperj6 con la disolucion de ninhidrina al 2%, disuelta en una mezcla acetona: agua: &cido
acetico (80:18:2), se calent6 a 60 °C durante cinco minutos.

En esta técnica CCD se evaluaron 12 patrones de aminodacidos (glicina, leucina, treonina, prolina,
hidroxiprolina, asparagina, L-fenilamina, valina, L-tirosina, triptéfano, alanina, L-lisina) y la Cucurbitina
aislada. Los patrones se prepararon disolviendo el aminoécido en una mezcla metanol: agua (1:1), con una
concentracion 1mg/mL.

Cromatografia bidimensional: Se utilizé la misma fase mévil (Metanol-cloroformo-amoniaco al 25%-acido

acetico glacial (80:10:8,5:1,5).como segundo solvente. Se aplic la muestra problema se corrié el solvente
una distancia de 10 cm en direccién lineal, se detuvo la corrida, se seco, se introdujo la placa en la camara y
se corrio, el mismo solvente, en una direccion 900 con respecto a la anterior. Se secd la placa y se reveld con
la solucion de Ninhidrina al 2%.

2.3.2. Ensayos especificos. Determinacién de los limites de especificacion

En todos los ensayos Se us6 el método estadistico de Bowker para el calculo de las especificaciones,
Espinosa M, 1987. En este caso se procesaron 25 muestras, para determinar el limite unilateral de maximo
en cada prueba, se tomd como criterio un 95% de confianza y que el 99,5% de los limites calculados

contengan el 99,5% de los elementos.
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Pérdida por desecacion

PROCEDIMIENTO: De la muestra de ensayo se pesé 1 g, con un error maximo de 0,5 mg, se transfirié a un
pesafiltro, previamente tarado y se desec6 a 105°C durante dos horas. El pesafiltro se colocd en una
desecadora, donde se dejé enfriar hasta la temperatura ambiente y se pesd, colocandose nuevamente en la
estufa durante dos horas; se repitié esta operacion hasta obtener una masa constante. El ensayo se realiz6

por triplicado y la pérdida por desecacién se calculd por la siguiente ecuacion:

_ Donde:
P.= (Pf + MSd) (Pf + Md) .100 Ps: Pérdida por desecacion, %
(Pf + Mg, )— P Pr: Masa del pesafiltro, g

Mq: Masa de muestra desecada, g
Msq: Masa muestra sin desecar, g

Cenizas totales

PROCEDIMIENTO: De la muestra de ensayo se peso con exactitud 0,5 g en un crisol previamente tarado,
como se describi6 en la operacion anterior. Se calent6 la sustancia hasta su total carbonizacion, y se dejo
enfriar. Se humedecié el residuo con 1 mL de &cido sulfdrico y se calentd, en una plancha de calentamiento,
hasta que no se observaron humos densos blancos. Se incineré a 800 °C, durante dos horas en una mufla.
Se colocaron los crisoles en una desecadora sobre silicagel y se enfrid hasta temperatura ambiente. Al dia
siguiente se pesaron nuevamente y se introdujeron nuevamente en la mufla durante 30 minutos, el
procedimiento se repitié hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no fue mayor a 0,5 mg.

El ensayo se realizd por triplicado y el calculo de los residuos de ignicion se realizo, segun la siguiente

ecuacion:

-M. Donde:
= M .100 Ri: Residuos de ignicién, %

Mi: Masa inicial del crisol, g.
M. Masa final del crisol, g.
Mu: Masa de muestra, g.

R.

i
M

Cenizas insolubles en &cido clorhidrico

PROCEDIMIENTO: Las cenizas insolubles en acido clorhidrico (HCL) se obtuvieron al tratar el residuo de las
cenizas totales o sulfatadas con este &cido y se expresaron con respecto a 100 g del producto analizado. En
el crisol, se afadio al residuo obtenido en la determinacién de cenizas sulfiricas o totales, 15 mL de agua y
10 mL de HCL. Se cubrié con un vidrio de reloj y se hirvid, en una plancha de calentamiento, suavemente
durante 10 minutos. Después de enfriarlo se filtr6 a través de un papel de filtro sin cenizas y se lavé con agua

caliente hasta que el filtrado sea neutro. Las cenizas insolubles se desecaron, se calcinaron al rojo oscuro, se

Maria Elisa Jorge Rodriguez

"Un ingrediente activo con accion antihelmintica, a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch: Estudios Analiticos y de Preformulacion”



dejaron enfriar en el desecador y se pesaron. Se repiti6 la calcinacion hasta que la diferencia entre dos
pesadas sucesivas no fue superior a 1 mg.
2.3.3. Ensayo cuantitativo. Espectrofotometria UV-VIS, utilizando la reaccion de ninhidrina.
2.3.3.1. Definicion de las condiciones experimentales para la técnica.
Estos estudios incluyen cuatro evaluaciones:
v' Evaluacién de los factores que influyen en la estabilidad del color.

Muestra problema: Se pesé 2 g del polvo, se afiadié 20 mL de agua destilada y se agité durante 30 minutos a

50 9C. Se centrifugd a 6000 r.p.m durante 30 minutos y se separd el sobrenadante. El procedimiento se
repitio juntandose los sobrenadantes. Se afiadié 40 mL de metanol y se mantuvo en refrigeracion durante 12
horas. Se centrifugd a 6000 r.p.m durante 15 minutos y se separé el sobrenadante. Se rotoevapor6 a
sequedad y el residuo se redisolvié en 2 mL de metanol: agua (1:1).

Reaccién colorimétrica de la muestra problema): Se tomaron 25 L de la muestra problema, disueltas en

metanol: agua (1:1), se adicionaron 0,5 mL de la solucion de ninhidrina (solucion preparada al 0,5% en una
mezcla de acetona: agua: &cido acético (80:18:2)), se calentd y se enrasé a 2 mL en volumétrico, con
solucion metanol: agua (1:1). La influencia de la temperatura se valor en el rango de temperatura de 30 a
80°C en intervalos de 10°C; el tiempo de calentamiento en intervalos de 10minutos, desde los 10 hasta los
60 minutos; mientras que el tiempo de lectura se realiz6 desde el primer minuto de detenida la reaccién hasta
los 50 minutos posteriores en intervalos de 5 minutos.

v’ Establecimiento de las condiciones 6ptimas para desarrollar la reacciéon de ninhidrina través de un

disefio factorial 23.

Con vistas a establecer las condiciones dptimas para desarrollar la técnica espectrofotométrica, utilizando la

reaccion de Ninhidrina, se desarroll6 un disefio factorial 23-con una réplica; las variables independientes

fueron: Temperatura (X1); Tiempo de calentamiento (X2) y Tiempo de lectura (Xs). Los niveles méximos
evaluados fueron: 60°C, 40 minutos y 15 minutos, y los niveles minimos: 40°C, 10 minutos y 5 minutos,

respectivamente.
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Tabla 2.1. Matriz del disefio factorial para la definicién de condiciones 6ptimas de la reaccion de ninhidrina

N2 Combinaciones (Temp)((elratura) (Tiempo de (;(;Ientamiento) (Tiempo él(; Lectura)
(°C) (min.) (min.)
1 60 10 5
2 60 40 5
3 40 10 5
4 40 10 15
5 40 40 15
6 60 40 15
7 40 40 5
8 60 10 15

La Tabla 2.1 muestra la matriz definida para el disefio de experimentos, donde se evalu6 la incidencia de
dichas variables independientes sobre los valores de absorbancia. Para el analisis y evaluacién de los
resultados experimentales se utilizo el paquete estadistico Statgraphics, version 4.1, 1999.

v’ Seleccién del patron analitico para determinar el contenido de aminoéacidos totales en el polvo:
Se realizé el espectro de absorcion ultravioleta de los aminoacidos, asparagina, lisina, prolina, hidroxiprolina,
Cucurbitina, disueltos en metanol: agua (1:1) a una concentracion 1mg/mL y derivatizados previamente con
ninhidrina utilizando las condiciones seleccionadas previamente en el disefio experimental. Se compar6 la
Amax. de la muestra con la Amax. obtenida para los patrones evaluados.

v" Determinacion de la absortividad especifica de la asparagina:
Se prepararon soluciones de concentracidn creciente de asparagina (0,001-0,0008 Mol/L), se desarrollé la
reaccion colorimétrica de ninhidrina (se adicion6 0,5mL de solucion de ninhidrina, se calenté 40 minutos a
60°C) se determind la absorbancia a 320nm. Con los valores promedios se obtuvo la curva de calibracion
correspondiente. La absortividad de la asparagina se determind por la relacion de la pendiente de dicha
curva y la masa molar de la asparagina.
2.3.3.2. Validacion de la técnica colorimétrica
La técnica propuesta se sometié a un proceso de validacion, segun la metodologia de las Normas ICH, 1996.
Los resultados se expresaron como valores de absorbancia y en su andlisis estadistico se utilizo el Microsoft
Office Excel, 2003, se selecciond 5% como nivel de significacion.

Muestra problema: Se pesé 2 g del polvo, se afiadié 20 mL de agua destilada y se agité durante 30 minutos a

50 9C. Se centrifugd a 6000 r.p.m durante 30 minutos y se separd el sobrenadante. El procedimiento se
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repitié juntandose los sobrenadantes. Se afadié 40 mL de metanol y se mantuvo en refrigeracion durante 12
horas. Se centrifugd a 6000 r.p.m durante 15 minutos y se separd el sobrenadante. Se rotoevapor6 a
sequedad y el residuo se redisolvié en 2 mL de metanol: agua (1:1)

Muestra referencia: Se Diluy6é 10 mg de asparagina en una mezcla metanol: agua (1:1) hasta completar 10

mL.

Reaccién colorimétrica de las muestras: Se tomaron 120 pL de la muestra de referencia y 25 pL de la

muestra problema, disueltas en metanol: agua (1:1), se adicionaron 0,5 mL de la solucién de ninhidrina, se
calentd a 60 °C por 40 minutos y se enraso6 a 2 mL en volumétrico, con solucién metanol: agua (1:1).

Procedimiento: Se midié la absorbancia de la muestra por comparacion con la disolucion de referencia a 320
nm, frente a la solucién de ninhidrina como blanco, se realiz6 la lectura durante los primeros 10 minutos
después de detenida la reaccion. Se calculd el contenido (en %) de aminoacidos, calculado en base a

asparagina, a partir de la siguiente ecuacion:

AM 1.72 Donde

C: Concentracién de aminoacidos en el polvo, en
base a asparagina, expresado en %.

Aw: Absorbancia de la muestra problema

Mw: Masa de la muestra problema, g.

C(%) =

M

El procedimiento de Validacion se describe en el epigrafe 2.5. Una vez validada la técnica se aplico a la
determinacion del contenido total de amino&cidos presentes en el polvo, en base a asparagina, siguiendo la
metodologia descrita en este epigrafe. Se calculd el limite inferior de especificacion para este ensayo
empleando el método de Bowker, se analizaron 10 muestras y para los calculos se asumid un 95% de
confianza y que el 99,5% de los valores estuvieran por encima del limite inferior de especificacion.

2.3.4. Establecimiento de la monografia analitica para el control de la calidad del polvo. Aplicacion en
la comparacién del polvo obtenido en este trabajo y el polvo que actualmente se comercializa en
Cuba

Los polvos | y Il obtenidos por los Métodos (descritos en el epigrafe 2.2) se evaluaron, utilizando la

monografia de control de calidad propuesta en el presente trabajo. Se procesaron diez muestras y los

resultados obtenidos se compararon a través de la prueba t de Student, utilizando el paquete estadistico

Statgraphics 4.1, 1999.
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2.4. Definicién de las condiciones experimentales para la utilizacién de la técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en la determinacion cuantitativa de la Cucurbitina

2.4.1. Aislamiento y evaluacion de la Cucurbitina para su utilizacion como patrén analitico
Aislamiento

Se pes6 4 g del polvo Il, se adiciond 20 mL de agua y se someti6 a agitacion constante, se calent6 a 50 °C,
por dos horas. Posteriormente la mezcla se centrifugo, el sobrenadante se colectd y el residuo se le realizd
otras dos extracciones, de manera similar. Los sobrenadantes se combinaron y se le adicion6é un volumen
equivalente de metanol, para propiciar la precipitacion de las proteinas, la muestra se mantuvo en el
refrigerador durante 24 horas. El metanol presente se elimind por rotoevaporacion y la muestra se pas6 a

través de una columna de resina intercambiadora de iones, Amberlite IR-120, la cual fue previamente

regenerada con el siguiente procedimiento:

4+ Por cada 12 g de la resina se pasd 60 mL de HCL 1N, y luego se lavaron con abundante agua hasta pH
neutro al papel de tornasol. Después de pasar la muestra por la columna a una velocidad de 1 mL/min,
se lavd con abundante agua y se eluyé con 40 mL de hidroxido de amonio al 1% hasta que se obtuvo
una respuesta negativa con la reaccién de ninhidrina. El eluato se rotoevapord a sequedad. El residuo
siruposo se uso disuelto en una mezcla metanol: agua (1:1), Renimel |, 1998.

Cristalizacion

Como paso previo a la evaluacion, se cristalizo la Cucurbitina obtenida, con el objetivo de purificarla, lo que

se logro segun el siguiente procedimiento: Al residuo siruposo se le afiadié 5 mL de la mezcla metanol: agua

(1:1), se agit6 en bafio ultrasdnico durante cinco minutos y se le adiciond gotas de &cido perclorico al 60%,
hasta que se alcanzé aproximadamente pH-5. Se colocé en el refrigerador durante tres dias como minimo y
se obtuvo el precipitado de perclorato de Cucurbitina. El precipitado disuelto en 5 mL de agua es pasado de
nuevo por la resina con el consiguiente tratamiento con hidroxido de amonio, Renimel 1., 1998. El eluato se
evaporo a presion reducida y se obtuvo la Cucurbitina.

Evaluacion de la Cucurbitina aislada y cristalizada

La evaluacién del sdlido obtenido incluyo los siguientes ensayos:

+ Cromatografia de Capa Delgada: Se realiz6 utilizando la metodologia, reportada por Schenkel E., 1992.

Como fase modvil se empled una mezcla metanol-cloroformo-amoniaco(25%)-acido acético
(80:10:8,5:1,5) y como fase estacionaria folios de aluminio cubiertos por silicagel no fluorescente de
dimensiones: 10x20 cm y 0,2 mm de espesor. Como revelador se us6 una solucion de Ninhidrina al 0,5%

disuelta en una mezcla de acetona: agua: &cido acético (6:2:2)
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Determinacion el punto de descomposicion de la Cucurbitina: Se realizd segun metodologia de Duez P. 'y

col., 1988, con el uso de la Microplatina.

Espectrofotometria UV-VIS: Se realizo el espectro UV en una solucion metanol: agua (1:1) utilizando un

Espectrofotdmetro Genesys 10, en el rango de 200 a 300nm.

Espectrofotometria IR: Se realizd el espectro IR utilizando tabletas de bromuro de potasio (KBr)

utilizando un equipo FT-IR. El espectro IR se midié en la regién 1000 y 3498 cm".

Determinacion de la pureza de la Cucurbitina

Método volumétrico: Se utilizdé el método volumétrico registrado en la B.P., 2004, para la determinacién

cuantitativa (pureza) de aminoacidos basicos.

Procedimiento: Se disolvieron 150 mg de la sustancia a examinar en 50 mL de agua (3 mg/mL), usando

como indicador 2 mL de rojo metilo mezclado (Disolver 0,1 g de rojo de metilo y 50 mg de azul de metileno

en 100 ml de etanol). Se valor6 con acido clorhidrico 0,1 M hasta el cambio de color del indicador del verde al

rojo violeta. 1 mL de &cido clorhidrico 0,1 M equivale a 13 mg de CsH1oN202

Pe

V. -f.13 Donde:
weurh = HCL .100 Pcucurb: Pureza de la Cucurbitina, %
M cucurb Vice: Volumen de solucién de HCI 0,1 mol/L consumido por la

muestra, mL.
f: Factor de correccién de HCI 0,1 mol/L.
Mecucurb: Masa total de Cucurbitina, mg.

Validacion: Para la validacion de esta técnica se desarrollaron los pardmetros Linealidad y Precision. Para

ello se siguié la metodologia de las Normas ICH, 1996, que a continuacidn se describen:

Linealidad: Se procesaron dos curvas, cada una de las cuales incluyeron muestras problemas de
concentracion creciente de analito (1, 2, 3, 4 y 5 mg/mL), se le aplicé por igual la técnica volumétrica
descrita y el tratamiento matematico de los resultados, que tuvo en cuenta los términos: coeficiente de
correlacion, coeficiente de variacion de los factores respuestas, desviacion estandar relativa de la
pendiente, un analisis de varianza (ANOVA) y el coeficiente de calidad (CC).

Precision: Este parametro incluy6 la repetibilidad y la precision intermedia; en el primer caso se
procesaron cinco muestras, con concentracion de 3 mg/mL, por un mismo analista y en un mismo dia,
mientras que la precision intermedia consistié en un procedimiento similar realizado por dos analistas y
dos dias. En ambos casos se determind el coeficiente de variacion de los resultados, mientras que la
precision intermedia se fundamentd estadisticamente a través de una prueba t de Student y del Test de

Cochrans.
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2.4.2. Puesta a punto de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion para la determinacion
cuantitativa de la Cucurbitina en el polvo.

Muestra problema: Se pesé 2 g de polvo de Cucurbita moschata Duch, se adicioné 20 mL de agua

destilada, se colocd bajo agitacion media hora a 50 9C, se centrifugd y se separd el sobrenadante. El
procedimiento se repitid dos veces mas con 10 mL de agua destilada cada vez, se colectaron los
sobrenadantes y se adicioné 40 mL de Metanol, manteniendo la muestra en refrigeracién durante 12 horas.
Se centrifugdé a 6000 r.p.m durante 15 minutos y se separd el sobrenadante que es rotoevaporado para
eliminar el metanol. La muestra obtenida se hizo pasar por una columna intercambiadora de 60 cm de largo y
3cm de ancho, rellena con resina Amberlite IR — 120.

La resina se regenerod previamente cuando se hizo pasar HCI 1N por la columna a 1 mL/min., teniendo en
cuenta que para 12 g de resina se requieren 100 mL de HCI 1N; luego la columna se lavé con abundante
agua destilada hasta pH neutro al papel de tornasol. La muestra se puso en contacto con la resina, a la cual
se le realizaron sucesivos lavados con agua. Posteriormente se arrastraron los aminoacidos con una solucion
de amoniaco al 10 %.

La muestra obtenida se rotoevapord a sequedad y el residuo resultante se redisolvié en 2 mL de metanol:
agua (1:1)

Muestra referencia (a): Se peso exactamente 5 mg de Cucurbitina y se disolvi6 en mezcla metanol: agua

(1:1), se completd el volumen hasta 10 mL. Se obtuvo una solucion de concentracion 0,5 mg/mL.

Muestra referencia (b): Se tomd 1 mL de la muestra referencia (a) y se completd el volumen hasta 10 mL.

(Concentracion 50 ppm).

Tratamiento previo de derivatizacién con Ninhidrina: Se tom6 500 uL de la muestra problema, y 100 pL

de una muestra referencia, se afiadié 500 uL de la solucién de ninhidrina 0,5%, se calenté durante 40
minutos a 60 °C y se completd a 2 mL con una mezcla metanol: agua (1:1). Se filtré usando filtro 0,45 micras.
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Las condiciones cromatograficas evaluadas en este trabajo fueron:

Dimensiones de la Columna: Longitud (I = 150 mm) y didametro (d = 3,9 mm)

Fase estacionaria: Gel de silice octadecilsililado (C+g) para cromatografia (5 ym) .
Fase movil: Acetonitrilo, Agua (30: 70 V/V).

Caudal: 1 mL/min.

Deteccidn: Espectrofotométrica a 320 nm.

Inyeccion: 20 uL
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Tiempo de recorrido: 15 minutos.

2.5. Procedimientos para la validacion de las técnicas espectrofotométrica UV-VIS y de HPLC

se evaluaron algunos parametros de desempefio para ambos métodos, segun la literatura consultada
(Thompson M, 1995; ICH, 1996; Eurachem, 1998; Thompson M. y col., 1999). El procesamiento de los
resultados se realizo utilizando las posibilidades de calculo estadistico del Microsoft Office Excel, 2003.
Linealidad

PROCEDIMIENTO: Se construyeron tres curvas de calibracién en el rango de concentraciones siguiente:

Espectrofotometria UV-VIS: Las concentraciones del patron para construir la curva de calibracién fueron:

20ppm, 40ppm, 60ppm, 80ppm y 100ppm. Para esto se pes6 10 mg de asparagina y se transfirié a un matraz
aforado de 10 mL; se disolvio y se completd a volumen con metanol: agua (1:1). A partir de esta solucién se
realizaron diluciones en 2 mL que permitieron obtener las concentraciones sefialadas.

Cromatografia_Liquida de Alta Resolucion: Las concentraciones del patrén Cucurbitina fueron: 30ppm,

40ppm, 50ppm, 60ppm y 70ppm. Para ello se pesé 5 mg de Cucurbitina, se transfirié a un matraz aforado de
10 mL, disolviendo y completando volumen con metanol: agua (1:1) (muestra referencia (a). Se tom6 1 mL
de la muestra referencia (a) se trasfirid a un volumétrico de 10 mL y se complet6 el volumen con el mismo
disolvente. A partir de esta solucion se realizaron diluciones en 2 mL que permitieron obtener las
concentraciones sefialadas.

Criterios adoptados: r: Coeficiente de correlacién multiple (Criterio = 0.9900); C.V.F: Coeficiente de variacion

de los factores de respuestas (Criterio < 5%); Sbrel %: Desviacion estandar relativa de la pendiente (Criterio <
2%); Error tipico (Et) Desviacion Standard de Y (Sy) Criterio Et < Sy ; a+tSa y b+ tSb Limites de confianza
del intercepto y de la pendiente respectivamente (Criterio: Para a Contener el cero y para b no contenerlo).
También se realiz6 un anélisis de varianza (ANOVA) y se determiné el coeficiente de calidad (CC) (Criterio
CC<2,5%)

Precision

PROCEDIMIENTO: Este parametro incluyd la repetibilidad y la precision intermedia. En el primer caso se
procesaron seis muestras (concentracion 100%) a las cuales se les aplicd la técnica a validar en condiciones
homogéneas, un mismo analista y en un mismo dia; mientras que la precision intermedia consistio en un
procedimiento similar, con la misma concentracién, realizado por diferentes analistas y dias. En ambos

casos se determino el coeficiente de variacién de los resultados.
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Criterios adoptados: El coeficiente de variacién (CV) para la repetibilidad CV < 1,5% y para la precision

intermedia CV < 3%. Para evaluar la precision intermedia se us6, ademas, el Test de Cochran, el
Coeficiente de Variacion de Horwitz y un analisis de varianza.

Exactitud

PROCEDIMIENTO: Se utilizd el método de adicion del patron. Las muestras (concentracion 100%) se
analizaron por triplicado, aplicandoles el procedimiento de muestra y la reaccién colorimétrica descrita en
cada técnica. Para ello se adicionaron a una cantidad conocida de la muestra (10 uL) cantidades crecientes
de patron. Se realizaron tres réplicas de cada una de las concentraciones afiadidas. Las concentraciones
afiadidas y recuperadas se representaron en un grafico y se evalu6 el recobrado comparando la pendiente
del mismo con un valor de pendiente 1 (Fernandez A., 1996). Ademas, se calcularon los porcentajes de
recuperacion para cada una de las muestras analizadas. Este parametro se desarrollé solo en la técnica
espectrofotométrica.

Criterio adoptado: Recobrado en el intervalo 97-103% (Fernandez A., 1996).

Especificidad

PROCEDIMIENTO: Para evaluar este pardmetro se llevd a cabo un estudio de las respuestas de los
aminoacidos, detectados en la muestra por CCD, como interferencias potenciales en las técnicas. Para ello
se prepararon soluciones patrén de los aminoacidos: asparagina, lisina, prolina, hidroxiprolina, y de forma
similar, se procedié a realizar la reaccién colorimétrica a la muestra problema. Se estudié el comportamiento
de absorcion en la zona de 300 a 400nm y la respuesta cromatogréfica en la técnica HPLC.

Sensibilidad

PROCEDIMIENTO: Se aplicd el método, siguiendo el procedimiento de preparacion y derivatizacion de la
muestra descrito para cada técnica. Se realizaron diez determinaciones con concentracion 10ppm para la
espectrofotometia y 5ppm para la HPLC. El parametro se evalu6 a través del calculo del limite de deteccion y
de cuantificacion.

En todos los casos se calcularon los limites de deteccién (LD) como la concentracion de analito que produce
una sefial igual a tres veces la desviacion estandar del blanco (criterio 3o de la IUPAC) (Thompson M, 1995;
ICH, 1996 y Thompson M. y col. 1999;) bajo las condiciones experimentales dptimas.

Se tomd como limite de cuantificacién (LC) la concentracién de analito que produce una sefial igual a diez
veces la desviacién estandar del blanco (Thompson M, y Word R., 1995; ICH, 1996; Eurachem, 1998;
Thompson M. y col., 1999) bajo las condiciones experimentales dptimas.

Una vez calculados los LD y LC se comprobaron los mismos, aplicando las dos técnicas evaluadas.
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2.6. Ensayos fisico-quimicos para los estudios de preformulacion del polvo

Los estudios de preformulacion se realizaron utilizando el polvo II.

2.6.1. Determinacion de la distribucién de tamafio de particulas

Se determind segun lo descrito por Alfred Dar, 1981, seleccionandose los tamices segun la clasificacion
propuesta por la farmacopea norteamericana y se tuvo en cuenta las caracteristicas que posee el polvo
(tamafios de particulas menores de 0,425 mm). Se pesd 100 g de muestra y se transfirié a un juego de
tamices, previamente tarados, con aberturas de malla: 425; 355; 300; 250; 212; 180; 150; 125; 106; 090; 063

Mm y el colector. Este juego de tamices se coloco en un vibrador en posicién 7, durante 15 minutos.

Concluido este tiempo los tamices se pesaron y se calculo el porciento, por diferencia de masa, la cantidad
de muestra retenida en cada tamiz. Se realizaron cinco réplicas y se determiné el diametro medio aritmético

de las particulas mediante la siguiente formula:

Donde:
Diametro medio = M d: Abertura mgdia entre el tamiz superiqr y el inferior, mm
m m: Masa retenida de polvo en cada tamiz, g
m:. Masa total de polvo, g

t

2.6.2. Determinacion de la humedad residual del polvo

A una muestra de 5 g se le determind la humedad residual en una balanza de humedad Sartorius,
aproximadamente, durante cinco minutos a 105 0C. Se realizaron diez réplicas y los valores se expresaron en
porciento (%).

2.6.3. Estudios de higroscopicidad.

Estos estudios se realizaron por dos metodologias, se realizaron cinco réplicas y las muestras se colocaron
en desecadoras con los ambientes de humedad sugeridos en cada metodologia:

Metodologia | (Descrita en la Eur. Ph., 1999), que define la higroscopicidad basandose en el método
estatico. La muestra, aproximadamente 1g, se almacené 24 horas a 80% de humedad relativa y Temperatura
250C, se determin6 el incremento en masa por el método gravimétrico. El ensayo se realizd por triplicado
Metodologia Il: (Sugerida por Callagan JC. Y col., 1982) que establece la clasificacién de la higroscopicidad
por determinacion del Contenido de Humedad de Equilibrio (CHE). La muestra, aproximadamente 1g, se
almacend a diferentes ambientes de humedad relativa entre 8,5 y 97,5 y temperatura 25°C hasta peso
constante. Los ambientes de humedad relativa, 8.5; 18.8; 37,1; 47,2; 58,3; 70,4; 80,5; 88,8; 93,9y 97,5 % se
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obtuvo con mezclas de &cido sulfurico: agua segun lo descrito en la USP XXIII, 1995. Se determiné el CHE a

través de la siguiente expresion:

P Donde:
CHE =——x100

P +100 P: Porciento de Humedad (Base seca)

Ambas clasificaciones aparecen referidas en la Tabla 2.2 . El contenido de humedad de las muestras, que se
expresa en unidades de porcentaje (%), se determind a partir de las variaciones de masa experimentadas
por las mismas.

Tabla 2.2. Clasificacion de la higroscopicidad

Clasificacion, segun la guia técnica de la Farmacopea Europea, 1999, p.86.

Denominacién: Fundamento:
Ligeramente higroscopico 0.2% < incremento en masa < 2%
Higroscdpico 0.2% < incremento en masa < 15%
Muy Higroscépico incremento en masa = 15 %
Delicuescente Suficiente agua es absorbida para formar un liquido
Clasificacion de la higroscopicidad, segun Callaghan, Drug Dev. Ind. Pharm. Vol.8,
pp 355-368.
Clase 1: No higroscopico No ocurre incremento de humedad a humedades relativas
" por debajo de 90%
Clase 2: Ligeramente higroscopico No ocurre incremento de humedad a humedades relativas
- por debajo de 80%
El contenido de humedad no debe incrementarse mas de
Clase 3: Moderadamente higroscépico 5% después del almacenamiento por una semana a

humedades relativas por debajo del 60%

El incremento en el contenido de humedad puede ocurrir

Clase 4: Muy higroscdpico a humedades relativas por debajo de 40 a 50%.

2.6.4. Determinacion de la fluidez del polvo

Para caracterizar el flujo del polvo se utilizaron tres procedimientos de medicion: Mediciones angulares y de

compactacion, Usando el equipo Hosokawa PT-E; la determinacion del indice de compresibilidad y el indice
de Hausner (incluyen mediciones de compactacion) y las Medidas en la Célula de Cizalla

+ Medidas en el Hosokawa: Se utilizé el equipo Hosokawa Micron Power System, Summit, NJ, de ensayo

de polvos. Como métodos angulares se incluyo la medicion de los angulos de reposo y de espatula y
como método de compactacion se incluy6 la determinacion de la compresibilidad. Los valores medios
obtenidos en cada parametro se evalud individualmente y como un todo, utilizando la tabla de fluidez de
Carr, (Tabla 2.3, Anexo D) para definir el grado de fluidez del polvo. En todos los casos se triplicaron los

ensayos.
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v Angulo de reposo: Se tamizé el polvo dejandolo caer a través de un embudo que posibilita formar

una pirdmide encima de una placa metélica circular. Con ayuda de un aditamento, dotado de un
semicirculo, se midi6 el angulo formado por el polvo.

v Angulo de espéatula: Se dejé caer una cantidad abundante de polvo sobre una espatula, situada

sobre una bandeja metalica, propiciando la caida de la misma. Luego se midié el angulo del polvo
que quedd encima de la espatula, al inicio, en el centro y al final; el promedio de los tres es
considerado el angulo de espatula.

v Compresibilidad: Se llen6 de polvo el recipiente destinado para esta prueba, se enrasd y se peso,

ajustandose en su parte superior un cilindro plastico para el suministro adicional de polvo. El

recipiente se coloco en el equipo que funciond durante 20 minutos a una velocidad de 50 golpes
por minuto (Thompson F, 1984), con los valores de la masa de la muestra (M, en g) inicial y final se

calculd el porciento de compresibilidad (C) utilizando la siguiente ecuacion:

M M

final ~

C — inicial 100

final

El analisis de estos resultados se realizé utilizando la Tabla 2.2, de parametros que afectan los indices de
fluidez de Carr, reportada por Nagel K., 2003 (Tomado de Carr R. 1965), que sirvieron de base para

desarrollar el equipo Hosokawa, usado en la medicion de estas propiedades.

Tabla 2.2. Parametros que afectan el indice de fluidez de Carr, segun Nagel K., 2003, p.281.

Gradode |indicede | Angulode |Compresibilidad | Angulo de Uniformidad

fluidez fluidez reposo () (%) espatula () (no.)
Excelente 90-100 25-30 5-10 25-31 1-5
Bueno 80-89 31-35 11-15 32-38 6-8
Suficiente 70-79 36-40 16-20 39-45 9-12
Aceptable 60-69 41-45 21-25 46-60 13-17
Malo 40-59 46-55 26-31 61-76 18-22
Muy malo 20-39 56-65 32-37 76-90 23-7
Muy muy malo| 0-19 66-90 >38 >01 >36

4+ Determinacion del indice de Compresibilidad y de Hausner: Estas mediciones incluyeron la
determinacion previa de las densidades aparente y real.

v Densidad Aparente de vertido y de asentamiento: Se determind empleando el método de la probeta:

A una probeta graduada se le adiciond 50 g del polvo, pesados en una balanza con una precision de

0,001 g y se midi6 el volumen ocupado por esa cantidad de polvo, determinando la densidad
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aparente de vertido. A continuacién la probeta se dejé caer 50 veces desde una altura constante
sobre una superficie blanda, se determind el volumen ocupado por el polvo y se determind la
densidad aparente de asentamiento. Ambas densidades se determinaron mediante la relacién de
masa/volumen ocupado y se expres6é en g/lcm3 Los resultados son el promedio de diez
determinaciones.

v Densidad Real: Se empled un Pignémetro de Helio (Quantachrome Corporation, MPY-Z), que
permite obtener los términos P: (cantidad total de He) y P2 (cantidad de He que penetra en la

muestra). Para calcular el volumen muestra (Vu) se utilizd la siguiente ecuacién, que a su vez da la

posibilidad de determinar la densidad real por la formula tradicional:

V,, =6,99- 5,79-{(ﬂ]—1}
I:)2

Aplicando la técnica anterior se realizaron cinco réplicas, que constituyen a su vez la media de tres

determinaciones.

Determinacion del indice de Compresibilidad de Carr y de Hausner

Estos indices se expresaron en (%) y se determinaron mediante las siguientes férmulas descritas por Wells,
1998.

e D . D.-D
Indice,,, g =—2 Indice. =—2% "% 100
D Carr D
ap a
Donde: Limites del indice de Carr:
Da: Densidad aparente de asentamiento, g/lcm3 5-15%  Excelente

- i i 3
Dap: Densidad aparente de vertido, gicm 12-16%  Bueno

18-21% Regular
23-35% Malo

Nota: Los resultados deben compararse con los

siguientes limites, seguin cada caso:

El indice de Hausner debe ser: < 1,25.

+ Medidas de Fuerza de Cizalla: Se utilizd un equipo IPT RO-200 automatico dotado de célula de cizalla

rotatoria (Peshcl LA, 1989). Cada muestra se someti6 a tres niveles de consolidacién (20, 35 y 50 g/cm?)
que permitieron la obtencion de tres familias fuerza normal-fuerza de cizalla. A través de la construccién
de los circulos de Mohr se estimaron los valores del rendimiento de la fuerza no reducida (f¢), la fuerza
de mayor consolidacién (oi) y la cohesion. A partir de la pendiente de la relacién lineal fc-oi para los

distintos niveles de consolidacion se estimo el factor de flujo (Willians JC, 1983; Peschl LA, 1989; Amidon
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G, 1999). Para cada muestra se obtuvieron dos réplicas y el flujo se valoré teniendo en cuenta las

siguientes estimaciones: con valores resultantes en el intervalo (0-4) fluye mal; en (4,1-9) flujo normal y

en (9,1-13) fluye libremente.
2.6.5. Estudio de compatibilidad del polvo con excipientes seleccionados
El estudio se realizo en un equipo de Calorimetria diferencial de barrido Shimadzu DSC-50, con un intervalo
de temperatura de 0-250 °C, un tamafio de muestra de 10 mg y una velocidad de barrido de 109 /min. Se
obtuvieron los termogramas correspondientes a las sustancias auxiliares evaluadas (Eudragit L,
Carboximetilcelulosa, Celulosa microcristalina, Lactosa, Estearato de Magnesio, Talco), al polvo y a las
mezclas fisicas preparadas en la proporcion 1:1 para el Eudragit, Lactosa, Carboximetilcelulosa y la celulosa
microcristalina mientras que la proporcion Polvo:Talco-Estearato fue 5,0: 0,6: 0,25%.
2.6.6. Estudio de estabilidad inicial del estado solido.
La estabilidad inicial del estado solido se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Steele G, 2004, el
cual sugiere que el compuesto exactamente pesado debe ser colocado en seis viales de cristal abiertos (en

duplicado), durante tres meses a las siguientes condiciones: Luz 5000 Ix / 25 9C, 75% de humedad relativa /

40 °C y 60% de humedad relativa / 30 °C. El muestreo se realiz cada 15 dias valorando las muestras

visualmente y realizando la determinacion cualitativa y cuantitativa del metabolito de interés, Cucurbitina,

para lo cual se utilizé la CCD y la HPLC con las condiciones cromatograficas descritas en los epigrafes 2.3.1

y 2.4, respectivamente. También se valoraron las caracteristicas organolépticas de las muestras.

2.7. Evaluacion preliminar de los subproductos obtenidos en el Método |I.

2.7.1 Determinacion de las propiedades fisico-quimicas (indices de calidad cualitativo) del aceite
obtenido a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch

Los ensayos que se detallan a continuacion se extrajeron de las farmacopeas, Eur. Ph., 2005; B.P., 2004,

referidos para el control de calidad de los aceites grasos vegetales, extraidos por compresion.

ENSAYOS

A. indice de refraccion: Se realizé la determinacion, utilizando un Refractémetro digital de Abbe, teniendo

como condiciones 20 + 0,5°C en relacién a la longitud de onda de la linea D del sodio (A = 589,3 nm). Se

determina el angulo limite.

B: Rotacion dptica: Se realizd utilizando un Polarimetro. Se determiné el angulo de rotacidn, expresado en

grados (0), del plano de polarizacion a la longitud de onda de la linea D del sodio (A = 589,3 nm) medido a

20 0C usando una capa de 1 dm.
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C: Densidad relativa: Se determiné por la relacion entre la masa de 2 mL del aceite a 20 °C y la masa de un
volumen igual de agua a la misma temperatura.

D: indice de saponificacion:

PROCEDIMIENTO: Se introdujo 3 g del aceite en un matraz de vidrio borosilicatado de 250 mL y acoplado a
un condensador a reflujo. Se afiadié 25 mL de hidréxido de potasio alcohdlico 0,5 M y algunas perlas de
vidrio. Se acopld un condensador y se calentd a reflujo durante 30 minutos. Se afiadié 1 mL de disolucién de
fenolftaleina y se valor6é inmediatamente (mientras esté caliente) con HCL 0,5 M (ny mL de HCL 0,5 M). Se
realizd un ensayo en blanco en las mismas condiciones (n, mL de HCL 0,5 M) y se calculé el indice de

saponificacion por la siguiente expresion:
| _ 28,05 (n,—n,)
=

M

E: Absorbancia: A 0,1 g de la sustancia a examinar, se le afiadi6 isooctano y se diluy6 hasta 30,0 mL con el

mismo disolvente. Se desarroll el espectro de absorcién en el rango de longitud de onda comprendido entre
200 y 500nm.

F. indice de acidez:

PROCEDIMIENTO: Se disolvio 10 g del aceite en 50 mL de una mezcla formada por volumenes iguales de
alcohol y éter (el disolvente debe ser neutralizado previamente con hidroxido de potasio 0,1M en presencia
de 0,5 mL de disolucion de fenolftaleina). Una vez disuelto, se valoré con hidréxido de potasio 0,1M. La
valoracién se da por terminada cuando el color rosa persiste durante 15 segundos por lo menos (n mL de
hidroxido de potasio 0,1 M). La masa de la muestra (M) se expresé en g. Se calculé el indice de acidez

empleando por la siguiente expresion:

| - 561 n

A=
M

G. indice de peroxidos

PROCEDIMIENTO: En un matraz conico de 250 mL con tapon esmerilado se introdujo 5 g del aceite. Se
afiadié 30 mL de una mezcla de 3 volumenes de acido acético glacial y 2 volumenes de cloroformo. Se agitd
hasta disolver la sustancia y se afiadié 0,5 mL de disolucién saturada de ioduro de potasio. Se continud la
agitacion durante un minuto exactamente y, a continuacion, se afiadi6 30 mL de agua. Se valord con
tiosulfato de sodio 0,01 M, afiadido lentamente sin dejar de agitar hasta que la coloraciéon amarilla haya

practicamente desaparecido. A continuacion se afadio 5 mL de disolucion de almidon y se prosiguio la
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valoracion agitando enérgicamente hasta la desaparicion de la coloracion (n: mL de tiosulfato de sodio 0,01

M). Se realiz6 una valoracion en blanco en las mismas condiciones (n. mL de tiosulfato de sodio 0,01 M). La

valoracion en blanco no debe requerir mas de 0,1 mL de tiosulfato de sodio 0,01 M. Ce calculé el indice de

perdxido por la siguiente expresion:

_ 10 (nl — Ny )
M

En los parametros D, F y G se determinaron los limites de especificacion utilizando el método de Bowker,

s

procesando 25 muestras de dos lotes (Espinosa M., 1987).

2.7.2. Analisis bromatoldgico del subproducto solido (testa) con vistas a su uso en la alimentacion
animal.

Este analisis se realizo en el laboratorio de control de la calidad de la fabrica de piensos de Villa Clara e
incluy6 los ensayos proteinas totales, cenizas, Calcio y Fésforo, siguiendo la metodologia descrita en las
siguientes normas cubanas (NC): Proteinas (NC- 74-28), cenizas (NC 74-30), Calcio (NC 74-32) y Fosforo
(NC 74-33).
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CAPITULO I11. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Métodos de obtencién del polvo a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch
3.1.1. Establecimiento de condiciones para el desarrollo de los métodos de obtencion del polvo.
Las semillas evaluadas por especialistas del Centro Provincial de Sanidad Vegetal respondieron al control

fitosanitario establecido lo que garantizd una Optima calidad. Se comprobd la composicion cualitativa de
metabolitos en las semillas, a través de un tamizaje fitoquimico, obteniéndose la presencia de compuestos
grasos, triterpenos, esteroides, aminoacidos, proteinas, azucares reductores, fenoles, quinonas, taninos y
resinas; posee, ademas, aceite secante fijo. Esta caracterizacion fitoquimica coincide con los estudios
realizados en el Departamento de Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, por
Saucedo Y.y Rodriguez D., 1995.

Teniendo como objetivo principal la obtencién de un polvo con propiedades que permitan su uso como
ingrediente activo en formas farmacéuticas, con accion antihelmintica, se estudiaron dos métodos,( Método
I y Método Il). EI Método | es el reportado por la Guia Terapéutica Dispensarial de Fitofarmacos y
Apifarmacos de Cuba, 1992. Este método incluye las operaciones de pulverizacion y tamizado y como
resultado de su aplicacién se obtuvo como productos un polvo y un producto colateral que incluye testa y
almendra.

El Método Il constituye una propuesta del presente trabajo, al no estar reportado en la literatura para esta
planta y fue disefiado con la concepcion de llevar a cabo un proceso limpio, es decir se considerd la
inclusion de operaciones que permitieran la extraccion del aceite y la tradicional separacion de testa y
almendra, de este modo al culminar el método se dispone de tres productos: polvo obtenido de la
almendra, con propiedades antihelminticas y centro del estudio de la presente tesis, aceite, producto con
potencialidad de uso farmacéutico y referido en la literatura para el tratamiento de HBP, asi como la testa,
de interés en la alimentacién animal.

A continuacion se detallan los estudios realizados para establecer las condiciones adecuadas en las
operaciones incluidas en el Método I

Decorticado: Un aspecto de interés a tener presente en la obtencion del polvo a partir de las semillas de
Cucurbita Moschata Duch lo constituye, sin duda, el decorticado de la semilla (eliminacién de la testa),
aspecto muy importante si se tiene en cuenta que la Cucurbitina, metabolito responsable de la accion
antihelmintica, presente en las semillas se encuentra mayoritariamente en la almendra ( André P, 1997) y
resultaria imposible realizar esta operacion de forma manual.

Este analisis que consistio en determinar, de forma manual, como se comportaba la distribucién de

almendra y testa en la semilla, permitié conocer la proporcion promedio de almendra y testa en la semilla y
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que aparece representada en la Figura 3.1. Es importante destacar que el porciento de almendra obtenido

incluye el aceite presente en las semillas.

Proporcion de Testa y Almendra en las semillas obtenido por

decorticado manual

M Almendra
(71%)

= Testa
(28,5%)

Figura 3.1. Valores medios obtenidos de la distribucion de almendras y testa en
las semillas de Cucurbita moschata Duch, por decorticado manual.

Secado: Las condiciones de secado se establecieron, en trabajos precedentes por Jorge E .y Saucedo Y.,
1995), siguiendo las condiciones sugeridas por Cuellar A., 2000. Estas incluyeron el método a la sombra, al
sol y a la estufa (a 40°C) y los resultados obtenidos avalan el método a la estufa a 40°C, durante 72 horas,
para realizar el secado de las semillas.

Desgrase: Fue realizado empleando el método de expresion sugerido por la Eur. Ph., 2005, para la
obtencion de aceites grasos vegetales, con algunas modificaciones (solo es precedida por la operacion de
secado). EI' promedio de porciento de aceite extraido resulto ser 31% (determinado en base al peso total de
semilla y con cinco réplicas), lo que se corresponde con lo reportado en la literatura que establece que el
aceite presente en las semillas de Cucurbita Spp se encuentra en un rango del 30 al 40%, Murkovic M. y col.,
1996; Yoinis Y.y col., 2000 y EI-Adawy T.y Taha K., 2001.

Pulverizacion y Tamizacion: Se seleccion6 un molino de cuchillas teniendo en cuenta las caracteristicas
del material a moler: testa dura y fibrosa, y almendra blanda y con gran contenido de grasa (Faulli C, 1993).
Ante lo poco préactico que resultaria el decorticado manual y considerando que la almendra y la testa
ofrecen al moler diferente comportamiento (la almendra ofrece tamafios de particulas mas pequefios y la
testa mayores) se selecciond el tamiz que propicia el decorticado de la semilla. Tanto la observacion visual
como el estudio de flotacidn, cuyos resultados aparecen en la Figura 3.2 permiten asegurar que a tamafios

de malla por debajo de 0,425mm ya no aparece testa.
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Estudio de flotacién

12
10
g
% detesta 6
41
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Tamices(mm)

Figura 3.2. Resultados obtenidos en el estudio de flotacion para seleccionar
el tamiz que propicia el decorticado de la semilla.
Por otra parte en la seleccion del tamiz adecuado, para colocar en el molino, que se realiz6 comparando el

comportamiento en el porciento de sélido obtenido en los intervalos de tamafios de particulas: (A) menores
de 0,425 mm, (B) mayores de 0,425 para ambos métodos, se obtuvo que:
v' El material vegetal ofrece una gran resistencia, durante el proceso de molinado al usar el tamiz 1.0
mm en ambos métodos, mas acentuada en el método I, lo que conllevé a descartar su utilizacion.
v El porciento de polvo en los dos rangos de tamafio de particula evaluados difiere significativamente
al comparar ambos métodos pero si se compara en cada método por separado los resultados

aportados por los dos tamices evaluados (1.5 y 2.0 mm) fueron similares (Figura 3.3 Ay B)

Rendimiento de polvo obtenido por el método | Rendimiento de polvo obtenido para el método |l

60
50
40 ;
<0425 Porciento 30 P <) 42%mm
@50425mm 2 B>0425mn
) ;
0 ‘
0 ] ‘ ) ‘ Tamiz 1.5 Tamiz 2.0

Tamiz 1.5 Tamiz 2.0

Tamices utilizados en el molino

60
50
40
Porciento 30
20
10

Tamices del molino

A B

Figura 3.3. Valores medios de % de polvo obtenido utilizando los dos tamices evaluados en el molino y los
tamafios de particulas (TP) citados, A: para el Método | y B para el método Il. (Datos tomados de
las Tablas A.1y A.2, respectivamente (Anexo A)).
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En la Figura 3.3 A se puede apreciar que el método | aporta un mayor tamafio de particula a los polvos,
independientemente del tamiz empleado en el proceso de molinado. Mediante este método el polvo de
tamano inferior a 0,425mm se mantiene cercano al 25% del total, incluyendo el porciento de aceite
correspondiente. Si se tienen en cuenta que este tamafio de particula es el que presenta interés para
aplicaciones farmacéuticas entonces resulta que el Método | no es ventajoso por proporcionar baja
eficiencia.

Por su parte el comportamiento en el porciento de polvo obtenido en el Método Il, (Figura 3.2 B) denota que
hay un incremento en el porciento de polvo obtenido en el menor tamafio de particula, llegando a ser este
cercano al 40% lo que se explica por la eliminacion previa del aceite, que facilita la pulverizacién de las
semillas. Es necesario destacar que el analisis realizado en este método se realizd después de haber
eliminado el aceite que represento el 31% del peso total de semilla evaluado.

Por otra parte, al seleccionar las condiciones para llevar a cabo el molinado de las semillas, se pudo
comprobar que no hay diferencias significativas debidas al uso del tamiz 1.5 o 2.0mm, independientemente
del método (obteniéndose una P=0,49 para el método | y una P=0,22 para el método II), por tal motivo
puede quedar abierta la seleccion segun las condiciones de trabajo existente.

La comparacion del porciento de polvo obtenido por cada método, teniendo como patrén el porciento de
almendra presente en la semilla, aparece en la Figura 3.4. Al analizar la figura se observa en el intervalo
de tamafio de particula inferior a 0,425mm, el de mayor interés para cumplir los objetivos del presente
trabajo, que el porciento de polvo obtenido por el método | es cuantitativamente muy inferior, con respecto
al porciento de almendra presente en la semillas lo que permite inferir que en el proceso de tamizado se
pierde un gran porciento, que, debido a la grasa fundamentalmente, queda con tamafos de particulas
superiores 0 ocurre por ello agrupaciones de particulas. Sin embargo, en el método Il se incrementa
significativamente este valor y si se tiene en cuenta que el porciento de almendra obtenido por el método
manual incluye aproximadamente un 31% de aceite, se puede proponer, que de acuerdo a la consistencia y
caracteristicas del material que conforman la almendra, si se selecciona el polvo obtenido a partir de las
semillas secas sin decorticar en un intervalo menor de 0,425 mm, se esta procediendo al decorticado de la
semilla, es decir, en buena medida, que la almendra queda separada de la testa, aunque resulta inevitable

una pérdida pequefa de la almendra que sale adherida a la testa.
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Comparacion del porciento obtenido por los métodos | y Il con el método manual

80+

70/ A
60 { & <0,425mm

501 B >0,425mm

Porcientos

301
201
101

0,

Manual Método | Método Il

Métodos utilizados

Figura 3.4. Valores medios de porciento obtenidos del polvo de semillas decorticadas
manualmente y por los métodos | y II.

3.1.2. Comparacion de los métodos empleados en la obtencion del polvo

La inclusion de las operaciones de secado y desgrase en el método Il, asi como los productos finales
obtenidos, enmarcan las diferencias fundamentales en estos métodos. Este método propicia obtener un
producto final adicional, el aceite, lo que se logra gracias al proceso de desgrase. Segun la literatura dicho
producto posee grandes posibilidades terapéuticas (Murkovic, 1996; Schiebel-Schlosser G, 1998,
Vademecum de Fitoterapia, 2003, Gosesll-Williams M, 2006, entre otros). Es importante destacar que la
eliminacion del aceite ofrece grandes ventajas ya que por una parte se logra simultineamente un
incremento en la concentracion del metabolito de interés, con la consiguiente eliminacion de los
componentes solubles en solventes no polares y por otra parte este procedimiento facilita
considerablemente las operaciones de pulverizacion y tamizado que resultan engorrosas en el Método |.
Con respecto al porciento de polvo, teniendo como referencia el decorticado manual (es decir considerando
que la almendra representa el 70% aproximadamente de la semilla), se obtuvo que el porciento obtenido
por el método II, para el menor tamafio de particulas, supera el porciento obtenido con respecto al Método
, esto avala el primero teniendo en cuenta la gran importancia que posee el tamafio de particulas en la
evaluacion de formas farmacéuticas solidas. Es importante sefialar que resulta inevitable una pequefa
pérdida de almendra lo cual estd dado por el porciento de grasa que queda en el polvo posterior al
desgrase y que segun reportes de la Farmacopea Europea, 2005, para las semillas puede ser entre un 3 -
6%.
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Segun lo expuesto el Método Il, evaluado en este trabajo, presenta ventajas con respecto al Método |,
sugerido por la Guia Terapéutica Dispensarial de Fitofarmacos y Apifarmacos, 1992, ya que el primero
supera al segundo en el porciento de polvo obtenido, aporta un producto colateral de interés farmacéutico y
sus operaciones facilitan el decorticado, aspecto de vital importancia por la necesidad de eliminar la testa y
la imposibilidad de hacerlo de forma manual.

Como resultado del analisis econémico se obtuvieron los siguientes valores para el costo de la produccion
y el valor de la produccién para ambos métodos (Tabla 3.1). Se toma como base el procesamiento de 10
Kg de materia prima.

Tabla 3.1. Resultados obtenidos en el calculo del valor y el costo de la produccién para los métodos | y II.

Costo de produccion
Método | Método Il
Materia prima $660 $660
Costo de operacion $0,023 $0,071
Mano de obra $60 $60
Costo de produccion $720 $720,07
Valor de la produccion
Método | Método |I
Unidad de | $/unidad Unidades precio Unidades Precio
medida
Polvo Papelillo 0.10 4166 $416 6600 660
Aceite Fco.(120mL) $5 - - 24 120
Testa Kg 0.27 7.2 1.94 2.8 0.75
Valor total $ - - 417.94 - 780.75

Teniendo en cuenta estos resultados se calculd la ganancia para cada método obteniéndose para la
Método | un valor de -302,06 Y para el método Il un valor de 59,93, lo que muestra que en el método | no
existe ganancia pues el costo de la produccion es mayor que el valor de este. Por su parte en el Método Il
ademas, de los papelillos se puede comercializar el aceite con fines farmacéuticos y la testa como alimento
animal, por lo que es posible diversificar la produccion, eliminar residuos llevandose a cabo un proceso
limpio y econdmicamente viable.

Teniendo en cuenta lo anterior se propone el Método Il para la obtencion del polvo, a partir de las semillas
de Cucurbita moschata Duch, que sera evaluado como ingrediente activo para su uso en formas sélidas
orales, con accién antiparasitaria. La posibilidad de aplicacion que poseen los productos colaterales, aceite
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y testa, permite afirmar que los procedimientos tecnoldgicos propuestos pueden servir de base para la

implementacion de una tecnologia limpia.

3.2. Estudios analiticos para establecer los procedimientos de control de calidad del polvo obtenidos
a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch

Después de haber realizado un analisis detallado de las monografias analiticas reportadas en las

farmacopeas, Eur. Ph., 2005; BP, 2004, para realizar el control de calidad de un ingrediente activo se

propone que la monografia del polvo incluya como acapites principales: Informacién Inicial (Noticias

generales, preparacién, definicion y caracteristicas); ensayos cualitativos de identificacion (descripcion

microscopica, reacciones calorimétricas y cromatografia en capa delgada); ensayos especificos (pérdida

por desecacion, cenizas totales y cenizas insolubles en acido) y el ensayo cuantitativo. A partir de estas

afirmaciones, se disefiaron ensayos cualitativos, que una vez estandarizados y establecidos los limites

correspondientes, permitiran proponer la metodologia analitica en la monografia del polvo.

3.2.1. Ensayos cualitativos de identificacion

a. Descripcion Microscopica del polvo: Se aprecio la presencia de parénquima lignificado, granulos de

almidon en forma anisotropica al examinar a la luz polarizada.

La descripcion microscopica del polvo obtenido de las semillas de Cucurbita moschata Duch se

corresponde con lo descrito por Guenkov E, 1969 y més recientemente con lo reportado por la Royal

Horicultural Society, 1998.

o Determinacion cualitativa de los metabolitos de interés para el uso del polvo como antiparasitario

Se estudiaron reacciones colorimétricas que permitieran evaluar la presencia de proteinas y aminoéacidos,

como metabolitos mayoritarios, en el polvo. Para determinar la presencia de proteinas se uso la reaccion de

Foling (Lowry, 1951), mientras que en la determinacion cualitativa de aminoacidos se considerd emplear la

clasica reaccion colorimétrica de ninhidrina. Ademas se identificaron por CCD los aminoacidos mayoritarios

presentes en el polvo.

a. Reaccion Colorimétrica de Foling: La concentracion ensayada resultd ser positiva apareciendo un

color azul intenso instantaneo que demora en desaparecer, lo que demuestra la presencia de proteinas en

el polvo. Para la determinacion del limite de deteccidn, la reaccion se desarrollé disminuyendo la cantidad

ensayada, en 5 mg cada vez y se obtuvo que la cantidad minima detectable para esta reaccion fue de

10mg, concentracion que se declara como limite de deteccién.

b. Reaccién Colorimétrica de ninhidrina: Al igual que en la reaccién anterior la cantidad ensayada fue 50

mg en 2 mL de agua, concentracion que resultd ser positiva apareciendo un color azul violaceo intenso a
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los dos minutos de calentamiento, este color demora en desaparecer. Es importante precisar que la
aparicién de un color azul-violaceo persistente, es una evidencia de la presencia de a-aminoacidos,
producto de la formacion del cromdgeno llamado complejo Ruhemann’s purple (RP). El color azul aparece
en la mayoria de los aminoacidos y una variedad de colores que van desde el amarillo hasta el marron en
un grupo mas pequefio que incluye los iminoacidos (Friedman M., 2004). La mayor intensidad de la
coloracién del complejo RP impide la visualizacion del resto de las coloraciones cuando hay mezclas de
aminoacidos como es el caso del polvo que se evalla. Sin embargo en este caso la reaccion resulta de
interés para identificar este grupo de metabolitos que incluyen el de mayor interés para la accion
antihelmintica, la Cucurbitina. La determinacién del limite de deteccién, realizado de forma similar que en el
ensayo ¢, arrojo que la cantidad minima detectable para este ensayo fue de 5mg de polvo.

c. Identificacion de la cucurbitina y otros aminoacidos presentes en el polvo, mediante CCD.

La Cromatografia en Capa Delgada, junto con las reacciones de coloracion y el analisis microscdpico
constituyen los ensayos comunmente utilizados para realizar el control cualitativo de los ingredientes
activos de origen vegetal que ya cuentan con monografias analiticas al efecto, reportadas en las
farmacopeas vigentes. En este caso y teniendo en consideracidn que se trata de la evaluacion
cromatografica de una mezcla de componentes de naturaleza variada el analisis esta dirigido a identificar
uno o varios metabolitos de interés detallando todo lo que aparece en la placa una vez que esta es
revelada, a lo que se le conoce con el nombre de huella digital del producto. Lo anterior puede ser
observado en las monografias de materia prima de origen vegetal que refiere la Farmacopea Europea en
su Ultima edicién y como ejemplo se pueden citar los polvos de Ajo e Hipericum en los cuales la CCD esta
dirigida a identificar la presencia de aminoéacidos y flavonoides respectivamente.

En el polvo obtenido de la Cucurbita moschata Duch resultan metabolitos de interés los aminoacidos,
especialmente la cucurbitina a la cual se le atribuye la accién antihelmintica. A partir de los trabajos
publicados por Duez P. y col., 1988 y Schenkel F. y col., 1992., donde se proponen condiciones
cromatograficas para la Cucurbitina sintética, se disefi¢ la identificacion por CCD de los aminoacidos
presentes en el polvo. En dicho trabajo se reportan valores de Rf de la Cucurbitina obtenida por sintesis
quimica que sirven como datos de referencia muy valiosos ante la carencia de este producto como patron
comercializable. Ademas, con vistas a valorar todas las manchas obtenidas para la muestra se evalu el
comportamiento de 12 patrones de aminoacidos, tomandose como criterios fundamentales de evaluacion:

El valor de Rf reportado para la Cucurbitina obtenida por sintesis quimica, los valores de Rf de los patrones
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coincidentes o no con los valores obtenidos para las manchas de la muestra y la coloracion de la mancha,
aspecto relacionado con la formacién o no del complejo RP al reaccionar con la ninhidrina

La Tabla 3.2 muestra los valores Rf obtenidos para cada aminoécido patron, para la Cucurbitina y para
cada una de las manchas obtenidas en la muestra; con lo cual se realizé una asignacion aproximada de
cada mancha en la muestra.

Tabla 3.2. Valores de Rf obtenidos para los patrones de aminoacidos evaluados utilizando las condiciones
cromatogréficas y para la muestra.

Aminoacido Valores de Rf
L-Lisina 0,16
Cucurbitina 0,23
Asparagina 0,37
Prolina 0,46
Glicina 0,47
Hidroxiprolina 0,50
Alanina 0,57
Treonina 0,99
Tirosina 0,65
Valina 0,70
Leucina 0,74
Triptéfano 0,75
Fenilalanina 0,82
0,23 (Cucurbitina)
0,38 (Asparagina)
Muestra 0,47 (Glicina, Prolina, Hidroxiprolina)
0,57 ( Alanina, Treonina)
0,75 (Leucina, Triptéfano, )

Teniendo en cuenta los valores Rf de los aminoacidos patrén y de las manchas de la muestra se puede
descartar la presencia de lisina, tirosina, valina y fenilalanina, mientras que las manchas tres, cuatro y cinco
poseen mas de una asignacion por la similitud en los valores de Rf de los aminoacidos asignados en cada
caso, siendo necesario recurrir a otras evidencias para su asignacion definitiva.

La Figura 3.5(A) muestra la placa obtenido para la muestra donde se observaron cinco manchas, es
importante destacar que dichas condiciones permiten obtener manchas con una adecuada separacién y
nitidez lo que da la posibilidad de mostrar el cromatograma como via de identificacion del polvo, es decir se
puede presentar dicho cromatograma como la huella digital del mismo, ademas se destaca la mancha color
café con Rf = 0.23 correspondiente a la Cucurbitina(coincidiendo con los resultados obtenidos por Duez P,

1988 y Schenkel F, 1992, para la Cucurbitina obtenida por via sintética), aspecto de vital importancia en la
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evaluacion del polvo si se tiene en cuenta que este es el metabolito responsable de la accidn
antihelmintica.

Por su parte la Figura 3.5(B) muestra el resultado obtenido al realizar la cromatografia bidimensional para
la muestra. Al observar la placa podemos afirmar que cada mancha corresponde a una sola sustancia, es
decir no hay solapamiento, ademas, se ratifica lo observado en la cromatografia unidimensional en cuanto

a la coloracion de las manchas.

-
ra. corrida
o coria | 5

Figura 3.5 A: Placas de CCD de la muestra usando como Soporte la Silicagel GF, como Fase
Mévil Metanol: Cloroformo: Amoniaco 25% y Acido Acético (80:10:8.5:1.5) y como
revelador una solucion de ninhidrina 2%.
B: Placa obtenida en la cromatografia bidimensional de la muestra.
Finalmente se valoro la coloracion obtenida en las manchas de la muestra y de los patrones al reaccionar

con la ninhidrina, aspecto directamente relacionado con la formacién del complejo RP responsable de la
coloracién azul violaceo de la clésica reaccién de ninhidrina. Una gran cantidad de reportes en la literatura
muestran la existencia de un grupo de compuestos que forman color con la ninhidrina sin formar este
complejo, asi se citan los Iminoacidos (Acido pipecolico, prolina, hidroxiprolina); aminas aromaticas (anilina);
aminodcidos polifuncionales (arginina, asparagina, cisteina, triptéfano), entre otros, que se condensan con
ninhidrina para formar “productos anormales”, a cuyas reacciones se le suele llamar reacciones de ninhidrina
no clasicas (Friedman M., 2004). Estos estudios ayudan a justificar las asignaciones realizadas en las
manchas de la muestra empleando los valores Rf ya que la primera mancha cuando la placa es calentada
durante media hora aproximadamente se tornan de color pardo, color caracteristico de la Cucurbitina; la
segunda mancha posee un color amarillo-parduzco que se corresponde con la coloracién que ofrece la
asparagina en presencia de la Ninhidrina, mientras la tercera mancha se muestra de color amarillo,
caracteristico de la prolina, y las manchas cuatro y cinco se presentan de color azul-violeta indicando la
formacion del complejo RP.
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En resumen el analisis realizado permitid6 demostrar que en el polvo estan presentes tanto aminoacidos que
forman el complejo como los que no lo forman, lo que ratifica la evidencia experimental descrita en la
reaccion colorimétrica de ninhidrina. Por otra parte la identificacion de la Cucurbitina en la muestra resulta de
gran importancia y puede constituir una evidencia a tener presente en el ensayo de identificacion para
realizar el control de la calidad del polvo. Resulta también importante la presencia de la prolina y asparagina,
con caracteristicas estructurales similares a la Cucurbitina ya que estos aminoacidos pudieran ser valorados
para su uso como patrones analiticos en la determinacion del contenido de aminoéacidos, que reaccionan de
forma similar a la Cucurbitina con la ninhidrina, en el polvo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede proponer, como evidencias del ensayo de CCD en el
control de la calidad del polvo, que el cromatograma (huella digital) de la muestra se presenta con cinco
manchas. La primera mancha color café, con valor de Rf=0.23. La segunda mancha tenue, de color
amarillento y con valor de Rf=0,38 correspondiente a la asparagina. La tercera mancha intensa de color
amarillo, con valor Rf= 0.47 correspondiente a la Prolina, mientras que la cuarta y la quinta mancha son de
color azul intenso con valores de Rf de 0,60 y 0,75 respectivamente. Ademas se propone que sean utilizados
como sustancias de referencia la asparagina, la prolina, cuyos valores de Rf se corresponden con los valores
de Rf de la segunda y la tercera mancha, respectivamente, quedando las restantes a ser comprobada a
través de los valores de Rf que poseen cada una. En esta seleccion se tuvo en cuenta, ademas, que la
asparagina es uno de los aminoacidos mas abundantes en las semillas de Cucurbita moschata y maxima
(Dunnill M y Fowden L., 1965) y que la prolina posee valores de Rf més cercano, que la hidroxiprolina, a la
tercera mancha de la muestra.

3.2.2. Determinacion de los limites de especificacion de las pruebas especificas

La determinacion de los limites de especificacién permite disponer de valores establecidos y confiables que
formaran parte de la monografia de control de la calidad del polvo. En cada ensayo se procesaron 25

muestras, y los resultados aparecen en las Tablas B.1, B.2 y B.3 (Anexo B) y calculos estadisticos,

usando el método de Bowker (Espinosa M, 1987) permitieron determinar el limite superior de
especificacion. Un resumen de los valores obtenidos para los tres ensayos, se muestra en la Tabla 3.3.

Al comparar los mismos con los valores registrados para ingredientes activos, de origen natural, reportados
en las farmacopeas actuales se puede afirmar que, hay total correspondencia. La Tabla B.4, (Anexo B),
contiene valores registrados por la Eur. Ph., 2005; B.P., 2004 para ingredientes activos (polvos) que
provienen de diferentes partes de la planta medicinal de la cual se obtienen. Dichos valores difieren

significativamente de los ingredientes activos sintéticos lo que se explica, fundamentalmente, por la
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composicion variada que poseen los de origen natural que incluye en su generalidad compuestos organicos
e inorganicos.

Tabla 3.3. Resultados obtenidos en la determinacidn de los limites de especificacion para los
ensayos especificos que formaran parte de la monografia de calidad del polvo.

Parametro XxSD LSE
Pérdida por desecacion (%) 6,25+ 0,13 6,66 (No mayor que 7)
Cenizas Totales (%) 6,54 £ 0,29 7,50 (No mayor que 8)
Cenizas insolubles en HCL (%) 2,27 +£0,34 3,37 (No mayor que 3)

X: Media de 25 determinaciones; SD: Desviacién Standard; LSE: Limite superior de especificacion.
3.2.3. Evaluacion de la técnica espectrofotométrica UV-VIS para su uso como ensayo cuantitativo.
3.2.3.1. Establecimiento de condiciones experimentales de la técnica
Teniendo en cuenta que los aminoacidos constituyen los metabolitos de mayor interés presentes en el
polvo objeto de estudio y ademas, el amplio uso que posee la reaccion de ninhidrina para la deteccion de
estos compuestos a continuacion se presentan estudios analiticos que permitieron establecer las
condiciones idoneas para aplicar esta reaccion en la identificacion y cuantificacion de aminoacidos
presentes en el polvo usando la Espectrofotometria UV-VIS. Como patrdn analitico se utilizé la asparagina
cuya seleccion obedece a varias razones: La Cucurbitina, metabolito responsable de la accion
antihelmintica, no se comercializa lo que dificulta su uso como patrén analitico; La asparagina se valor6
dentro de los aminoacidos presentes en el polvo por CCD y manifestd, a diferencia de la prolina y la
hidroxiprolina caracteristicas de absorcidn (Anax.) Similares a la muestra bajo las condiciones estudiadas,
ademas, posee similitud estructural y quimica con la Cucurbitina. Esta técnica incluyd una reaccion
colorimétrica previa de los aminoacidos usando la ninhidrina como agente cromogénico. Se aprovecho la
diferencia en la coloracion que aporta esta reaccion para un pequefio grupo de aminoacidos, incluidos los
pirrolidinicos y la asparagina, lo que permite realizar la determinacion a 320nm. Esto ultimo incrementa la
especificidad de la técnica para estos aminoacidos si se tiene en cuenta que la ninhidrina ofrece una
coloracion azul intensa, con el resto de los aminoacidos, cuyo méximo de absorcién es a 570nm.

Segun la literatura consultada la reaccién de ninhidrina se ve afectada por varios factores que provocan
variaciones en la intensidad y estabilidad del cromégeno formado, tales como la temperatura, el tiempo de
calentamiento y la estabilidad del color una vez que se detiene la reaccién (Jones D. y col., 2002; Moulin M
y col., 2002 y Friedman M, 2004, entre otros). Con vistas a valorar el comportamiento de la absorbancia al

variar estos factores se realizaron los estudios que se muestran a continuacion:
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A). El Comportamiento de absorcion de la muestra con los cambios de temperatura aparece reflejado en la
Figura 3.7. Como se puede observar bajas temperaturas, por debajo de 40°C y altas, por encima de 60°C
producen cambios significativos en la absorcion, obteniéndose una meseta en el intervalo comprendido
entre estas dos temperaturas. El estudio se realizé fijando el tiempo de calentamiento (20 minutos) y

realizando las lecturas a los 5 minutos después de terminada la reaccion.

Reaccion de la muestra y la Ninhidrina a diferentes Temperaturas

50 60
Temperatura 0C

Figura 3.7. Comportamiento de los valores de absorbancia al aumentar la temperatura utilizada
durante el desarrollo de la reaccién colorimétrica. (Datos tomados de la Tabla C.1 (Anexo C)).

B). El comportamiento de la Absorbancia de la muestra al variar el tiempo de calentamiento aparece
descrito en la Figura 3.8. El estudio se realiz6 para el rango de Temperatura obtenido en el ensayo anterior
como mas estable (Desde 40°C a 70°C) realizando las lecturas a los 5 minutos después de terminada la
reaccion. De la grafica se pueden realizar las siguientes observaciones: El tiempo de calentamiento
necesario para lograr los valores mas altos de absorbancia va disminuyendo con el aumento de la
temperatura por lo que el menor tiempo es requerido para la temperatura 70°C. Por su parte los valores de
absorbancia aumentan con la temperatura hasta 60°C. Sin embargo a partir de 70°C comienzan a
disminuir los valores de absorbancia, con respecto a la temperatura anterior, cuya disminucion se acentua
a medida que aumenta la temperatura, esto ultimo pudiera estar dado por una inestabilidad del cromdgeno

a esas temperaturas.
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Comportamiento de la absorbancia al variar la temperatura
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Figura 3.8. Comportamiento de los valores de absorbancia al aumentar el tiempo de calentamiento

para las diferentes temperaturas evaluadas. (Datos tomados de la Tabla C.2 (Anexo C))
C) Con vistas a evaluar la estabilidad del color obtenido en la reaccion de ninhidrina se realizaron
mediciones durante 45 minutos con un intervalo de 5 minutos. Como se observa en la Figura 3.9, una vez
que se desarrolla la reaccion de ninhidrina hay una estabilidad del color durante los primeros 15 minutos
donde se producen ligeras variaciones en los valores de absorbancia. Sin embargo, a partir de este tiempo

ocurre una disminucidn acentuada de este parametro.

Comportamiento de la absorbancia en el tiempo

Absorbancia

10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo de lectura (mint.)

Figura 3.9. Comportamiento de la absorcién con el aumento del tiempo de lectura.
(Datos tomados de la Tabla C.3 (Anexo C))
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Finalmente se realiz6 un andlisis de los amino&cidos evaluados en la Cromatografia en Capa Delgada con
vistas a la seleccion de uno de ellos para su uso como patrén analitico. De los aminoacidos estudiados se
tomaron en consideracion aquellos que reaccionaban de forma similar a la Cucurbitina, ante la reaccién de
ninhidrina, es decir no formaban el complejo RP; en este caso se encontraba la prolina, hidroxiprolina,
lisina, y la asparagina

El andlisis consisti6 en valorar el espectro de absorcion que presentaban estos aminoacidos, en el rango de
300 a 400nm, con vistas a compararlo con la muestra, teniendo en cuenta que el espectro de la misma
aporta una Amax de 320nm. La Tabla 3.4. muestra la Amax de los aminoacidos seleccionados, la Prolina e
Hidroxiprolina presentan una Amsx aproximado de 350nm, mientras que la Lisina muestra un espectro con
una Amax dificil de definir entre 320 y 340nm.

Por su parte la asparagina posee un espectro muy parecido a la Cucurbitina y a la muestra coincidiendo
con su Amax de 320nm. Todo lo anterior permite la seleccion de la asparagina como patrén analitico en la
determinacion cuantitativa de los aminoacidos del polvo.

Tabla 3.4. Maximos de absorcion de los aminoacidos evaluados después de haber realizado la reaccion de

ninhidrina
Aminoéacidos Amax (M)
Lisina 330-350
Asparagina 320
Prolina 350
Hidroxiprolina 350
Cucurbitina 320
Muestra 320

Lo anterior justificé la aplicacién de un disefio factorial 2% con vistas a precisar las condiciones 6ptimas para
desarrollar dicha reaccién. Los estudios preliminares ayudaron a la seleccion de los niveles en cada una
de las variables que se incluyeron en el disefio de experimentos con vistas a establecer las condiciones
dptimas para el desarrollo de la técnica. La temperatura incluyd como valor minimo 40°C y como valor
maximo 60°C. Por su parte el tiempo de calentamiento no debe ser menor de 10min. ni mayor de 40min.,
mientras que el tiempo de lectura se incluyd en el disefio con 5min. como valor minimo y 15min. como valor
maximo (tiempo considerado después de haber detenido la reaccion). Estos valores permitieron desarrollar
un disefio experimento 23 usando la matriz descrita en la Tabla C.4 (Anexo C), en la cual aparecen los
resultados obtenidos en la variable respuesta utilizada, la absorbancia.

La informacion ofrecida por el disefio, al procesar dichos resultados, usando el paquete estadistico
Statgraphics version 4.1, 1999, se recoge en la Tabla C.5 (Anexo C). El anélisis de varianza muestra que
los tres parametros incluidos en el disefio son estadisticamente significativos con valores de probabilidad
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menores que 0,05, para un nivel de significacion del 95%. El valor obtenido para r resulté ser muy bueno
ya que el modelo obtenido explica el 97,99 de las variabilidades de la absorbancia., mientras que el Test de
Durbin-Watson aport6 un valor superior a 1,4 lo que indica que no hay serios autocorrelaciones en los
residuales. Para la optimizacion del modelo se utilizé el método ascendente y los resultados muestran que
los valores Optimos de trabajo para desarrollar la reaccion de ninhidrina, con vistas a su uso en la técnica
espectrofotométrica, son: Temperatura 60°C, tiempo de calentamiento 40 minutos y tiempo de lectura 10
minutos.

Después de establecidas las condiciones para el desarrollo de la técnica espectrofotométrica se determino,
usando las condiciones evaluadas, la absortividad especifica de la asparagina con vistas a establecer un
procedimiento de calculo sencillo y que estuviese acorde con el establecido por las farmacopeas para
determinar el contenido total de aminoacidos en el polvo, en base a la asparagina.

La Figura 3.10 muestra la curva de calibracion realizada para determinar el valor de dicho parametro, el

cual se corresponde con la pendiente de dicha curva dividida por la masa molar de la asparagina.

0.9 1 /'
0,8
0,7 4
82 1 y = 1223,3x - 0,0059
9 2 _
04 R?=0,9971
0,3 1
0,2 4
0,1
0 T T T T T T T 1
0  0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,0007 0,0008

Concentracion (Mol/L)

Absorbancia

Figura 3.10. Curva de calibracion realizada para determinar la absortividad especifica de
la asparagina.

Con el valor de absortividad obtenido se realizd el procedimiento de calculo correspondiente, teniendo en
cuenta las diluciones realizadas, y esto permitié proponer la ecuacion que permite calcular el contenido (%)
de aminoacidos, calculado en base a asparagina, presente en el polvo evaluado y que aparece descrita en

el epigrafe 2.3.3.
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Una vez que el método fue puesto a punto se procedié a su validacion para lo cual se usé la metodologia
descrita por las normas ICH, 1996, las cuales sugieren la evaluacion de los parametros linealidad,
precision, exactitud, especificidad y sensibilidad.

3.2.3.2. Validacion de la técnica colorimétrica

v' Linealidad

La Figura 3.11 muestra la curva de calibracién obtenida al evaluar el pardametro linealidad en la técnica
espectrofotométrica usada para la determinacion de los aminoécidos en el polvo, en base a asparagina.
Los criterios estadisticos utilizados para evaluar el parametro aparecen en la Tabla C.6 (Anexo C). Si se
comparan los valores obtenidos en cada parametro con los criterios establecidos por las normas ICH, 1996,
se puede afirmar que en todos los casos se encuentran dentro rango especificado. La ecuacion de la recta
obtenida fue Abs= 0,0093 Conc - 0,0127 con un coeficiente de correlacion de 0,99, un coeficiente de
variacion de los factores respuesta 3,970 (inferior al 5%) y una desviacion Standard de la pendiente, 0,032,
que es menor que el 2%. La fiabilidad de la ecuacion se evalud, ademas, a través del error tipico cuyo valor
es muy inferior a la desviacion Standard de la variable Y. Con vistas a corroborar los resultados anteriores
se realizd un analisis de varianza en el cual se obtuvo un valor de 4033 (F mucho mayor que el F critico),
estadisticamente significativo. Sin embargo el valor del coeficiente de calidad es muy inferior a 2,5 (9,33 E-

07) por lo que se puede plantear que el método es lineal en el rango de concentracién evaluado.

Curva de calibracién para evaluar linealidad
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Figura 3.11. Curva de calibracion para la determinacién de aminoacidos por espectrofotometria
UV-VIS.
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v Precision
Este parametro incluye los términos repetibilidad y precisién intermedia. Para el primer caso la técnica se
repitid sin alterar las condiciones, mientras que en el segundo la técnica se desarrollé por diferentes
analistas y en diferentes dias.
La Tabla C.7 (Anexo C), muestra los resultados estadisticos obtenidos al evaluar ambos pardmetros. El
coeficiente de variacion obtenido para la repetibilidad (1,44%) resulté ser menor que el establecido para
este ensayo cuando es realizado a materias primas farmacéuticas (1,5%) lo que indica que la técnica
posee buena repetibilidad. Por su parte en la precision intermedia se obtuvo también un coeficiente de
variacion (2,10%) inferior al establecido (3%), ademas, en este parametro se evaluaron otros pardmetros
estadisticos que garantizan la veracidad de los resultados y cuyos estadigrafos aparecen también
reflejados en la misma tabla.
El anélisis de varianza realizado muestra que no hay diferencias significativas entre los grupos al obtenerse
en la prueba Fischer una Fca < Feritea,. ESto es ratificado por el Test de Cochrans (Ccal.=0,57) en el cual se
obtuvo una Ceal < Cciiica. Finalmente el Coeficiente de variacién entre los grupos (CV(%) = 0,94) resultd ser
menor que el valor obtenido para el coeficiente de variacion de Horwitz (4,52) ratificando con esto la
veracidad del resto de las pruebas.
Los resultados obtenidos en ambos parametros permiten asegurar que la técnica espectrofotométrica para
la determinacién de aminoacidos, en base asparagina, en el polvo de Cucurbita moschata Duch es
“‘precisa”.

v’ Exactitud
Las concentraciones afiadidas del patrén asparagina y las recuperaciones obtenidas se recogen en la Tabla
C.8 (Anexo C). El porcentaje de recuperacion promedio fue de 100,68+ 1,81%. El recobrado medio de los
tres niveles de concentracidn es calculado y es realizado una prueba t-Student en la cual se obtuvo como
resultados una teaic.< terit. corroborandose que el porciento de recobro obtenido no es significativamente
diferente de 100%.
Los resultados anteriores se ratificaron con la curva de recuperacion, Figura 3.12, el valor de la pendiente se
corresponde con la recuperacion y posee coincidencia con el valor de recobrado promedio anteriormente
calculado.
Estos valores demuestran una elevada exactitud en las determinaciones de aminoacidos, en base

asparagina, con el procedimiento utilizado.
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Curva de recuperacion de la técnica UV-VIS
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Figura 3.12. Curva de recuperacion para el patron asparagina en la técnica UV-VIS.

v’ Especificidad
La especificidad se evalu6 a través de un estudio de interferencias, usando la Cromatografia en Capa
Delgada (CCD) como técnica auxiliar. Se valoro el comportamiento en la absorcion de los patrones de
aminoacidos, detectados en la muestra, en la zona del espectro donde se realiza la determinacién (Figura
3.10). De los 12 aminoéacidos valorados por CCD con posibilidades de estar presentes en la muestra solo 5
presentan maximos de absorcidn en la zona de interés del espectro, el resto forma el complejo RP y por
tanto presentan su maximo en el rango de 500-600nm, constituyendo, por tanto estos 5 amino&cidos los
de mayor interés (Lisina, prolina, hidroxiprolina, Cucurbitina y asparagina). Como se observa en la Tabla
3.4 todos presentan absorcién en la zona evaluada (300-400nm) aunque solo hay coincidencia de la
longitud de onda maxima para la asparagina y la Cucurbitina; la hidroxiprolina y la prolina poseen su Apax.
a 350nm, mientras que la lisina posee una banda muy ancha entre 320 y 340 siendo dificil en este rango
determinar el valor exacto de la Ansx de este aminoacido. Este hecho experimental demuestra la
especificidad del método de cuantificacion si se tiene en consideracion que la técnica esta dirigida a la
determinacion la cantidad total de aminoacidos, que reaccionan de forma similar a la Cucurbitina con la
ninhidrina, en base a uno de ellos, la asparagina.

v' Sensibilidad. Limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC).
Los resultados del LD y LC se recogen también en la Tabla C.9 (Anexo C). Como limite de deteccion se
obtuvo 3,5ppm y como Limite de Cuantificacion 10,85ppm, valores que se encuentran por debajo del valor
mas bajo de concentracion evaluado en la técnica.
Con los resultados obtenidos en los cinco parametros de validacion se puede afirmar que la técnica

espectrofotométrica evaluada para la determinacidn total de aminoacidos, en base a asparagina, es fiable.
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Una vez validada la técnica se aplicd en la determinacion del porciento de aminoacidos en 10 muestras del
polvo Il, obteniéndose que el mismo posee un valor promedio de 0.78% de aminoacidos calculado en base a
asparagina. La aplicacion del método de Bowker permitio calcular el limite inferior de especificacion para este
ensayo el cual resulté ser de 0.69% de aminoacidos, estos resultados aparecen reflejados en la Tabla C.10
(Anexo C). El establecimiento de dicho limite se realizaré aplicando la técnica en 10 lotes del producto,
cuando sea obtenido a escala industrial.
3.2.4. Descripcion y aplicacion de los ensayos de control de calidad del polvo de Cucurbita moschata
Duch. Comparacion con el polvo que se comercializa en Cuba
Una vez seleccionados los ensayos cualitativos que formarian parte de la identificacion de los componentes
del polvo, se establecieron los limites de especificacion de los ensayos especificos y se valido la técnica
espectrofotométrica, como ensayo cuantitativo, se procedié a redactar la monografia de control de la
calidad el polvo obtenido a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch, la cual se estructuré
siguiendo la metodologia descrita por las farmacopeas vigentes. Dicha monografia aparece en el Anexo D.
La monografia propuesta se aplicé al control de la calidad de tres lotes del polvo que se comercializa
actualmente en Cuba, por los laboratorios de fitofarmacos, obtenido por el método | (polvo 1) y tres lotes del
polvo evaluado, obtenido por el método Il (Polvo Il), los resultados promedios aparecen descritos en la
Tabla 3.5 (Datos tomados de la Tabla E.1 (Anexo E)).

Tabla 3.5. Resultados promedios obtenidos en el Control de calidad del polvo aplicando los ensayos de
control de calidad evaluados en el trabajo.

Ensayos de identificacion Ensayos especificos Ensayo cuanti
MUESTRA | Macroy Reaccion | Reaccion ccD Pérdida por| Cenizas | Cenizas (% de aa)
Micro Ninhidrina | Foling desecacion| totales [insolubles
(%) (%) (%)

Polvo | Cumple ++t ++ 5 6,260.01 5,45+0,2 2,39+0,2 | 0,41+ 0,0007
manchas

Polvo Il Cumple +H++ +HH+ 5 6,33+0,01 558+0,1 | 2,66+0,2 | 0,79 +0,0200
manchas

Los resultados muestran de forma general una gran similitud en los ensayos de identificacion, ambos
polvos responden positivamente a estos ensayos, sin embargo muestran algunas diferencias en los
ensayos cuantitativos realizados. Con vistas a precisar estas diferencias se realiz6 una comparacion
estadistica usando el estadigrafo t de Student del paquete Statgraphics, version 4.1, 1999 y los resultados
aparecen descritos en la Tabla E.1 (Anexo E). Los valores de probabilidad obtenidos en los ensayos
especificos, cenizas totales, pérdida por desecacion y las cenizas insolubles muestran que no existen

diferencias significativas entre los polvos, resultados que se consideran logicos si se tiene en cuenta que la
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presencia 0 no de aceite presente en dichos polvos no debe producir variaciones en la humedad ni en el
contenido de impurezas inorganicas de los mismos. Sin embargo, el contenido de amino&cidos muestran la
existencia de diferencias significativas entre los dos polvos, este comportamiento esta relacionado con la
variacion en la composicion de ambos polvos dado fundamentalmente por el contenido de aceite presente
en el polvo I. El desgrase realizado como parte de la obtencién del polvo Il permite la eliminacion de
sustancias de naturaleza apolar y por consiguiente se logra elevar la concentracion de los componentes
solubles en solventes polares, entre los cuales estan los aminoacidos.
Como se observa en la tabla el contenido de aminoacido total del polvo Il es mucho mayor, con respecto al
polvo |, aspecto muy importante si se tiene en cuenta que estos metabolitos son los responsables de la
accion antihelmintica y mas aun si se considera que esta determinacion esta dirigida, al grupo de
aminoacidos que como la Cucurbitita no forman el complejo RP.
3.3. Estudios analiticos para la determinacion cuantitativa de la Cucurbitina en los estudios de

estabilidad
Teniendo en cuenta, que la Cucurbitina, metabolito responsable de la accion antihelmintica, no se
comercializa fue necesario realizar su aislamiento y evaluacidn previos a su utilizacion como patrén analitico,
para lo cual se aplicd la metodologia descrita por Renimel 1, 1998, Patente WO 92/15563. Como segundo
paso se validdé la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para la determinacion cuantitativa de la
Cucurbitina en el polvo, con el objetivo utilizar esta técnica en los estudios de estabilidad del mismo.
3.3.1. Aislamiento y evaluacion de la Cucurbitina para su uso como patrén analitico en los estudios

de estabilidad

Aislamiento
El aislamiento de la Cucurbitina incluyé un proceso extractivo en medio acido, teniendo en cuenta las
caracteristicas basicas de este aminoacido y un posterior tratamiento con resina intercambiadora Amberlite
IR-120. EI producto obtenido se purifico a través de una metodologia descrita en la mismo trabajo
(Patente). El rendimiento en peso obtenido, después de la purificacién del producto, resulté ser de 0,38%
de Cucurbitina, siendo este valor la media de 10 determinaciones.
Evaluacién
En la evaluacion de la cucurbitina aislada se obtuvieron los siguientes resultados:

v Punto de Descomposicion. Se obtuvo un punto de descomposiciéon de 286,5°C. este valor se

corresponde con lo reportado por Duez P, 1988 y Schenkel F, 1992, y que se ratifico mas tarde por
Renimel |, 1998.
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v Cromatografica en Capa Delgada (CCD): Se evidenci6 una sola mancha, color café, con un valor
de Rf =0,23, utilizando como Soporte la Silicagel GF, como Fase Mavil Metanol: Cloroformo:
Amoniaco 25% y Acido Acético (80:10:8.5:1.5) y como revelador una solucién de ninhidrina al
0,5%. Estos resultados coinciden con los reportados por Duez P, 1988 y Schenkel F, 1992, en
cuyos trabajos se determina la Cucurbitina obtenida por sintesis quimica con una posterior
caracterizacion espectroscopica.

v Espectro Ultravioleta: Se realizd en una mezcla Metanol: Agua (1:1), Figura 3.13, reporta un
maximo de absorcién aproximadamente a 200nm, lo cual evidencia la baja absorciéon que
caracteriza a estos compuestos vy justifica la necesidad de su previa derivatizacién para usar esta

técnica en su determinacion cuantitativa.

Espectro UV de la Cucurbitina

valores de Absorbancia

230
Longitud de Onda (nm)

Figura 3.13. Espectro UV de la Cucurbitina en una mezcla Metanol: Agua (1:1).

v' Espectro IR, desarrollado en tabletas de KBr (Figura 3.14), reporta las siguientes bandas: IR
(KBR) u: vn-H) 3285-3060, v (0-1)3200-2500, v(c=0)1725-1710, 1388, v(c.0)1400, d5n-+)1602, v(c-
N)1258, v(cn)1087 cm, las cuales se corresponden a los grupos funcionales presentes en la
Cucurbitina.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de la cucurbitina ofrecen resultados alentadores, sin

embargo no pueden considerarse definitivos, requiriéndose para ello de la complementacion de los

espectros RMN y Masa. Por tal motivo, el producto obtenido sera considerado como patrén de trabajo

hasta tanto se complete su caracterizacion.
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Figura 3.14. Espectro IR de la Cucurbitina en KBr.

v Determinacion de la pureza de la Cucurbitina: Ante la carencia de un patron analitico fue
necesario determinar la pureza del producto aislado usando una técnica tradicional volumétrica.
Para su seleccion se tuvo en cuenta la presencia en la estructura de la Cucurbitina de los grupos
basicos (dos grupos amino) que brindan al compuesto caracteristicas basicas y por ende la
posibilidad de realizar la volumetria de neutralizacion. La técnica seleccionada se corresponde con
la técnica cuantitativa descrita en las farmacopeas oficiales para aminoécidos con caracteristicas
similares a la Cucurbitina.

La Figura 3.15 muestra el comportamiento lineal de la técnica (con un valor de r=0,9945), lo cual es

corroborado a través de los resultados obtenidos en el procesamiento estadistico realizado, cuyos

datos aparecen en la Tabla F.1 (Anexo F) Por su parte también se demostré la precision de la técnica

a través de los ensayos de repetibilidad y precision intermedia aportando resultados satisfactorios que

aparecen en la Tabla F.2 (Anexo F). Es importante sefialar que las técnicas volumétricas muestran de

forma general baja especificidad, por lo que en este caso la necesidad de usarla obliga a combinarla
con técnicas cromatograficas como es el caso de la Cromatografia en Capa Delgada que mostrara la
no existencia de manchas adicionales como muestra de pureza considerando que el revelador

empleado es capaz de reaccionar con un gran numero de compuestos afines.
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Curva de calibracion para evaluar linealidad
Vol= 3,63Conc.+ 0,31
R? = 0,9892

—

Volumen consumido (mL)

15 2 25 3 35 4 45 5

Concentracion (mg/mL)

Figura 3.15. Curva de calibracion para evaluar la linealidad en la Técnica
Volumétrica, utilizada para calcular la pureza de la Cucurbitina

Una vez comprobado que la técnica respondia adecuadamente se aplico la misma para determinar la
pureza de la Cucurbitina aislada, se realizaron cinco réplicas y se obtuvo valor promedio de pureza del
98.26%. Teniendo en cuenta la metodologia engorrosa usada para el aislamiento, asi como las bajas
concentraciones en que se encuentra el producto en el material vegetal se considera adecuado el valor
obtenido y se recomienda el uso del producto como patrén de analisis, fundamentalmente en los estudios
de estabilidad del polvo.
3.3.2. Validacion de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para la determinacion
cuantitativa de la Cucurbitina
Para la definicion de las condiciones cromatograficas para la técnica de HPLC se tomaron en cuenta los
estudios publicados en multiples trabajos cientificos, tales como, Calull R. y col., 1990; Senden M. y col.,
1992; Gonzalez MJ. Y col., 1997, sobre la determinacion de aminoacidos presentes en productos
vegetales,siendo de gran importancia los trabajos realizados por Jones D, 2002 y Moulin M, 2002 quienes
sugieren el uso de la fase reversa y la reaccién de ninhidrina como agente derivatizante en la
determinacion de aminoacidos libres en productos vegetales.
De los agentes derivatizantes méas utilizado en la determinaciéon de aminoacidos se escogioé la ninhidrina
por dos razones fundamentales; por una parte es una reaccion muy sencilla, posible de desarrollar bajo
condiciones experimentales normales, con baja toxicidad, lo cual es ventajoso si se compara con la
derivatizaciéon usando agentes tales como el Fenilisotiocianato (PIT), el oftaldehido o los mercapto-

derivados que requieren de condiciones especiales para el desarrollo de la reaccion.
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Por ofra parte, se tuvo en cuenta que esta reaccién a pesar de ofrecer evidencia experimental en la
mayoria de los aminoacidos posee particularidades en el cromdéforo obtenido, lo que puede ser observado
en la Figura G.1 (Anexo G), mostrando diferencias en la coloracion y por ende en la absorcion en un
pequefo grupo de aminoacidos entre los cuales se encuentran los aminoacidos pirrolidinicos que incluyen
a la Cucurbitina.

Como fase mdvil se estudiaron combinaciones de Acetonitrilo: agua hasta determinar que los mejores
resultados eran obtenidos con la combinacién 30:70.

Teniendo en cuenta que el desarrollo de la técnica incluye el uso de la ninhidrina y que en el desarrollo de
una reaccién colorimétrica el reactivo responsable de la coloracion debe estar en exceso, lo que implica
mantenerlo en la muestra a procesar, fue necesario conocer la respuesta que ofrecia la técnica para la
ninhidrina bajo las condiciones seleccionadas. La Figura 3.16 muestra el cromatograma obtenido para la

ninhidrina y para el patron de Cucurbitina.

L L i

A: Cucurbifina 'deri\./atiz-ada con NinHidriha B: Ninhidrina

Figura 3.16. Cromatogramas obtenidos para el patrén Cucurbitina (A) y la ninhidrina (B); utilizando como
Fase estacionaria: Gel de silice octadecilsililado (C1s) para cromatografia (5 um), como Fase
movil: Acetonitrilo, Agua (30: 70 V/V) y una deteccion espectrofotometrica a 320 nm.

Como se observa el patrén de Cucurbitina muestra dos picos con tiempos de retencion (tr)= 2.20 y tr= 5,34,
si se observa el cromatograma de la ninhidrina se puede deducir que el segundo pico corresponde a la
ninhidrina, cuyo patréon posee un tiempo de retencion de 5,35 minutos. La buena resolucién del
cromatograma con una separacién adecuada de ambos picos posibilita asegurar que las condiciones
sugeridas pueden ser usadas para someter la técnica al proceso de validacion que aparece descrito a

continuacion.
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Linealidad

La Figura 3.17 muestra la curva de calibracion obtenida al evaluar el pardmetro linealidad en la técnica
cromatogréafica usada para la determinacion de Cucurbitina en el polvo. Los criterios estadisticos utilizados
para evaluar el parametro aparecen en la Tabla H.1 (Anexo H). Si se comparan los valores obtenidos en
cada parametro con los criterios establecidos por las normas ICH, 1996, se puede afirmar que en todos los
casos se encuentran dentro del rango especificado. La ecuacién de la recta obtenida Abs= 7,817Conc -
31,5 con un coeficiente de correlacion 0,998 (superior a 0,99) y un coeficiente de variacion de los factores
respuesta de 5,02%. La fiabilidad de la ecuacién se evalud, ademas, a través del error tipico cuyo valor es
muy inferior a la desviacién Standard de la variable Y, a través de la desviacion standard de la pendiente
que es menor que es de 0,37 y de los limites del término independiente que incluyen al cero. Finalmente el
andlisis de varianza de la regresién, realizado para evaluar el parametro aporta un valor de F
estadisticamente significativo al obtenerse una Fcaic. > Ferit, €ste resultado pudiera invalidar el método si no
se hubiera obtenido un Coeficiente de Calidad 9,34 E-07 (inferior a 2,5%) lo que nos indica, junto al resto
de los pardmetros evaluados que la técnica cumple con los requisitos establecidos para el ensayo de

linealidad en el rango de concentraciones estudiado; es decir, el método es “lineal”.

Curva de calibracion para evaluar linealidad

100 120 140

Concentracién (pg/mL) Area= 7,8173Conc - 31,5
R?=0,9967

Figura 3.17. Curva de calibracion para la determinacién de Cucurbitina por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién.

Precision: Este pardmetro incluye los términos repetibilidad y precision intermedia. Para el primer caso la
técnica se repitid sin alterar las condiciones, mientras que en el segundo la técnica se desarrolld por

diferentes analistas y en diferentes dias.
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La Tabla H.2 (Anexo H) muestra los resultados estadisticos obtenidos al evaluar ambos parametros. El
coeficiente de variacion obtenido para la repetibilidad resultd ser (0,84%), menor que el establecido para
este ensayo cuando es realizado a materias primas farmacéuticas (1,5%) lo que indica que la técnica
posee buena repetibilidad. Por su parte en la precision intermedia se obtuvo también un coeficiente de
variacion (CV=0,91), inferior al establecido (3%). Ademas en este parametro se evaluaron otros pardmetros
estadisticos que garantizan la veracidad de los resultados y cuyos estadigrafos aparecen también
reflejados en la misma tabla. En el Test de Cochrans se obtuvo una C= 0,33, siendo la Cca < Ceritica ,
mientras que los resultados obtenidos en el analisis de varianza corroboran lo anterior al mostrar la prueba
de Fischer la no existencia de diferencias significativas para los valores obtenidos con una Fea < Feritica,
Finalmente se calcul6 el coeficiente de variacién de Horwitz (1,52) cuyo valor permite asegurar que el
método es preciso pues resultd ser superior al coeficiente de variacion entre los dias. Los resultados
obtenidos en ambos parametros permiten asegurar que la técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) para la determinacion Cucurbitina en el polvo de Cucurbita moschata Duch es
“‘precisa”.

Especificidad

La especificidad se evaluo a través de un estudio de interferencias, usando los resultados obtenidos en la
Cromatografia en Capa Delgada (CCD) y en la Espectrofotometria UV-VIS como técnicas auxiliares,
teniendo en consideracion que la HPLC usa la absorcidn como deteccion se valoro el comportamiento en la
absorcion de los patrones de aminoacidos, detectados en la muestra, en la zona del espectro donde se
realiza la determinacion (320nm). De los 12 aminoacidos valorados por CCD con posibilidades de estar
presentes en la muestra solo 5 presentan maximos de absorcion en la zona de interés del espectro, el resto
forma el complejo RP y por tanto presentan su méximo en el rango de 500-600nm. Estos aminoacidos son
prolina, hidroxiprolina, Cucurbitina, lisina y asparagina. La Figura 3.18 presenta los cromatogramas
obtenidos para cada patron de estos aminoacidos, sefialando los tiempos de retencién de los principales

picos. Se visualiza en todos los cromatogramas picos bien definidos pero a diferentes tiempos de retencién.
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Figura 3.18. Cromatogramas obtenidos para la Cucurbitina y aminoacidos que pueden constituir
interferencias por HPLC, utilizando como Fase estacionaria: Gel de silice octadecilsililado
(C+g) para cromatografia (5 um), como Fase movil: Acetonitrilo, Agua (30: 70 V/V) y una
deteccion espectrofotométrica a 320 nm.

Si se observa la Figura 3.19, que representa el cromatograma obtenido para la muestra problema y se

comparan los picos obtenidos en el mismo, con los cromatogramas de los patrones se puede afirmar la
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aparicion del pico correspondiente a la Cucurbitina al menor tiempo de retencion y el pico de la ninhidrina
que aparece a 5,35 min., el resto de los picos, aunque no hay seguridad total en su asignacion, se puede
inferir que los picos que aparecen entre los tres y los cuatro minutos estén relacionados con la presencia de
asparagina o lisina. Es importante destacar que las concentraciones de estos metabolitos en el polvo son
muy bajas y por tanto la aparicion o no de ellos en el cromatograma de la muestra depende de que el
tratamiento previo permita extraerlos en una concentraciéon adecuada para su determinacion, con las
condiciones cromatograficas evaluadas. Estas valoraciones permiten afirmar que, bajo estas condiciones,
la técnica posibilita determinar la Cucurbitina en presencia del resto de los aminoacidos presentes en el

polvo. Este hecho experimental demuestra la especificidad del método.

R e

oL

:}! 116

Tiempos de retencion Areas
2,21 425
3,34 49,80
3,67 197
5,35 324

Figura 3.19. A: Cromatogramas obtenidos para la muestra, utilizando la técnica HPLC (Fase estacionaria:
Gel de silice octadecilsililado (C1s) para cromatografia (5 pm), Fase movil: Acetonitrilo, Agua
(30: 70 V/IV) y una deteccion espectrofotométrica a 320 nm).

Sensibilidad. Limite de deteccion (LD) y de cuantificacién (LC).

Los resultados del LD y LC se recogen en la Tabla H.3 (Anexo H). Como limite de deteccidn se obtuvo
4,98ppm y como Limite de Cuantificacién 15.08ppm, valores que se encuentran por debajo del valor mas
bajo de concentracion evaluado en la técnica.

Después de comprobar que la técnica cromatografica evaluada para determinar el contenido de Cucurbitina
en el polvo, cumple con los parédmetros Linealidad, Precision, Especificidad y Sensibilidad con resultados
muy satisfactorios en todos los casos, se decidid no evaluar el parametro exactitud teniendo en cuenta que

las normas ICH, 1996 sugieren que se puede inferir que la técnica es exacta cuando han sido evaluados los
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cuatro parametros restantes, con resultados satisfactorios. Todos los resultados anteriores avalan la técnica

para ser usada con el objetivo propuesto.

3.4. Ensayos fisico-quimicos realizados para los estudios de preformulacion del polvo obtenido a
partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch, por el método II, para su uso como ingrediente
activo en formas farmacéuticas solidas

El polvo de Cucurbita moschata Duch, obtenido por el método Il, constituye un nuevo ingrediente activo por

lo que debe ser caracterizado desde el punto de vista fisico-quimico y tecnoldgico, de forma tal que la

informacién obtenida, sirva de base para el desarrollo de una formulacién, administrada por via oral,
estable y con caracteristicas adecuadas.

3.4.1. Medicion de la distribucién de tamaiio de particula

La Figura 3.20 (Datos tomados de la Tabla 1.1(Anexo 1) muestra los resultados obtenidos en la tamizacion

realizada para determinar la distribucidn del tamafio de particula en el polvo, los valores son el promedio de

10 determinaciones. Como se observa hay una tendencia a la distribucion normal, lo que se ratificd

estadisticamente con el Test de Kolmogorov-Smirnov, del paquete estadistico SPSS, cuyo estadigrafo K-S

Z (Z= 1,319) y la probabilidad asociada (P=0,062) aceptan la hipdtesis nula es decir se afirma que la

distribucion es normal, al cumplirse que la P>0,05. Estos resultados se corresponden con las exigencias

para ser utilizado este producto como materia prima en una forma farmacéutica sélida. Al realizar el calculo

del diametro medio de las particulas se obtuvo un valor de 0,212 mm.

Distribucion de tamaiio de particulas del polvo
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Figura 3.20. Distribucion del tamafio de particula en el polvo.

3.4.2. Determinacion de la humedad residual del polvo
Los resultados obtenidos para la humedad residual del polvo aparecen en la Tabla 3.6, el promedio, 6,33 +

0,101, se encuentra dentro del limite maximo calculado en el presente trabajo para el parametro pérdida por
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desecacion (no mayor que 7). Si se compara el resultado obtenido con valores de pérdida por desecacion
reportados por la Farmacopea Europea, 2005, para polvos, obtenidos de diferentes partes de plantas
medicinales (Tabla 1.2 (Anexo 1)) se puede afirmar que el valor obtenido para el polvo en estudio se
encuentra en un rango aceptable para este parametro. Sin embargo si se tiene en cuenta que el polvo sera
utilizado como ingrediente activo en una forma farmacéutica solida y dentro de las exigencias que se deben
cumplir para ello esta el tener valores bajos de humedad residual es importante considerar este aspecto
dentro de los que deben ser resueltos durante el proceso de formulacion.

Tabla 3.6: Determinaciones de humedad residual del polvo

%Humedad X SD cv

6,55 | 6,35 | 6,36 | 6,45 | 6,22 | 6,28 | 6,34 | 6,25 | 6,26 | 6,27 | 6,33 0,10 1,61

X: Media de 10 determinaciones; SD: Desviacion Standard; CV: Coeficiente de variacion

3.4.3. Estudios de Higroscopicidad

Uno de los aspectos que condiciona, en buena medida, el manejo de los productos utilizados en la
elaboracion de formas farmacéuticas solidas, es el referido a sus interacciones con la humedad ambiental,
teniendo en cuenta lo anterior y los valores de humedad residual propios de los polvos obtenidos a partir de
plantas medicinales, los estudios de higroscopicidad se realizaron aplicando las dos metodologias
sugeridos por Steele G, 2004. La primera metodologia es reportada por la Guia Técnica de la Farmacopea
Europea, 1999, usa el Método estatico (259C y 80% HR por 24 horas) y clasifica la higroscopicidad en
Ligeramente higroscépico, higroscdpico, muy higroscépico y delicuescente; mientras que la segunda
metodologia es la reportada por Callagan JC, 1982, que también clasifica el grado de higroscopicidad en
cuatro clases pero cambia las condiciones de humedad relativa para cada clase. (Ambas clasificaciones
aparecen en el epigrafe 2.6.2).

Los resultados obtenidos por el método estatico aparecen en la Tabla 3.7, como se observa, al colocar el
polvo a las condiciones establecidas para esta metodologia, 80% de humedad relativa y temperatura 25 C,
hubo un incremento de masa menor del 2% lo que clasifica el polvo como ligeramente higroscopico.

Tabla 3.7. Resultados promedios obtenidos en el estudio de higroscopicidad por el método estatico

Peso muestra 24 horas [ty Porciento Media VST
en peso Standard
1,3280 1,3507 0,0227 1,70
1,4659 1,4898 0,0239 1,63 1,60 0,11
1,4523 1,4739 0,0216 1,48
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Por su parte el andlisis de la higroscopicidad realizado por el método de Callagan JC, 1982, cuyos
resultados aparecen en el epigrafe 2.6.2, y se reflejan en la Figura 3.21 ratifica el resultado obtenido por el
método estatico; el aumento del contenido en la humedad de equilibrio (CHE) por debajo de 90 y de 80 %
de humedad relativa indica que la sustancia muestra higroscopicidad, siendo esta moderada al obtenerse
valores de este parametro menores del 5% cuando la muestra se almacend, por una semana a Humedades
relativas por debajo de 60%, ademas no se observd incremento del CHE en el rango comprendido entre 40
y 50%.

Por lo tanto queda demostrado que el polvo evaluado se presenta como una sustancia ligeramente
higroscopica, aspecto que debe terse presente en su almacenamiento. El estudio permite sugerir que el
polvo debe ser almacenado por debajo del 70% de humedad relativa, lo que podria lograrse en una
habitacion climatizada o ambiente controlado, ademas, unido a la humedad residual presente en el mismo,
la ligera higroscopicidad del polvo debe tenerse presente para la seleccion de sustancias auxiliares en la
formulacion, se sugiere el empleo en las formulaciones de agentes desecantes, mientras que en la
seleccion del envase se sugiere frascos con cierre hermético con pocas posibilidades de intercambio con la
atmosfera (vidrio, plastico de alta densidad, etc.) o el empleo en dichos frascos de desecantes, como silica
gel, por ejemplo en el fondo o en la tapa.

Evaluacién de la higroscopicidad

Contenido de
humedad de
equilibrio
(C.H.E,%)

8,5 18,8 37,1 47,2 58,3 70,4 80,5 88,8 93,9 97,5

Humedad Relativa (%)

Figura 3.21. Evaluacion de la Higroscopicidad, segun el método de Callagan.

3.4.4. Determinacion de la Fluidez del polvo
La evaluacion de las propiedades de flujo del polvo ha sido objeto de una atencion considerable en el
presente trabajo, teniendo en cuenta que los ingredientes activos derivados de las plantas medicinales

muestran, frecuentemente, pobre fluidez, Kleinebudde P. y col., 2004. Para la evaluacién de estas
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propiedades es posible emplear diferentes procedimientos que se caracterizan por suministrar, cada uno de
ellos, informacién parcial acerca del flujo; es decir, con la aplicacion de un Unico método no es posible
definir globalmente el comportamiento reolégico de un determinado producto, Gémez Amoza JL., 1997.
Para medir la fluidez del polvo obtenido se acudio al empleo de tres aproximaciones que, por presentar
distinto fundamento, deben aportar informacion complementaria al respecto. Es importante aclarar que las
medidas del flujo, empleando la técnica a través de un orificio, que permite determinar la velocidad de flujo
la velocidad de flujo y otros pardmetros angulares, no puede ser aplicado en este estudio pues esta técnica
solo es recomendable cuando el polvo fluye libremente, caracteristica que no posee el polvo evaluado,
Amidon G, 1999.

# Mediciones realizadas en el equipo Hosokawa: Los parametros medidos en el Hosokawa, Angulo de
Reposo y Espatula y la Compresibilidad, para el polvo aparecen en la Tabla 3.8, al analizar los valores
obtenidos, usando la Tabla de Carr, Angel K., 2003, se pueden realizar las siguientes valoraciones: El
angulo de reposo da una valoracion cualitativa de la cohesividad interna y los efectos de friccion, el valor
obtenido, superior a 400, muestra una pobre fluidez; por su parte el angulo de espatula reitera los criterios
de que existe una elevada friccion interna en el polvo y al igual que el angulo de reposo su valor es
indicativo de pobre fluidez. La compresibilidad obtenida entre un 40 y 50% presenta al polvo como un
producto con dificultades para correr en la tolva, es decir con una fluidez muy pobre, Nagel K, 2003.

Tabla 3.8. Resultados de las propiedades de flujo determinado en el equipo Hosokawa PT-E
correspondientes al polvo.

Parametro Determinaciones X+SD Grado de Fluidez

Angulo de Reposo (°) 50.00 | 49.00 | 49,50 49,50 +0,50 Muy Malo

Angulo de Espatula () | 62,60 | 60,15 | 61,37 61,37 £1,22

Compresibilidad (%) 37,78 | 38,59 | 40.00 38,79 +1,12

X: Media de 3 determinaciones; SD: Desviacion Standard

# Determinacion del indice de Compresibilidad y de Hausner: Para el calculo de estos indices fue
necesario determinar previamente la Densidad Aparente (de vertido y de asentamiento) y la Densidad Real.
En la Tabla 3.9 se describen los resultados obtenidos al realizar las determinaciones de Densidad Aparente
y Real, se destacan los valores muy superiores de densidad real, aspecto, que da indicio de una alta
capacidad de empaquetamiento por parte del polvo debiéndose esperar que el mismo se comporte como

un solido que no fluya adecuadamente.
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Tabla 3.9. Medidas de Densidad aparente (de vertido y de asentamiento) y de Densidad real del

polvo.

Valores de Densidad Aparente de Vertido X SD 9
0,38 0,39 0,38 0,40 0,39 0,39 0,007 1,71
Valores de Densidad Aparente de Asentamiento X SD 9
0,5555 | 0,5434 | 0,5494 | 0,5376 | 0,5555 0,545 0,007 1,25
Valores Medios de Densidad Real X SD 9
1,3976 | 1,4502 | 1,5777 | 1,5805 | 1,3976 1,4502 1,88 1,88

indice de Compresibilidad de Carr=35% | Indice de Hausner (IH) = 1,38
X: Media de 10 determinaciones; SD: Desviacion Standard; CV: Coeficiente de variacion

Con los datos procedentes de las densidades aparente, de vertido y asentamiento, se determin el indice
de Compresibilidad de Carr, indicando el resultado obtenido de que el polvo posee deficientes propiedades
de flujo, al observar la tabla de clasificacion de las propiedades de flujo en funcién de los valores de
compresibilidad, propuesta por Carr R, 1965. Por su parte el indice de Hausner aporté valores superiores al
establecido para que el polvo tuviera fluidez, lo que reafirma el resultado anterior.

# Medidas de Fuerza de Cizalla

Los resultados obtenidos en los dos procedimientos descritos son ratificados por el valor de factor de flujo, -
3,97 - (Tabla 3.10) estimado a partir de medidas de cizallamiento, y que al ser menor que cuatro demuestra
que el polvo posee pobre fluidez y no es propicio para ser utilizado en la formulacion de una forma
farmacéutica solida, sin antes haber resuelto esta dificultad.

Tabla 3.10. Resultados obtenidos en los ensayos en célula de cizalla correspondientes al polvo.

Tension Normal Cohesion Fc Gi
Factor de Flujo
Maxima (g/cm?) (g/cm2) (g/cm?) (g/cm?)
2 4,99 18,73 54,53
4,57 17,69 56,22
6,60 26,72 102,59
35 3,97
6,65 26.93 102,56
50 10,34 40,89 143,07
9,78 39,64 147,36

En resumen, en este estudio se debe afrontar el desarrollo de formas farmacéuticas sélidas de un ingrediente
activo con evidentes deficiencias en sus propiedades de flujo, lo que constituye el principal problema a
solucionar durante el proceso de formulacion, coincidiendo asi con el comportamiento general que muestran

los ingredientes activos de origen natural. La literatura consultada sugiere varias alternativas para su
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solucion, entre las cuales se destaca la granulaciéon humeda, con solventes no acuosos (Diaz I, 1996); el uso
de excipientes (Lubricantes) para mejorar las propiedades de flujo del producto, tales como Didxido Silice
Coloidal y el Estearato de Magnesio (De Souza TP y col., 2001) y més recientemente se han realizado
estudios para el uso de la granulacion seca que muestras ventajas significativas al dar la posibilidad de
obtener formulaciones con altas dosis de estos ingredientes activos (Rocksloh K. y col., 1999; Von

Eggelkraut-Gottanka SG. Y col., 2002 y Soares LA. y col., 2005). Estas constituyen variantes que pudieran

ser valoradas en el polvo.
3.4.5. Estudios de compatibilidad
Con el fin de comprobar las interacciones entre el polvo y las posibles sustancias auxiliares que pudieran
ser utilizadas en la formulacion del mismo se realizaron estudios a través de la técnica de Calorimetria

Diferencial de Barrido (DSC). Para la seleccion de dichas sustancias auxiliares se tuvieron tres
consideraciones generales: (A) Las sustancias auxiliares mas utilizadas en la formulacion de formas
farmacéuticas sdlidas con ingredientes activos de origen vegetal, (B) Los problemas tecnoldgicos que
presenta el polvo (higroscopicidad, mala fluidez y la necesidad de incorporar grandes dosis de ingrediente
activo) y (C) La granulacion constituye la técnica mas usada para mejorar estos problemas tecnoldgicos.
De esta forma se selecciond el eudragit L, la celulosa microcristalina (AVICEL), la carboximetilcelulosa
sodica y la Lactosa, como los excipientes mas utilizados para facilitar la incorporacién de grandes dosis de
ingrediente activo y que pueden propiciar también mejoras en la higroscopicidad, mientras que el estearato
de magnesio y el talco, como los deslizantes mas utilizados para mejorar el flujo en los ingredientes activos
obtenidos de plantas medicinales (Diaz L. y col., 1997; Palma S. y col., 1999; Palma S. y col. 2002; De
Souza T. y col., 2000; De Souza T. y col., 2001 y Soares LA, 2005).

La Figura 3.22 muestra los termogramas correspondientes a las sustancias auxiliares seleccionadas, y que
la Figura 3.23 muestra los termogramas del polvo y de las mezclas fisicas creadas entre el polvo y dichas
sustancias. En todos los casos, el intervalo de temperatura analizado fue de 0-250 °C. Teniendo en cuenta
que el polvo es una mezcla de compuestos, el andlisis de estos resultados se reduce a la observacién de
posibles interacciones en los termogramas obtenidos que se reflejarian en variaciones en el
correspondiente al polvo cuando este esta solo con respecto al de las mezclas fisicas obtenidas con las
distintas sustancias seleccionadas; Estas alteraciones pueden ser ancho del pico, cambios significativos en
su posicion y aparicion o desaparicion de nuevos picos.

Los termogramas obtenidos para los excipientes muestran un comportamiento similar en cuanto a la forma

de los picos pero difieren significativamente en la ubicacién de los mismos por lo que se puede inferir que
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cada uno posee un comportamiento térmico particular que a su vez difiere del obtenido para la muestra.
Por su parte los deslizantes presentan termogramas con mayor nivel de especificidad en cuanto a posicion
e intensidad de los picos.

Por su parte los termogramas de las mezclas del polvo con los excipientes en estudio, a las diferentes
proporciones establecidas demostraron, que el polvo no presenta interacciones fisicas o quimicas con los
excipientes que se evaluaron. La Figura 3.26 muestra las curvas térmicas de algunas de las mezclas
binarias formadas entre el polvo y los excipientes en diferentes proporciones; en estos termogramas se
observa que las transiciones caracteristicas del polvo y la de los excipientes no presentan cambios
respecto a las transiciones detectadas en el estudio individual de cada sustancia. La transicion endotérmica
del polvo cercana a 160°C vy la falta de aparicion de nuevos picos en cada una de las mezclas confirman la

ausencia de incompatibilidad quimica entre el polvo y los excipientes estudiados
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Figura 3.22. Termogramas de DSC correspondientes a los excipientes evaluados, obtenidos en un
equipo Shimadzu DSC-50, con un intervalo de temperatura de 0-250°C, un tamafio de

muestra de 10 mg y una velocidad de barrido de 10°C /min.
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Figura 3.23. Registro de Calorimetria diferencial de barrido correspondiente al polvo y las mezclas del
polvo con los excipientes evaluados; obtenidos en un equipo Shimadzu DSC-50, con
intervalo de temperatura de 0-250°C, tamario de muestra de 10 mg y velocidad de barrido de
10°C /min.
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3.4.6. Estudios de estabilidad inicial

La estabilidad inicial del polvo se evalud usando como herramientas analiticas la Cromatografia en Capa
delgada y la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, técnicas validadas en los epigrafes 3.2.1y 3.4.2
respectivamente; la seleccion de estas técnicas se justifica por la posibilidad de identificar y cuantificar la
Cucurbitina presente en el polvo en presencia de otros aminoacidos y compuestos afines sin que estos
constituyan interferencias. El disefio del estudio, siguiendo la metodologia propuesta por Steele G., 2004,
incluyé realizar durante tres meses seis determinaciones, ademas de la inicial. Como resultado se obtuvo lo
siguiente:

La observacion de las caracteristicas organolépticas del polvo permiti6 comprobar que el mismo no sufrid
alteraciones visuales, mantuvo su color y apariencia con respecto a la muestra que no fue sometida a las
condiciones sefialadas. La Cromatografia en Capa Delgada permiti6 identificar la Cucurbitina en todas las
muestras, obteniéndose ademas, las cuatro manchas adicionales, caracteristicas del polvo. Los valores de
Rf obtenidos para cada mancha, aparecen en la Tabla 1.3 (Anexo 1). Al comparar los mismos se observa
una gran similitud entre los valores correspondientes a cada muestra con respecto a los resultados
obtenidos para la muestra inicial, lo que sugiere que los metabolitos de interés, aminoacidos, no sufren
alteraciones almacenados a las condiciones estudiadas.

Al aplicar la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, para determinar el contenido de Cucurbitina y su
posible cambio bajo las condiciones evaluadas, se obtuvieron resultados muy satisfactorios que aparecen
reflejados en la Figura 3.24, donde se puede observar que durante los tres meses que abarcé el estudio no
hay cambios significativos en el porciento de Cucurbitina, el cual se mantiene en el rango reportado por
André P, 1997, para semillas de Cucurbita spp (0,4 a 0,8% de Cucurbitina).

Estos resultados, aunque no son concluyentes, son satisfactorios al mostrar que el polvo es estable a las
condiciones estudiadas, que por su correspondencia con las condiciones climaticas de la zona geografica
donde se realiza el estudio (Normas ICH, 1996), permite proponer condiciones de almacenamiento y de
manipulacion del producto, con garantia de que mantendra su estabilidad en cuanto a los metabolitos
activos. En este caso no seria necesario protegerlo de la luz y su manipulacién a las condiciones ambientales

no afectaria su estabilidad, pudiéndose almacenar en habitaciones climatizadas con cierre hermético.
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Porcientos de Cucurbitina durante el estudio de estabilidad
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Figura 3.24. Comportamiento de la estabilidad del polvo, valorada por el porciento de Cucurbitina,
determinada por HPLC. (Datos tomados de la Tabla 3.34 (Anexo L))

3.5. Evaluacion preliminar de los subproductos obtenidos en el Método II.

3.5.1. Evaluacion fisico-quimica del aceite de las semillas de Cucurbita moschata Duch

Para realizar la evaluacion fisico-quimica del aceite se utilizaron los ensayos que refieren las farmacopeas,
Eur. Ph., 2005 y B.P., 2004, para el control de calidad de los aceites grasos vegetales, extraidos por
compresidn, en cada caso se determind el limite de especificacion del parametro o los limites de confianza
de la media segun corresponda.

El aceite graso, obtenido de las semillas de Cucurbita moschata Duch es obtenido por expresion en frio
posee como caracteristicas organolépticas fundamentales que es un liquido viscoso, traslicido, de color
amarillo oscuro, casi pardo. Muy soluble en éter de petroleo, poco soluble en alcohol e insoluble en agua.
Este aceite solidifica alrededor de —18 °C y tiene una densidad relativa de aproximadamente 0,916 (g/cm3).

A continuacién se presentan los resultados obtenidos al evaluar los ensayos que permitieron la
caracterizacion fisico - quimica del aceite:

La Tabla 3.11 muestra los resultados promedios y los intervalos de confianza obtenidos para los
parametros indice de refraccion, Rotacion éptica y Densidad (Datos tomados de la Tabla J.1 (Anexo J)).
Dichos valores son similares a los obtenidos por Younis Y. y col., 2000 para el aceite obtenido por método

extractivo en una variedad africana de Cucurbita Pepo L.
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Tabla 3.11. Resultados promedios obtenidos para los parametros fisico-quimicos del aceite.

Parametro X*SD Intervalo de Confianza de la media
Indice de refraccion 1,4677 £ 0,00025 1,46 - 1,47
Rotacidn optica (%) (+) 0,34 £ 0,01 0,30-0,38
Densidad (g/cm3) 0,91 £0,01 0,88-0,93

Por su parte los resultados obtenidos en el indice de saponificacion y los ensayos indice de Acidez (cifra
que expresa en mg la cantidad de hidréxido de potasio necesaria para la neutralizacion de los acidos libres
presentes en 1g de aceite), el indice de Peréxido (cifra que expresa, en miliequivalentes de oxigeno activo,
la cantidad de peréxido contenida en 1.000g de aceite) y el indice de saponificacion, aparecen en las

Tablas J.2 y J.3y J.4 (Anexo J), respectivamente.

Estos resultados se procesaron, utilizando el método de Bowker, para determinar el Limite superior de
especificacion correspondiente a cada ensayo, dichos valores se reflejan en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12 Valores promedios y limite superior de los indices de Acidez y de Peroxido del aceite.

Parametro X+SD LSE (Limite Superior)

indice de saponificacion (Is) 127,16 £ 0,3 128,23, (No superior a 129)
indice de Acidez (la) 767 +04 8,74 (No superiora 9)
indice de Peroxido (Ip) 1,85+ 0,4 2,86 (No superior a 3)

Finalmente se determind el comportamiento de la absorbancia del aceite, empleando como solvente
octano. Este parametro también es reportado como indice de calidad de los aceites grasos vegetales. La
Figura 3.25 muestra que el aceite presenta un maximo de absorcion a 236 nm, este valor no aparece
reportado en la literatura consultada, encontrandose solo el méaximo de absorcion obtenido para la variedad

Cucurbita Pepo L., en el mismo solvente, por Lankmayr E. y col., 2004, quienes obtuvieron una Amax=226.
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Espectro UV-VIS del aceite

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 3.25. Espectro UV-VIS del aceite obtenido de las semillas de Cucurbita moschata Duch

Para evaluar los resultados obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica del aceite se tuvieron en cuenta
los indices reportados en la Farmacopea Europea, para aceites virgenes obtenidos por compresion. Si se
comparan los valores obtenidos para el aceite con los descritos en la Tabla J.5 (Anexo J), para los aceites
virgenes de oliva, trigo, ricino y almendras, se observa que el indice de acidez y de perdxido, en nuestro
caso, son superiores a los reportados por la farmacopea para estos aceites, aspecto que debera ser
explicado cuando se determine cuantitativamente la composicion del aceite obtenido.

3.5.2. Analisis bromatolégico del subproducto sélido (testa y almendra) con vistas a su uso en la
alimentacién animal

El Anexo K muestra los resultados del andlisis bromatologico realizado al subproducto obtenido en el
método Il. De dichos resultados es significativo el porciento de proteina bruta presente, comparable con el
porciento presente en la soya, lo que justifica que este producto deba ser evaluado para su utilizacion en la

alimentacion animal.
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CONCLUSIONES
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Los procedimientos tecnoldgicos utilizados para la obtencion del polvo en el presente trabajo (Método II)
permiten desgrasar y decorticar la semilla, y obtener dos productos colaterales (aceite y testa) de interés
farmaceutico y en la alimentacion animal, respectivamente, lo que supera al método empleado actualmente

en los laboratorios de fitofarmacos del Pais (Método ).

! El Método Il es una alternativa mas recomendable que el Método I, por facilitar las operaciones de

pulverizacion y tamizado, lo que permite aumentar el porciento de polvo.

Al calcular la ganancia para cada método se obtuvo para el Método | un valor de -302,06 pesos. Y para el
Método Il un valor de 59,93 pesos, lo que muestra que en el Método | no existe ganancia, pues el costo de
la produccion es mayor que el valor de ésta.

Los estudios analiticos demostraron que la reaccion de Ninhidrina resulta adecuada para determinar los
aminoacidos en el polvo, selecciondndose como condiciones Optimas la temperatura de 60°C, calentado

durante 40 minutos y la lectura debe realizarse durante los primeros diez minutos.

Los ensayos cualitativos y cuantitativos evaluados cumplen con los parametros establecidos y permiten
establecer, por primera vez en Cuba, la monografia analitica para el control de la calidad del polvo como

ingrediente activo.

La Técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion validada resultd ser lineal, precisa, especifica y
sensible para determinar cuantitativamente la Cucurbitina en el polvo, lo que posibilité su aplicacién en los

estudios de estabilidad inicial del polvo.

Los estudios de preformulacion, realizados por primera vez, permitieron caracterizar el polvo obtenido como

un producto con ligera higroscopicidad, pobre fluidez, que es compatible con los excipientes evaluados.

El estudio de estabilidad inicial desarrollado aportd que el polvo es estable a las condiciones estudiadas y

sugiere su manipulacion en habitaciones climatizadas, sin proteccion de la luz

La evaluacion fisico-quimica preliminar del aceite y la testa, productos colaterales del desgrase y tamizado
de las semillas de Cucurhita moschata Duch, permitié disponer de una caracterizacion cualitativa de estos
productos, lo que unido a los resultados del analisis econémico, permite asegurar que es posible diversificar

la produccion, eliminar residuos llevandose a cabo un proceso limpio y econémicamente viable.
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RECOMENDACIONES

%l Modificar el método de obtencion del polvo de semillas de Cucurbita spp., propuesto en la Guia
Terapéutica Dispensarial de Fitofarmacos y Apifarmacos de Cuba, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en la aplicacion de los nuevos procedimientos evaluados en esta Tesis Doctoral.

%l Aplicar la monografia analitica propuesta en el presente trabajo para realizar el control de la calidad del

polvo de semillas de Cucurbita spp. como ingrediente activo.

% Concluir los estudios de preformulacion y tener presente los resultados de este trabajo, con énfasis en la
higroscopicidad y pobre fluidez del polvo, para la futura elaboracion de formas farmacéuticas con accién

antiparasitaria.

% Continuar los estudios de los productos colaterales, aceite y testa, de interés farmacéutico y para la

nutricion animal, respectivamente.
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ANEXO A: Obtencion del polvo.

Tabla A.1. Valores de porciento de polvo, obtenido utilizando los tamices del molino y los tamafios
de particulas seleccionados (Método ).

Tamiz (A) < 0.425 mm (B)>0.425 mm
% de Polvo (A) X+SD % de polvo(B) X+SD

29,9 72,4
27,8 72,2

15 28,2 28,96 + 1,11 73,6 72,82+1,37
’ 29,4 73,3
27,8 72,6
25,9 74,9
27,2 75,6

2,0 26,6 25,92 £ 0,59 74,8 75.03+1,37
25,3 76,4
24,6 74,8

A: Tamafio de particulas menores de 0.425 mm;

B: Tamario de particulas mayores de 0,425 mm;

X: Promedio del % de polvo obtenido, y

SD: Desviacion Standard

Tabla A.2. Valores de porciento de polvo, obtenido utilizando los tamices del molino y los tamafios de
particulas seleccionados (Método I).

Tamiz (A) < 0.425 mm (B)>0.425 mm
% de Polvo (A) X£SD % de Polvo(B) X£SD

36,9 33,9
37,2 35,2

1,5 38,2 37 2+ 0 57 34,6 34,72 £0.39
36,4 N 35,3
37,3 34,6
35,7 34,2

2,0 36,3 33,6
37,4 36.2 + 098 34,1 33,82 +042
35,1 33,4
36,5 33,8

A: Tamafio de particulas menores de 0.425 mm;
B: Tamario de particulas mayores de 0,425 mm;
X: Promedio del % de polvo obtenido, y

SD: Desviacion Standard
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ANEXO B: Ensayos especificos.

Tabla B.1 Resultados obtenidos al aplicar el método de Bowker para determinar el limite de especificacion
en el ensayo de pérdida por desecacion.

Pesafiltro vacio | Pesaf.+polvo | 2horas 4horas M2-M1(Final- Humedad residual
(9) () (9) (9) Inicial) (g) (%)
22.8413 23.8416 23.7796 23.7760 0.0656 6.56
22.2827 23.2855 23.2228 23.2218 0.0637 6.35
23.5954 24.5954 24.5328 24.5318 0.0636 6.36
23.3877 24.4106 24.3471 24.3446 0.066 6.45
23.3892 24.3898 24.3290 24.3275 0.0623 6.23
23.8225 24.8259 24.7653 24.7628 0.0631 6.29
23.1373 24.1381 24.0770 24.0746 0.0635 6.34
23.4125 24.4135 24.3535 24.3509 0.0626 6.25
23.0339 24.0499 23.9882 23.9862 0.0637 6.27
224313 23.4416 23.3803 23.3782 0.0634 6.28
21.9266 22.9264 22.866 22.864 0.0624 6.24
23.3153 24.3245 24.2637 24.2613 0.0632 6.26
22.6514 23.724 23.6600 23.6621 0.0619 6.14
22.8423 23.7447 23.6815 23.6808 0.0639 6.26
23.6247 24.6892 24.6251 24.6283 0.0609 6.09
23.4358 24.5111 24.4576 24.4491 0.0620 6.13
23.496 24.5576 24.4970 24.4934 0.0642 6.41
23.8136 24.8855 24.8298 24.8221 0.0634 6.30
231063 24.1950 24.1325 24.1309 0.0641 6.25
23.5823 24.656 24.5946 24.5935 0.0625 6.17
23.0056 24.0759 24.0148 24.0112 0.0647 6.41
22.4936 23.5575 23.4962 23.4957 0.0618 6.19
22.1635 23.3831 23.3287 23.3222 0.0609 6.08
23.2854 24.3831 24.3218 24.3207 0.0624 6.02
22.4569 23.5240 23.4636 23.4625 0.0615 6.11
Media (X) : 6,26 K=3,18 LSE (Limite superior)
a=0,96 LSE =X + KS
Desv.Standard(SD): 0,13 b = 6,58 LSE = 6.25+ 0,41
c=0,5 LSE = 6,66
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Tabla B.2. Resultados obtenidos al aplicar el método de Bowker para determinar el limite de
especificacion en el ensayo de Cenizas totales.

Pi (9) Pf (9) Pt (g) Pf-Pi(g) | (Pf-Pi)100 (%) (Pf-Pi)100/Pt
17,4870 17,5545 1,0007 0,0675 6,75 6,75
17,7270 17,7846 1,0000 0,0576 5,76 5,86
18,7239 18,7916 1,0005 0,0677 6,77 6,77
22,0314 22,0997 1,0001 0,0683 6,83 6,83
25,6408 25,7006 1,0004 0,0598 5,98 5,98
15,7205 15,7881 1,0000 0,0676 6,76 6,76
22,2423 22,3102 1,0004 0,0679 6,79 6,79
16,1753 16,2427 1,0002 0,0674 6,74 6,74
18,5600 18,6255 1,0001 0,0655 6,55 6,55
19,3458 19,41132 1,0005 0,06552 6,55 6,55
18,7564 18,8249 1,0004 0,0685 6,85 6,85
17,5020 17,5690 1,0004 0,0670 6,70 6,69
22,0500 22,1149 1,0007 0,0649 6,49 6,49
18,7256 18,7908 1,0000 0,0652 6,52 6,52
25,6256 25,6923 1,0001 0,0667 6,67 6,67
22,2923 22,3580 1,0005 0,0657 6,57 6,57
15,7045 15,7640 1,0008 0,0595 5,95 5,95
22,0892 22,1527 1,0000 0,0635 6,35 6,35
16,1798 16,2463 1,0005 0,0665 6,65 6,65
17,4947 17,5612 1,0002 0,0665 6,65 6,65
18,5280 18,5935 1,0000 0,0655 6,55 6,55
19,2987 19,3632 1,0003 0,0645 6,45 6,45
17,3967 17,4645 0,9987 0,0678 6,78 6,79
16,2876 16,3512 1,0006 0,0636 6,36 6,36
17,4870 17,5545 1,0007 0,0675 6,75 6,75

Media (X) : 6,54 K= 3,18 LSE (Limite superior)
a=0,97 LSE =X + KS

Desv.Standard(SD): 0,29 b=6,58 LSE = 6.54+ 0,92
€=0,51 LSE=7,46
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Tabla B.3. Resultados obtenidos al aplicar el método de Bowker para determinar el limite de
especificacion en el ensayo de Cenizas insolubles en Acido Clorhidrico.

Pi (9) Pf (9) Pt (9) Pf-Pi (g) | (Pf-Pi)100 (%) (Pf-Pi)100/Pt
17,4870 17,5073 1,0007 0,0203 2,03 2,03
17,7270 17,7472 1,0000 0,0202 2,02 2,02
18,7239 18,7477 1,0005 0,0238 2,38 2,38
22,0314 22,0484 1,0001 0,0170 1,70 1,69
15,7205 15,7358 1,0000 0,0153 1,53 1,53
22,2423 22,2664 1,0004 0,0241 2,41 2,41
16,1753 16,2027 1,0002 0,0274 2,74 2,74
16,6785 16,7019 1,0004 0,0234 2,34 2,34

9,6683 9,6875 1,0004 0,0192 1,92 1,92

9,1196 9,1454 1,0005 0,0258 2,58 2,58
16,7407 16,7639 1,0005 0,0232 2,32 2,32
16,5288 16,5487 1,0009 0,0199 1,99 1,99
21,1116 21,1388 1,0001 0,0272 2,72 2,72
17,6777 17,6996 1,0008 0,0219 2,19 2,19
18,5258 18,5525 1,0009 0,0267 2,67 2,67

94617 9,4898 1,0000 0,0281 2,81 2,81
15,6934 15,7188 1,0004 0,0254 2,54 2,54
16,2354 16,2593 1,0002 0,0239 2,39 2,39

9,1167 9,1403 0,9890 0,0236 2,36 2,39
21,1094 21,1350 1,0007 0,0256 2,56 2,56
18,6835 18,7051 1,0000 0,0216 2,16 2,16
22,0722 22,0920 1,0000 0,0198 1,98 1,98
15,6910 15,7119 1,0004 0,0209 2,09 2,09
22,2145 22,2321 1,0008 0,0176 1,76 1,76
16,1545 16,1801 1,0005 0,0256 2,56 2,56

Media (X) : 2,27 K=318 LSE (Limite superior)
a=0,96 LSE =X + KS

Desv.Standard(SD): 0,35 b=6,57 LSE =2,27+1,10
€=0,51 LSE =3,37
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Tabla B.4. Valores de los ensayos especificos reportados en la Farmacopea Europea, 2002 para
productos farmacéuticos obtenidos de plantas medicinales.

Pérdida por Cenizas Totales | Cenizas insolubles
Planta (Parte utilizada) desecacion (%) (%) en HCL (%)

Plantago psyllium L(Semillas) 14% 4% ] e
Trigonella foenum-graecum L
(Semillas) 12% 5% | e
P. ispaghula Roxb (Semillas) 15% 18% | e
Eletraria Cardomomun Maton
(L)semillas) | e 6% 3,5%
Atropa belladonna L(Hojas y fruto) | = - 16% 4%
Rhamnus purshianus D. C y A. Gray
ex J. C. (Céscara)

(Corteza) 10% % | e
Hyoscyamus niger L (Hojasy flores) | - 30% 12%
Eucalyptus globulus L (Hojas) 10% 6% | e
Allium sativum L (Bulbos) 7% 5% | e
Mucus vesiculosus L (Tallos) 15% 24% 3%
Digitalis purpurea L (Hojas) 6% 12% 5%
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ANEXO C: Técnica espectrofotométrica UV-VIS.

Tabla C.1.Valores de absorbancia obtenidos al variar la temperatura en la técnica Espectrofotométrica

UV-VIS.
Temperatura (°C) X*SD
30 0,38 + 0.050
40 0,56 +0.042
50 0,64 +0.100
60 0,63 +0.083
70 0,58 +0.076
80 0,45+ 0.058

Tabla C.2.Valores de absorbancia obtenidos al variar el tiempo de calentamiento a las temperaturas
estudiadas en la técnica Espectrofotométrica UV-VIS.

Tiempo (Mint.) T= 40(°C) T= 50(°C) T= 60(°C) T=70(°C)
10 0,09 0,28 0,26 0,12
20 0,10 0,28 0,40 0,43
30 0,12 0,29 0,52 0,37
40 0,21 0,35 0,48 0,33
50 0,19 0,30 0,44 0,39
60 0,20 0,30 0,44 0,39

Tabla C.3. Valores de absorbancia obtenidos al aumentar el tiempo de lectura. (Realizado a 60°C, 30
minutos de calentamiento).

Tiempo Réplicas Desv.
(mint.)/Rep 1 2 3 4 5 Media Standard

1 0,55 0,57 0,54 0,51 0,51 0,53 0,02
5 0,56 0,57 0,54 0,51 0,50 0,53 0,03
15 0,53 0,48 0,47 0,49 0,46 047 0,01
20 0,46 0,45 0,45 0,46 0,45 045 0,07
o5 0,45 0,43 0,42 0,43 0,44 043 0,01
30 0,39 0,35 0,39 0,38 0,39 0,38 0,01
35 0,35 0,36 0,36 0,39 0,32 0,36 0,03
40 0,34 0,35 0,32 0,33 0,31 0,33 0,02
45 0,24 0,27 0,27 0,25 0,25 0,27 0,01
50 0,21 0,20 0,21 0,23 0,21 0,21 0,08
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Tabla C.4. Matriz del disefio factorial para la definicion de condiciones 6ptimas de la reaccion de

Ninhidrina.
X1 X2 X3
N (Temperatura) (Tiempo de (Tiempo de Respuesta
Combinaciones (°C) Calentamiento) Lectura) (Absorbancia)
(min.) (min.)

1 60 10 5 0,41
2 60 40 5 0,52
3 40 10 5 0,11
4 40 10 15 0,08
5 40 40 15 0,17
6 60 40 15 0,42
7 40 40 5 0,29
8 60 10 15 0,38
9 60 10 5 0,42
10 60 40 5 0,53
11 40 10 5 0,13
12 40 10 15 0,08
13 40 40 15 0,15
14 60 40 15 0,51
15 40 40 5 0,23
16 60 10 15 0,46
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Tabla C.5. Resultados del disefio de experimgntos aplicado para la busqueda de condiciones.
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente Suma de Df Media de F Valor de P
cuadrados cuadrados
A: Temperatura 0,14 1 0,3630 341,60 0,0000
B: Tiempo de 0.000056 1 0.0350 33,09 0.0004
calentamiento
C: Tiempo de 0.005 1 0.0090 8,95 0.0170
lectura
AB 0.001 1 0.0010 0,99 0.3400
AC 0.002 1 0.0010 1,70 0.2200
BC 0.004 1 0.0030 3,68 0.0900
Grupo 0.004 1 0.0005 0.99 0.3400
Total del error 0.00105 8 0.0001 - -

R-cuadrado = 97,99 %

Standard Error of Est. = 0,03
Mean absolute error = 0,018

Durbin-Watson statistic =

3.33

ECUACION AJUSTADA DEL MODELO

Absorbancia = -0,53 + 0,015*Temperatura + 0,007*tiempo de calentamiento - 0,007 3*tiempo de lectura -
0,000054*Temperatura*tiempo de calentamiento + 0,00015*Temperatura*tiempo de lectura - 0,00014*tiempo
de calentamiento*tiempo de lectura.

OPTIMIZACION
Valor dotimo de absorbancia = 0.446
Factor Nivel bajo Nivel alto Nivel 6ptimo
Temperatura (°C) 40 60 60 0C
Tiempo de calentamiento (min.) 10 40 40 min.
Tiempo de lectura (min.) 5 15 10 min.
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Tabla C.6. Resultados de los criterios estadisticos utilizados para evaluar la linealidad en la técnica

espectrofotométrica.
Concentracion Valores de absorbancia
del patrén (ppm) Curva 1 Curva 2 Curva 3 Ecuacion de la recta
20 0,17 0,18 0,16
40 0,35 0,37 0,36 Y =0,0093 X-0,012
60 0,57 0,56 0,56
80 0,77 0,76 0,75
100 0,99 0,98 0,96
Estadistica de la regresion
Coeficiente de
correlacion RZ ajustado | Error tipico Sy C.V.F (%) Sbrel %
multiple
0,99 0,99 0,02 0.30 3.97 0,03
Analisis de varianza
Grados de Suma de Prom|§d|o de = Valor critico
libertad cuadrados S de F
cuadrados
Regresion 1 1,034 1,034 4033 1,35E-17
Residuos 13 0,003 0,0002
Total 14 1,037
Coeficiente
Coeficientes Error tipico Estadigrafo t Probabilidad de calidad
(%)
Intercepcion -0,013 0,0096 -1,31 0,21
Pendiente 0,0092 0,0001 63,50 1,35E-17 9,33E-07

Criterios establecidos:
r;; Coeficiente de correlacion (ri= 0,99)
C.V.F: Coeficiente de variacion de los factores de respuestas (C.V.F < 5%)

Sbrel %: Desviacion estandar relativa de la pendiente. (Sbrel %< 2%)

Error tipico de la regresion(0 < Error tipico < Sy (Sy desviacién Standard de Y)
CC: Coeficiente de calidad (CC<2,5%)
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Tabla C.7. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro precision en la técnica
espectrofotométrica.
REPETIBILIDAD
Réplical Réplica 2 Parametros estadisticos
0,45 0,45
0,44 0,45 Media | 0,45
0,44 0,44 SD 0,006
0,45 0,44 CV(%) | 1,44
0,45 0,45
0,44 0,45
PRECISION INTERMEDIA
Dia1 Dia 2 Dia1 Dia 2
(Analista 1) (Analista 1) (Analista 2) | (Analista 2)
0,46 0,45 0,45 0,44
0,44 0,41 0,45 0,44 Media 0,445
0,44 0,44 0,44 0,44 SD = 0,009
0,45 0,44 0,44 0,44 CV(%) = 2,10
0,47 0,44 0,43 0,45 Horwitz = 4,52
0,42 0,45 0,45 0,46
Andlisis de varianza
Origen de Suma de Grados| Promedio N valor critico
las de de los F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad| cuadrados paraF
Entre
grupos 9,78E-05 3 3,26E-05 0,34 0,80 3,1
Dentro de
los grupos 0,002 20 9,58E-05
Total 0,002 23
Dentro de los Grupos S =0,010% ; CV(%) =2,20
Entre los Grupos S =0,004% ; CV(%) = 0,94
Cochrans (C calculada) 0,57 Cochrans (C critica) 0,59
Horwitz 4.52
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Tabla C.8. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro exactitud en la técnica
espectrofotométrica.

Conc. Tedrica X (valores de Desv. R(%)=(X después -X
(ppm) Conc., ppm) Media Standard antes) /X adicionada*100
10,88 10,25 0,55
10,00
Muestra (10 L) 9,87
39,56 39,83 0,23 97,73
40,02 99,24
10 + 30 ppm 39,89 98,81
72,04 71,65 0,68 102,99
70,86 101,02
10 + 60 ppm 72,04 102,99
86,45 86,09 0,44 101,60
85,59 100,45
10 + 75 ppm 86,23 101,31
Analisis estadistico de la Recuperacion
Estadistica descriptiva Prueba t
Media 100,68 Media 100,68
Desv.Standard 1,81 Varianza 3,29
CV(%) 1,80 Observaciones 9
Grados de libertad 8
Estadigrafo t 1,12
P(T<=t) una cola 0,14
Valor critico de t (una cola) 1,86

Tabla C.9. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro sensibilidad en la técnica
espectrofotométrica.

Resp. Blanco

(Absorbancia) Media

Desv
Standard

Limite de

Limite de deteccion| cuantificacion

Pendiente

(LD) (ppm)

(LC) (ppm)

0,10

0,09

0,10

0,09

0,12

0,10

0,099

0,11

0,10

0,09

0,09

0,010

0,009

3,58 10,85
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Tabla C.10. Resultados obtenidos al aplicar el método de Bowker para determinar el limite de
especificacion en el ensayo cuantitativo (técnica espectrofotométrica)

% de aminoacidos Resultados de los parametros estadisticos

0,77

0,76

0,77

0,79 K=4.33 LIE (Limite inferior)

0,76 Media (X): 0.78 a=085 LIE = X - KS

0,77 ) -
0,79 Desv.Standard(S): 0,02| ° = 633 LIE =069

0,82 c=1.10

0,77

0,77

0,77
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ANEXO D: Propuesta de monodgrafia
PROPUESTA DE MONOGRAFIA

Semillas de Cucurbita, polvo.

DEFINICION

El polvo de Cucurbita moschata Duch, es preparado a partir de las semillas de esta planta, después de ser
sometidas a procesos de desgrase, molinado y tamizado. El polvo contiene no menos de 0,79% de
aminodcidos, expresado en base al contenido de Asparagina

CARACTERISTICAS

Polvo amarillo pardusco, con un ligero olor aceitoso, muy caracteristico. Sus caracteristicas y
microscopicas aparecen descritas en la prueba de identificacion A.

IDENTIFICACION

A. Analisis Microscopico: Al examinar al microscopio, utilizando disolucion de hidrato de cloral R, el
polvo presenta los elementos siguientes: Parénquima lignificado y granulos de almidén en forma
anisotropica (examinado con luz polarizada).

B. Reaccion de Foling: Se pesan 50 mg del polvo se adiciona 2mL de agua y 0,5mL de una solucién del
reactivo de Foling (en agua en la proporcién 1:3), se adiciona 2,5 mL de NaOH 0,5 M. Un ensayo positivo
estara indicado por la aparicién de una coloracion azul intensa.

C. Reaccion con ninhidrina: Se pesan 50 mg del polvo se adiciona 2mL de agua y 0,5mL de solucion de
ninhidrina (ninhidrina al 0,5%, disuelta en una mezcla acetona: agua: &cido acético (80:18:2) y se calienta en
bafio de Maria hasta la aparicion de un color azul violaceo.

D. Cromatografia en capa Delgada

La CCD, en este caso, tiene como objetivo detectar las sustancias, presentes en la muestra, que reaccionan
con la Ninhidrina, especialmente los aminoacidos que no forman el Complejo RP con este reactivo.
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:

Fase estacionaria: Placa de gel de silice GF para cromatografia en capa fina.(20x10cm), Merck.

Fase mévil: Metanol-Cloroformo-Amoniaco al 25%-Acido Acético Glacial (80:10:8,5:1,5).
PROCEDIMIENTOS:

Muestra problema: Disolver 1,0 g del polvo en 40,0 mL de agua, agitar durante 30 minutos a 50°C,

centrifugar durante 30 minutos y colectar el sobrenadante. Repetir el procedimiento, afiadiendo por la

segunda extraccion 20,0 mL de agua al extracto residuo, juntar los sobrenadantes y afiadir 20,0 mL de
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metanol, colocar en refrigeracién por 12 horas, centrifugar de nuevo 30 minutos para eliminar las proteinas,
filtrar. Rotoevaporar el solvente y redisolver en 2,0 mL de una mezcla Metanol: Agua (1:1) y filtrar.

Muestras referencias: Disolver 10,0 mg de asparagina y prolina en 2,0 mL de Metanol: Agua (1:1).

Aplicacion: 4,0 uL para muestras referencias y muestra problema.

Desarrollo: Aplicar por separado a la placa 2,0 yL de muestra problema y 4,0 yL de cada disolucién de
muestras de referencia. Dejar secar la placa al aire. Desarrollar hasta una distancia de 10,0 centimetros
Secado: Al aire durante 15 minutos.

Deteccion: Asperjar con la disolucion de Ninhidrina al 2%, disuelta en una mezcla Acetona: Agua: Acido
Acético (80:18:2), Calentar de 40 °C a 60 °C durante 5 minutos.

Resultados: El cromatograma obtenido al aplicar la muestra describe la aparicion de cinco manchas con
valores de Rf = 0.23, 0.35, 0.48, 0.58, y 0.75. Las manchas con Rf = 0.35, 0.48 coinciden con las manchas
de asparagina, y prolina como sustancias de referencia. La mancha con Rf =0,23 (color café) corresponde

a la Cucurbitina.

ENSAYOS ESPECIFICOS

Cenizas Totales. El contenido de cenizas totales no es superior al 6,0 por ciento, determinada en 1 gr.
Cenizas insolubles en acido Clorhidrico. El contenido en cenizas insolubles en &cido sulfurico no es
superior al 3 por ciento, determinada en 1 g.

Pérdida por desecacion. No mas del 7,0 por ciento, determinada en 0,5 g de la droga por desecacién en
estufa a 100 -105 °C durante 2 horas..

VALORACION

Muestra problema: Se pesan 2 g. del polvo, se afiaden 20 mL de agua destilada y se agita durante 30

minutos a 50 °C. Se centrifuga a 6000 r.p.m durante 30 minutos y se separa el sobrenadante. Se repite el
procedimiento y se juntan los sobrenadantes. Se afiade 40 mL de metanol y se mantiene en refrigeracion
durante 12 horas. Se centrifuga a 6000 r.p.m durante 15 minutos y se separa el sobrenadante. Se
rotoevapora a sequedad y se redisuelve el residuo en 2 mL de metanol: agua (1:1)

Muestra referencia: Diluir 10 mg de asparagina en una mezcla metanol: agua (1:1) hasta completar 10 mL.

Derivatizacion de la muestra patrén: Se toman 120 pL de la solucion patron, se le adiciona 0,5 mL de

ninhidrina (Solucion preparada al 0,5% en una mezcla de acetona: agua: acido acético (80:18:2), se calienta

a 60 9C por 40 minutos y se enrasa a 2 mL con solucion metanol: agua (1:1)
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Derivatizacion de la muestra problema: Se toman 25 uL de la muestra disuelta en metanol: agua (1:1) y de la

muestra referencia (b), se adiciona 0,5 mL de ninhidrina, se calienta a 60 °C por 40 minutos y se enrasa a 2
mL en volumétrico de 2mL, con soluciéon metanol: agua (1:1)

Método operativo: Se midi6 la absorbancia de la muestra por comparacion con la disolucién de referencia a

320 nm, frente a la solucién de Ninhidrina como blanco, realizandose la lectura durante los primeros 10
minutos después de detenida la reaccidn. Se calcula el contenido (en %) de aminoacidos, calculado en base
a asparagina, a partir de la siguiente ecuacién:

AM 1.72 Donde:

0H)=_M " —
C( /0) - M C: Concentracion de aminoacidos en el polvo, en
M

base a asparagina, expresado en %.
Aw: Absorbancia de la muestra problema
Mw: Masa de la muestra problema, g.
CONSERVACION

En envase hermético.
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ANEXO E: Comparacion de los polvos.

Tabla E.1. Resultados obtenidos al aplicar los ensayos cuantitativos descritos en la monografia a los

polvos obtenidos por los métodos evaluados (Polvo Iy II).

Pérdida por Cenizas totales Cenizas insolubles Contenido de
desecacion (%) (%) (%) aminoacidos (%)
Polvo | Polvo ll Polvo | Polvo ll Polvo | Polvo ll Polvo | Polvo ll
6,21 6,55 5,42 5,75 2,75 3,03 0,45 0,76
6,17 6,35 5,84 4,76 1,65 2,02 0,43 0,89
6,22 6,36 5,35 5,77 2,36 2,38 0,39 0,81
6,27 6,45 5,38 5,83 2,88 2,70 0,42 0,79
6,42 6,22 5,52 5,98 2,12 2,53 0,38 0,82
6,39 6,28 5,28 5,76 2,98 2,41 0,41 0,82
6,23 6,34 5,46 5,79 2,16 3,74 0,42 0,79
6,36 6,25 5,55 5,74 2,45 2,45 0,45 0,76
6,09 6,26 5,47 5,73 1,82 2,34 0,39 0,77
6,28 6,27 5,27 5,70 2,78 3,03 0,38 0,78
6.26 £0.01 | 6.33+0.01 545+0.2 558+0.1 2.39+0.2 266+0.2 | 0.41+£0.0007 | 0.79+0.02
t=150 p=0,07 t=096 p=0,17 t=1,26 p=0,11 t=2592 p=8,4"E-15
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ANEXO F: Técnica volumétrica
Tabla F.1. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar la linealidad en la Técnica Volumétrica.
Concentracion del
Patrén(mg/mL) Curva1l | Curva2 Tratamiento Estadistico
ri C.V.F (%) | Sbre % Error tipico

1 3,8 3,5

2 7,8 7,3

3 123 15 0.99 4,37 0.35 0,6

4 15,5 15,8

5 19,3 19,6

Estadisticas de la regresion

ri. Coeficiente de correlacion multiple (Criterio 2 0.9900)
C.V.F: Coeficiente de variacion de los factores de respuestas (Criterio <5%)
Sbrel %: Desviacion estandar relativa de la pendiente (Criterio <2%)

Error tipico (Et) Desviacion Standard de Y (Sy) Criterio Et < Sy

(Criterio: Para a Contener
el ceroy parab no
contenerlo)

a+tSay b+ tSb Limites de confianza del intercepto y de la pendiente
respectivamente

Analisis de varianza para evaluar el parametro linealidad en la técnica volumétrica

Grados de Suma de Promedio de =
libertad cuadrados los cuadrados Valor critico de F
Regresion 1 263,54 263,5 731,54 3,76E-09
Residuos 8 2,88 0,36
Total 9 266,42
Coeficientes Error tipico Estadigrafo t Probabilidad
Intercepcion 0,31 0,44 0,69 0,50
Pendiente 3,63 0,13 27,04 3,76E-09
Coeficiente de Calidad (CC)
. Grados de - . o
2(Yi-)IY libertad (n-1) Coeficiente de calidad (CC) Criterio
0 9 0 CC< 2.5%
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Tabla F.2. Resultados obtenidos para evaluar la repetibilidad y precision intermedia de la técnica

Volumétrica
REPETIBILIDAD
Volumen consumido Parametros estadisticos
11,3
11,5 Media 11,41
11,5 SD 0,09
11,4 CV(%) 0,86
11,3
11,5
Dia 1 Dia 2 Dia1 Dia 2
(Analista1) | (Analista1) | (Analista2) | (Analista 2) Estadistica descriptiva
11,3 11,5 11,7 11,4
11,2 11,0 11,0 11,5 Media = 11,28
11,0 11,3 11,3 11,4 s=0,21
11,5 11,0 11,4 11,0 CV (%) =1,89
11,5 11,5 11,0 11,3 Horwitz = 2,78
11,4 11,0 11,3 11,4
ANALISIS DE VARIANZA
Estadistica descriptiva
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 6 67,89 11,32 0,04
Columna 2 6 67,3 11,22 0,06
Columna 3 6 67,7 11,28 0,07
Columna 4 6 68 11,33 0,03
Resumen
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0,05 3 0,016 0,32 0,81
Dentro de los
grupos 1,0007 20 0,050
Total 1,05 23
Cochrans: 0,36
Dentro de los dias: S$=0,126 ; CV (%) =1,113
Entre dias: s =0,091; CV(%) = 0,81
Cochrans: Cca 0,363850919  Cciit0,7
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ANEXO G: Reaccion de ninhidrina

a-amino acids and amines:
o
O
""-":./i"“-\.':;: “OH
o
ninhydrin hydrate oc-amino acid

+HaMCHoR \

(amine) 2
—H NHCH R

L“/l[ "-*.JXOH
o

I
hydrolysis l'
lx deamination _
“\/[“-h ’ * MHs I“/x.—

h + nlnhydrin for R=ArCHz

hydrindantin

s
T N0
HO——{on
HN__NH

HM._ .
(CH3}aCH(COOH)NH 2
arginine i cysteine
(R=H; (-D-ribofurancsyl-)

CH o
M, - = i
» ] MCH{COOH)(CH;)sNH,
/ [#]

Ho N"‘“ M Sy
R NCHICOOHNCH o) NHS
guanine levulinic acid lysine
(R=H; p-D-ribofuranosyl-)

o]
e - 2
l. x_‘_ﬁl_;g ."_\ \.’) g i y
L:,—”l'f N\_F [H_:I:?/_N“::j

oH  C

P N

o 0O-

pipecolic acid proline proline

Anexo G. Mecanismo de reaccion de la reaccién de Ninhidrina con a-aminoacidos para formar el complejo
Ruhemann’s purple (RP) y derivados con aa que no forman el complejo. (Friedman M, 2004).
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ANEXO H: Técnica de HPLC

Tabla H.1. Resultados de los criterios estadisticos obtenidos al evaluar la linealidad en la técnica de
Cromatografia liquida de Alta resolucion.

Concentracion Valores del area
d(ilg;;rantlr_c;; Curva 1 Curva 2 Curva 3 Ecuacién de la recta

25 156 161 156

50 386 381 365

75 564 549 532 Y=7.8173X-31.5

100 722 745 736

125 944 952 973

Estadistica de la regresion
Coeficiente de
correlacion R? ajustado | Error tipico | C.V.F (%) Sbrel % attSa
multiple
0,99 0,99 0,22 5.02 0,37 -28,23 + 34,97
Analisis de varianza
Promedio de
Glr_ados de Suma de los F Valor critico de F
ibertad cuadrados
cuadrados
Regresion 1 18688,04 18688,04 3921,20 1,62E-17
Residuos 13 61,95 4,76
Total 14 18750
Intercepto
Coeficientes Error tipico Estadigrafo t | Probabilidad Cg:ﬁlg;%n?;ge

Intercepcion 0,31 1,26 3,38 0,005
Variable X 1 0,13 0,002 62,62 1,62E-17 9,34E-07
Criterios establecidos:
ri.Coeficiente de correlacién r= 0,99 .
C.V.F: Coeficiente de variacién de los factores de respuestas C.V.F < 5%
Shrel %: Desviacién estandar relativa de la pendiente. Sbrel %< 2%
b + tSb: Limites de confianza del intercepto (Incluir el cero)
Error tipico (0 < error tipico < Sy (Sy desviacion Standard de Y)
CC: Coeficiente de Calidad (CC<2,5%)
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Tabla H.2. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro precision en la técnica de
Cromatografia liquida de Alta resolucion

REPETIBILIDAD
Réplical | Réplica?2 Parametros estadisticos
552 551 Media 538,750
545 519 S= 4,535
540 534 CV(%) = 0,84
545 543
550 552
526 538
PRECISION INTERMEDIA
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Estadistica descriptiva
542 536 536
545 536 534 Media 539,389
534 548 532 S= 4,889
545 541 541 CV(%) = 0,91
540 546 545 Horwitz = 1,55
536 536 536
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 6 3242 540,33 21,06
Columna 2 6 3241 540,17 24,17
Columna 3 6 3234 539 18,4
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados | Promedio de N valor critico
las de los F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad | cuadrados para F
gErSst 6,33 2 3,17 0,15 0,86 3,68
pentrode | 318,17 15 21,21
0S grupos
Dentro de los Grupos S =4,60% ; CV(%) =0,85
Entre los Grupos S =4.60 % ; CV(%) =0.91%
Cochrans (C calculada) 0,33 Cochrans (C critica) 0,59
CV(%) Horwitz = 1,55
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Tabla H.3. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro sensibilidad en la técnica de

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.

Resp. Blanco
(Area)

Media

Desv Standard

Pendiente

Limite de
deteccion (LD)

Limite de
cuantificacion
(LC)

40

31

19

46

14

41

45

26

18

36

31,6

11,80

7,81

4,98

15,08
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ANEXO 1: Ensavyos fisico guimicos.

Tabla 1.1. Porciento de polvo obtenido en cada tamiz

Tamices
(mcm) 425 | 355 | 300 | 250 | 212 | 180 | 150 125 | 106 | 090 | 075 | Colector
% de polvo | 4 6 7 11 15 18 13 9 7 5 3 2

Tabla 1.2. Resultados obtenidos durante el estudio de higroscopicidad segun el método de Callagan.

Porciento . . . . Contenido de
Humedad Peso Inicial | Peso Final PE.Pi ( % de Porciento | Humedad de
. ()] . e
Residual (Pi) (9) (Pf) (9) incremento | (base seca) | equilibrio
(CHE) (%)
8,5 0,9947 0,9758 -0,0189 -1,14 -1,05 -1,07
18,8 0,998 0,9854 -0,0126 -0,84 -0,78 -0,79
37,1 0,9936 0,9861 -0,0075 -0,51 -0,47 -0,48
47,2 1,0034 0,9975 -0,0059 -0,39 -0,37 -0,37
58,3 1,0071 1,0115 0,0044 0,29 0,28 0,28
70,4 0,9997 1,0181 0,0184 1,24 1,15 1,14
80,5 1,0017 1,0255 0,0238 1,62 1,51 1,49
88,8 1,0133 1,0555 0,0422 2,62 2,44 2,38
93,9 1,0087 1,0549 0,0462 3,07 2,86 2,78
97,5 1,0027 1,086 0,0833 5,49 511 4,86

Maria Elisa Jorge Rodriguez

"Un ingrediente activo con accién antihelmintica, a partir de las semillas de Cucurbita moschata Duch: Estudios Analiticos y de Preformulacién”




AnNexos 24 de 28

Tabla 1.3. Valores promedios de Rf obtenidos en las manchas de cada muestra de polvo, colocada
en las condiciones de estudio.

Muestras colocadas a 5000 Ix y 25°C
Manchas | M1 (15 dias) | M2(30 dias) | M3(45 dias) | M4(60 dias) | M5(75 dias) | M6(90 dias) | Muestra inicial
Rf 1 0,23 0,27 0,21 0,23 0,26 0,25 0,24
Rf 2 0,35 0,42 0,32 0,37 0,45 0,40 0,38
Rf 3 0,47 0,93 0,45 0,48 0,95 0,51 0,50
Rf 4 0,58 0,62 0,53 0,6 0,63 0,6 0,61
Rf 5 0,75 0,73 0,68 0,73 0,78 0,73 0,74
Muestras colocadas a 60%HR y 30°C
Rf1 0,22 0,23 0,23 0,28 0,24 0,21 0,24
Rf 2 0,35 0,34 0,33 0,35 0,32 0,33 0,38
Rf 3 0,44 0,45 0,44 0,53 0,53 0,45 0,50
Rf 4 0,64 0,62 0,58 0,60 0,99 0,61 0,61
Rf 5 0,71 0,67 0,71 0,71 0,67 0,68 0,74
Muestras colocadas a 75%HR y 40°C
Rf 1 0.19 0.21 0.24 0.24 0.22 0.19 0,24
Rf 2 0.36 0.38 0.36 0.33 0.32 0.33 0,38
Rf 3 0.48 0.46 0.52 0.48 0.47 0.51 0,50
Rf 4 0.56 0.59 0.58 0.59 0.61 0.59 0,61
Rf 5 0.71 0.74 0.72 0.74 0.72 0.73 0,74
Tabla 1.4. Resultados obtenidos durante el estudio de estabilidad inicial al polvo, usando la técnica de
HPLC.
Tiempo 5000 Ix y 25°C HR=60%y 30 °C HR=75%y 40 °C
Area % de Area % de Area % de
Cucurbitina Cucurbitina Cucurbitina
Inicial 512 0,54 525 0,96 506 0,54
15 dias 492 0,52 509 0,54 478 0,51
30 dias 498 0,53 469 0,90 465 0,49
45 dias 492 0,52 484 0,52 470 0,50
60 dias 486 0,52 495 0,93 466 0,50
75 dias 462 0,49 502 0,54 442 0,47
90 dias 486 0,52 496 0,53 446 0,48
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ANEXO J: Evaluacion del aceite

Tabla J.1. Valores obtenidos en la determinacion de la Densidad, indice de refraccion y Rotacién éptica

del aceite.

Indice de Refraccion

indice de refraccion

XtS

Intervalo de Confianza de la

media
1,468; 1,467:1,467;1,467:1,468 1,467 + 0,0002 146147
Densidad
Densidad(g/em) X+S Intervalo de Co_nflanza dela
media
0,915; 0,905; 0,915, 0,896; 0,92 0,91 +0,01 0,89-0,93

Rotacion 6ptica

Rotacion dptica (°)

XtS

Intervalo de Confianza de la
media

0, 34, 0,35; 0,33; 0,34, 0,35; 0,35

0,34 +0,01

0,30-0,38

Tabla J.2. Valores obtenidos en la determinacion del limite superior de especificacién del indice de

Saponificacién del aceite.

Volumen indice de LSE (Limite
Blanco (n2) Muestra (n1) consumido | Saponificacion X%SD .
superior)
(mL) (Is)

0,1 13,2 13,1 122,49

0,1 13,8 13,7 128,09

0,1 13,6 13,5 126,23 1255 + 2,02 128.23

0,1 13,5 13,4 125,29

0,1 13,5 13,4 125,29

0,1 13,2 13,1 122,49
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Tabla J.3. Resultados obtenidos al realizar el ensayo indice de acidez al aceite obtenido a partir las semillas
de Cucurbita moschata Duch, por el método de compresion

No. del ensayo Volumen consumido(mL) Indice de Acidez (%)
1 2,6 0,73
2 2,6 0,73
3 2,6 0,73
4 2,7 0,76
5 3,0 0,84
6 29 0,81
7 2,8 0,78
8 2,8 0,78
9 2,6 0,73
10 2,7 0,76
11 2,6 0,73
12 2,7 0,76
13 2,6 0,73
14 2,6 0,73
15 2,7 0,76
16 3,0 0,84
17 29 0,81
18 2,6 0,73
19 2,8 0,78
20 3,0 0,84
21 2,6 0,73
22 2,7 0,76
23 2,8 0,79
24 2,6 0,73
25 2,9 0,81
Media (X): 0,77 K=2,66 LSE (Limite superior)
Desv. Estandar(S): 0,04 a=0,89 LSE =X + KS
b =251 LSE= 0,74 + 0,11
c=0,71 LSE = 0,87
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Tabla J.4. Resultados obtenidos al realizar el ensayo indice de peréxido al aceite obtenido a partir las
semillas de Cucurbita moschata Duch, por el método de compresion.

No. del ensayo Volumen consumido (mL) Indice de peréxido (Ip)
1 0.8 2.24
2 0.7 1.96
3 0.6 1.68
4 0.7 1.96
5 0.5 1.40
6 0.6 1.68
7 0.7 1.96
8 0.6 1.40
9 0.9 2.52
10 0.8 2.24
11 0.7 1.96
12 0.5 1.40
13 0.5 1.40
14 0.9 2.52
15 0.5 1.40
16 0.7 1.96
17 0.6 1.68
18 0.9 2.52
19 0.6 1.68
20 0.7 2.52
21 0.6 1.68
22 0.6 1.68
23 0.5 1.40
24 0.7 1.96
25 0.8 2.24
Media (X): 1,85 K=2,66 LSE (Limite superior)
Desv. Standard(S): 0,38 a=0,89 LSE =X + KS
b=2,50 LSE=1.85+1.01
c=0,71 LSE = 2,87
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Tabla J.5. Valores de los ensayos fisicoquimicos, reportados en la Farmacopea Europea, 2002, para
aceites vegetales virgenes.

Parametro/aceite | Densidad | Indicede | Rotacion | indice de | indice de | Absorbancia
(g/cm?) Refraccion | optica(°) | Acidez | Peréxido DAmax.)
Oliva 0,958 1,479 35a6,0 2,0 20 270 nm
Ricino 0,913 - - 2,0 15 269 nm
Trigo 0,925 1,475 - 2,0 10 -
Almendras 0,916 - - 2,0 15 232-270 nm
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