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1. RESUMEN

Se realiz6é un estudio de estabilidad acelerada de capsulas de gelatina dura de zarzaparrilla
(Smilax regelii), determinando la estabilidad de las mismas, por medio de la concentraciéon
de saponinas esteroidales presentes a lo largo del estudio. Con este fin se elaboraron y
acondicionaron tres lotes piloto de cincuenta frascos cada uno, recolectando una muestra
de quince frascos por lote, los cuales fueron sometidos a condiciones controladas de
temperatura y humedad (40 £ 2 °Cy 75 £ 5 %, respectivamente), durante 180 dias, siendo
evaluadas la concentracion de saponinas esteroidales, parametros fisicoquimicos y

microbioldgicos, al inicio del estudio, a los 45, 90, 135 y 180 dias.

Posterior a la evaluacioén en cada uno de los tiempos, se recopilaron los resultados en tablas
por cada lote. Encontrandose que las caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas de
las capsulas se mantienen dentro de las especificaciones establecidas. Para los datos de
concentracion de saponinas esteroidales se realizé un analisis de varianza (ANOVA) a un
nivel de a = 0.05, obteniéndose un valor de probabilidad (p) de 0.83 mayor que q,
determinandose que no existian diferencias significativas entre lotes. Por lo que se
combinaron los resultados de los tres lotes y sometieron los mismos a regresion lineal por
el método de minimos cuadrados, determinado los limites de confianza superior e inferior y
se determiné el porcentaje de degradacion de las capsulas de gelatina dura a los 180 dias

de estudio, siendo este del 8.91%.

Los resultados obtenidos, tanto de la concentracion de saponinas esteroidales, analisis
fisicoquimicos y microbioldgicos de los tres lotes piloto en estudio, demostraron que las
capsulas de gelatina dura de zarzaparrilla (Smilax regelii) son estables, en las condiciones
extremas a las que fueron sometidas durante 180 dias. Y que el tiempo en el cual la
concentracion inicial de saponinas esteroidales se reducira al 90% en condiciones

ambientales es de 15 meses y 19 dias, siendo la vida atil del producto.



2. INTRODUCCION

Uno de los requisitos establecidos para determinar la vida Gtil y poder realizar el registro
sanitario de un producto de uso terapéutico, son los estudios de estabilidad. Tomando en
cuenta que los productos a base de plantas medicinales (productos naturales medicinales
o fitoterapéuticos), han tenido un aumento en su uso y son de gran contribucién para los
sistemas de salud de paises en desarrollo, es importante que se realicen estudios de
estabilidad para garantizar la calidad del producto por un tiempo determinado. (Bansal,
Suthar, Kaur & Jain, 2016)

La Organizacion Mundial de la Salud a través de sus informes de Buenas Practicas de
Manufactura, sugiere que un producto fitoterapéutico debe presentar estudios de
estabilidad. Guatemala posee una gran diversidad de plantas medicinales, en base a las
cuales se fabrican diversos productos fitoterapéuticos de distintas formas farmacéuticas,
para los cuales actualmente en el pais, no son requeridos estudios de estabilidad para su
registro, aunque se contemplan como un requisito en el futuro. (World Health Organization
(WHO), 2006; Consejo de Ministros de Integracion Econdmica (COMIECO), 2011)

Debido a que los productos fitoterapéuticos se caracterizan por ser una mezcla heterogénea
de componentes considerados en conjunto como principio activo, ademas de la presencia
de componentes como enzimas que pueden alterar la composicion de la mezcla, no es
posible enmarcarlos dentro de las directrices para estudios de estabilidad establecidas por
las regulaciones internacionales y nacionales para productos farmacéuticos, ya que estos
designan una sola molécula como principio activo la cual no presenta interferencia por el
resto de componentes, por ello la organizacion Mundial de la Salud sugiere definir la
estrategia y metodologia que se seguird durante el estudio de estabilidad segun la planta y

forma farmacéutica establecida para el producto fitoterapéutico. (WHO, 2006)

Una de las estrategias aceptadas para determinar la vida Gtil de un producto fitoterapéutico,
es la cuantificacion con métodos especificos, de un compuesto marcador del cual se
conozca la actividad terapéutica y andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiologicas requeridas por la entidad reguladora. Todos estos andlisis deben ser

realizados antes, durante y posteriormente a ser sometido a condiciones de



almacenamiento extremo durante un tiempo establecido. (COMIECO, 2010; WHO, 2006;
Bansal, 2016)

Una de las plantas medicinales utilizadas para la fabricacion de productos fitoterapéuticos
en Guatemala es la zarzaparrilla (Smilax regelii), de la cual se conoce que las saponinas
esteroidales son responsables de la actividad atribuida a la planta. (Caceres, 2009; Pahlow,
1996)

Por lo anterior se realizaron tres lotes pilotos de capsulas de gelatina dura a partir del rizoma
de zarzaparrilla (Smilax regelii). Los cuédles fueron sometidos a estabilidad acelerada,
siendo almacenados en cdmara de estabilidad en condiciones de 40 £+ 2 °Cy 75+ 5 % de
humedad relativa, por un periodo de 180 dias, durante el cual se evalud la estabilidad
fisicoquimica y microbiolégica de las capsulas de zarzaparrilla, bajo las condiciones

descritas.

La estabilidad de las cdpsulas se determind por medio de la cuantificacién de las saponinas
esteroidales, utilizando el método espectrofotométrico basado en reaccion colorimétrica. Y
el andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas establecidas para

cépsulas de gelatina dura, en los tiempos 0, 45, 90, 135y 180 dias.

Las concentraciones de saponinas esteroidales en capsulas de gelatina dura elaboradas a
partir de rizoma Smilax regelii, fueron evaluadas segun la estrategia antes mencionada se

determiné y respaldo el tiempo de vida util que puede darse al producto. (WHO, 2006)



3. ANTECEDENTES

Estudio realizado por J.C. Baccou, F. Lambert y Y. Sauvaire (1977), en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Universidad de Ciencia y Tecnologia de Languedoc, evalu6é un
método espectrofotométrico especifico para determinacion de saponinas esteroidales
basado en una reaccién colorimétrica con anisaldehido, acido sulftrico y acetato de etilo.
Se determiné que el método descrito para la determinacion de saponinas esteroidales es
simple rapido, especifico y sensitivo; ademas de ser mas eficiente que otros métodos
espectrofotométricos, teniendo la ventaja de poder desarrollarse en un laboratorio con

equipamiento comun.

G. Basal, N. Suthar, J. Kaur y A. Jain (2016), en el Departamento de Ciencias
Farmacéuticas e Investigacion de Drogas, de la Universidad de Punjabi de India, realizaron
una revision aspectos de los estudios de estabilidad de medicamentos a base de plantas,
enfocandose en los desafios, el cumplimiento de normativas y perspectivas que surgen en
los ultimos 10 afios. Se recopilaron cuatro estudios de estabilidad acelerada realizados en
capsulas de plantas medicinales, un estudio de capsulas mono herbales y tres estudios de
cépsulas poli herbales, en los cuales se establecieron marcadores determinar la estabilidad.
Se consensd segln las organizaciones reguladoras consultadas que los estudios de
estabilidad recomendados para medicamentos a base de plantas debian ser realizados a

temperaturas de 40 °C y 75% de humedad relativa por un periodo de 6 meses.

C. Teleguario (2008), en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, realizé la caracterizacion y cuantificacién de flavonoides y
sapogeninas esteroidales en extractos de tres plantas mesoamericanas Lippia graveolens
(orégano), Passiflora edulis (Maracuya) y Smilax dominguensis (zarzaparrilla).
Determinando que S. domingensis presenta mayor porcentaje de sapogeninas esteroidales
(1.63%), seguido por L. graveolens (1.36%) y P. edulis (0.7059%).

La Organizacion Mundial de la Salud (2006), en su informe No. 40, parte de la serie de
Informes Técnicos del Comité de Expertos en Especificaciones para Preparaciones
Farmacéuticas, en el anexo 3, indica que para la estabilidad de medicamentos herbales

pueden utilizarse marcadores de actividad conocida, también que los ensayos y frecuencia



de los mismos deben ser definidos en base a las caracteristicas de cada producto herbal,

gue se sometera a estabilidad.

S. Temaj (1995), en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, realizé la cuantificacion de saponinas esteroidales de hojas y rizomas
de Smilax Lundelii (zarzaparrilla). Determinando que los rizomas poseen un mayor

contenido de saponinas esteroidales (12.05%) en comparacion con las hojas (9.82%).

De acuerdo a la revision bibliogréafica efectuada, no se encontré referencia sobre estudios
de estabilidad acelerada para cdpsulas de Smilax regelii (zarzaparrilla) o de saponinas
esteroidales como parte de una forma farmacéutica sélida. La Unica referencia relacionada
encontrada es un trabajo de tesis del afio 2011 titulado: Evaluacién de la estabilidad
acelerada de una locion, con capacidad antifingica, antibacteriana y antilevadura
preparada a partir de extracto seco de rizoma de Smilax dominguensis (Zarzaparrilla), en
solucién etandlica al 70%, realizada por la Licda. Andrea Melgarejo. Concluyendo que la
misma mantenia sus caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbiolégicas e
inhibitorias al variar las condiciones de almacenamiento a condiciones extremas durante
180 dias.



4. JUSTIFICACION

En los ultimos afos el estudio de las plantas medicinales autoctonas de Guatemala, ha
conducido a establecer los compuestos responsables de las actividades medicinales que
se les atribuyen. Lo que ha contribuido a la utilizacién de estas plantas en la fabricacién

industrial de productos fitoterapéuticos en distintas formas farmacéuticas.

Una de estas plantas es la zarzaparrilla (Smilax regelii) que se comercializa en preparados
liquidos y soélidos como las capsulas de gelatina dura. A pesar que en la actualidad se
conoce que uno de los metabolitos responsables de la actividad atribuida a esta planta, son
las saponinas esteroidales. No se cuentan con estudios de estabilidad que garanticen que
los productos mantienen su actividad, caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas, a lo
largo del tiempo en que permanecen en el mercado. Un obstaculo para el desarrollo de
estos estudios es naturaleza heterogénea en la composicion de este tipo de productos;
ademas que no son un requisito para poder obtener el registro sanitario de productos

fitoterapéuticos.

Como una estrategia para evitar este obstaculo la Organizacion Mundial de la Salud acepta
la cuantificacion de un compuesto marcador de actividad terapéutica conocida y andlisis de
caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas requerias por una entidad reguladora, para

el desarrollo de un estudio de estabilidad.

La finalidad de este trabajo fue realizar un estudio de estabilidad acelerada de capsulas de
gelatina dura a partir del rizoma de zarzaparrilla (Smilax regelii) por medio de la
cuantificacion de saponinas esteroidales, utilizando un método espectrofotométrico basado
en reaccion colorimétrica. Y el andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas y
microbioldgicas establecidas para productos naturales medicinales (capsulas de gelatina

dura).



5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Evaluar mediante un estudio de estabilidad acelerada, capsulas de gelatina dura

elaboradas a partir de rizoma de Smilax regelii (Zarzaparrilla).

5.2 ESPECIFICOS

5.2.1 Establecer la estabilidad de saponinas esteroidales en capsulas de gelatina
dura elaboradas a partir de rizoma de Smilax regelii, por medio de método

espectrofotométrico basado en reaccidn colorimétrica.

5.2.2  Cuantificar las saponinas esteroidales presentes en cépsulas de gelatina
dura elaboradas a partir de rizoma de Smilax regelii, durante cada tiempo

de andlisis.

5.2.3 Determinar la estabilidad fisicoquimica y microbiolégica de capsulas de

gelatina dura elaboradas a partir de rizoma de Smilax regelii.



6. HIPOTESIS

Las caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y concentracibn de saponinas
esteroidales de capsulas de gelatina dura elaboradas a partir de rizoma de Smilax regelii
(zarzaparrilla), se mantienen, al ser sometidas a condiciones extremas de temperatura y

humedad relativa durante 180 dias.



7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Universo
Rizoma desecado de Zarzaparrilla (Smilax regelii)
7.2 Muestra
Muestras de tres lotes de capsulas de gelatina dura fabricada a partir de rizoma de
Smilax regelii en cumplimento de las Buenas Practicas de manufactura vigentes,
segun Norma Técnica 70-2011 “Buenas Practicas de Manufactura de laboratorios
de Productos Naturales Medicinales”
7.3 Materiales y Equipo
7.3.1 Materia vegetal
a) Rizoma de Smilax regelii
7.3.2 Insumos
a) Céapsulas de gelatina dura # 0
b) Frasco pastillero de polietileno de baja densidad blanco.
¢) Liner de torque de 25 puntos
7.3.3 Reactivos
a) Alcohol 95°
b) Estandar de diosgenina = 93%
c) Acetato de etilo

d) Acido sulfurico concentrado
e) Anisaldehido



7.3.4 Cristaleria y material de laboratorio
e Balones volumétricos de 25, 50 y 100 mL
e Beackers de 50 y 100 mL
e Agitadores de vidrio
e Probetas de 50 mL
e Pipetas volumétricas de 1y 2 mL
e Tubos de ensayo
e Espétula de acero inoxidable
e Embudo
e Papelfiltro
e Bafo de Maria
7.3.5 Equipo
a) Encapsuladora manual
b) Camara de estabilidad acelerada
c) Estufa eléctrica
d) Balanza semi-analitica
e) Espectrofotometro Varian Cary 50 Bio
7.4 Métodos
7.4.1 Metodologia

10

El presente estudio de estabilidad acelerada se desarrollé de la siguiente

manera.

7.4.1.1 Preparacién de lotes pilotos

Se elaboraron tres lotes pilotos de 50 frascos por lote, cada frasco

con 30 capsulas de gelatina dura, conteniendo 0.375 g de rizoma de



11

Smilax regelii, cumpliendo con las directrices establecidas en las

buenas practicas de manufactura vigentes.

7.4.1.2 Acondicionamiento de Lotes pilotos

Se acondicionaron las capsulas de gelatina dura de rizoma de Smilax
regelii de cada uno de los lotes piloto, en frascos pastilleros blancos
de polietileno de baja densidad y cierre con tapa blanca de polietileno
de baja densidad y liner de torque de 25 puntos. Acondicionado
treinta capsulas por frasco. Los frascos con treinta capsulas

constituyeron las muestras a estudiar.

7.4.1.3 Tomay tratamiento de las muestras

Se realizé una recolecciéon al azar de quince frascos por cada lote
piloto, para un total de cuarenta y cinco frascos. Estos 45 frascos se
separaron en cinco grupos de nueve muestras (tres frascos con 30

cépsulas, por cada lote) cada uno.

Se tomé6 un grupo de muestras para ser analizadas. Este grupo se
considerara el tiempo 0 y no se someti6 al almacenamiento en

condiciones controladas.

El resto de grupos se almacenaron en camara de estabilidad, con
temperatura y humedad relativa controlada de 40 + 2 °C y 75 + 5%
respectivamente, por un periodo de 45, 90, 135 y 180 dias. En cada
uno de estos intervalos de tiempo se retiraron nueve frascos (tres por

lote), para ser analizados.

El andlisis en cada uno de los intervalos de tiempo (0, 45, 90, 135y
180 dias) consistid, principalmente en determinar la concentracion de
saponinas esteroidales como compuesto marcador de la estabilidad

de las céapsulas de Smilax regelii y los ensayos fisicoquimicos y
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microbioldgicos establecidos en el RTCA 11.03.56.09 Productos
Farmacéuticos. Productos naturales medicinales para uso Humano.

Verificacion de calidad.

7.4.1.4 Determinacién de concentracién de saponinas esteroidales

a. Preparacion solucién madre y curva de calibracion

i.Pesar 0.001 g de diosgenina = 93%

ii.Colocar la diosgenina en un baldon aforado de 100 mL

iii.Llevar a volumen con etanol 95°

iv.-Tomar alicuotas de 2, 4, 6, 8 mL y trasvasarlas a balones
aforados de 10 mL

v.Llevar a volumen los balones aforados de 10 mL con etanol 95°

vi.La curva de calibracién sera de concentraciones de 2, 4, 6,8y
10p/mL

b. Preparacion de los reactivos

i. Reactivo A: 0.5 mL de anisaldehido + 99.5 mL de acetato de
etilo
ii. Reactivo B: Acido sulfarico al 50% en acetato de etilo
iii. Acetato de etilo
iv. Blanco: 2 mL de acetato de etilo + 1 mL de Reactivo A + 1 mL

de reactivo B

c. Preparacion de las muestras

i. Tomar 20 capsulas de gelatina dura y vaciar su contenido
(rizoma de Smilax regelii) en un beacker y mezclar
ii. De la mezcla anterior pesar 0.375 g
iii. Colocarlos 0.375 g en un beacker de 100 mL y agregar 75 mL

de etanol 95°
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iv. Agitary calentar en bafio de Maria a 60° C por 20 minutos
v. Transferir una alicuota de 4 mL a un beacker de 5 mL y
evaporar a sequedad lentamente en bafio de Maria
vi. Enfriar a temperatura ambiente
vii. Afadir 1 mL de acetato de etilo, 1 mL de Reactivo Ay 1 mL
de Reactivo B
viii. Agitar y calentar a 60°C por 20 minutos
ix. Dejar enfriar durante 10 minutos
X. Leer en el espectrofotometro a 430 nm, utilizando la curva de
calibracién de diosgenina y el blanco. Tanto la curva y blanco
se prepararan de acuerdo al procedimiento expuesto en los

incisos iv al x.

7.4.1.5 Control de Calidad Fisicoquimico de las muestras

a. Caracteristicas organolépticas
e Se toman 20 capsulas y se realiza un andlisis visual de las
caracteristicas fisicas de las capsulas: color, olor,

consistencia.

b. Variacion de peso
e Tomar 20 capsulas
e Pesar individualmente cada capsula
e Elpeso individual de las cdpsulas debe encontrarse entre el
90 y 110 % del peso especificado (0.375 g).

7.4.1.6 Control de Calidad Microbioldgico de las muestras

Se determiné la ausencia de microorganismos en las capsulas de
gelatina dura sometidas a estabilidad en un laboratorio de control de
calidad externo. Los andlisis se realizaron en base a los limites
establecidos en el RTCA 11.03.56.09 Productos Farmacéuticos.
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Productos naturales medicinales para uso Humano. Verificacién de

calidad, los cuales son:

RECUENTO TOTAL| RECUENTO TOTAL
PRODUCTO RECUENTO TOTAL DE .
DE AEROBIOS DE HONGOS Y PATOGENOS
NATURAL ENTERO BACTERIAS
VIABLES LEVADURAS
Ausencia de:
Preparaciones de o Staphylococcus aureus
<10* <102 <102

Administracién oral e Escherichia coli
* Salmonella sp*

* Donde < 3NPM/g o < 10 UFC/g equivale a ausente (COMIECO, 2009)

7.4.1.7 Disefio de la investigacion

Esta investigacion es del tipo cuantitativo con alcance inicial
exploratorio, pues se determind la concentracibn de saponinas
esteroidales en capsulas de gelatina dura de Smilax regelii,
dependiendo del intervalo de tiempo al que fueron sometidas a

almacenamiento controlado.

Se trabajé con tres lotes pilotos, los cuales se analizaron por
triplicado (tres muestras) por intervalo de tiempo, en las cuales se

determiné la concentracién de saponinas esteroidales.

a) Analisis estadistico

Se determiné la concentracién de saponinas esteroidales para
cada una de las muestras por cada lote e intervalo de tiempo
analizado, por medio de la ecuacion de la curva de calibracion

del estandar de diosgenina.

b) Estadistica descriptiva

La evaluacion de resultados se llevé a cabo inicialmente por
medio de estadistica descriptiva, la cual incluye: Media y
desviacion estdndar de las concentraciones de saponinas

esteroidales, por lote e intervalo de tiempo.
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c) Andlisis de varianza (ANOVA)

Con los resultados de las medias de concentracion de
saponinas esteroidales por lote e intervalo de tiempo. Se realizé
analisis de varianza a un nivel a = 0.05, para confirmar que no

existen diferencias significativas entre lotes

d) Regresidén lineal de minimos cuadrados

Si el ANOVA confirmaba que no existe diferencias significativas
entre lotes; se combinaban los resultados de los tres lotes y se
sometian a regresion lineal por el método de minimos
cuadrados, para determinar los limites de confianza superior e
inferior y porcentaje de degradacion de las capsulas de gelatina
dura a partir de rizoma de Smilax regelii a los 180 dias.

Si el ANOVA confirmaba que existen diferencias significativas entre
lotes. Entonces los datos de todos los lotes no sustentan la
estabilidad de las cépsulas de gelatina dura de rizoma de Smilax

regelii en condiciones aceleradas.



8. RESULTADOS
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Luego que las muestras de los tres lotes fueron almacenadas en condiciones de

temperatura controlada de 40 + 2 °C y humedad relativa de 75 = 5 %HR y llevando a cabo

ensayos de control fisicoquimico, microbiolégico y cuantificacién de saponinas esteroidales

intervalos de 0, 45,90, 135 y 180 dias, se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla No. 1
Caracteristicas Fisicoguimicas y Microbiolégicas
LOTE Ensayo Especificacion Dia 0 Dia 45 Dia 90 Dia 135 Dia 180
Color Rojo-café Rojo-café Rojo-café Café Café Café
Consistencia Polvo Polvo Polvo Polvo Polvo Polvo
Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce
Olor e ol . i . .
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico  caracteristico
Variacion de peso 0.338-0.412g 0.374g 0.368 g 0.369 g 0.367 g 0.369 g
Concentracionde g, 444 g4 101.1 % 98.4 % 96.8 % 93.5 % 91.2 %
Saponinas
Conteo total <10* UFC 2400 UFC 3300 UFC 5100 UFC 5500 UFC 6800 UFC
AT <10% UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC
levaduras
Recuento total - _yp2 e <1ouFc <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC
Enterobacterias
Patégenos Ausente** Ausente** Ausente** Ausente** Ausente** Ausente**
Color Rojo-café Rojo-café Rojo-café Rojo-café Café Café
Consistencia Polvo Polvo Polvo Polvo Polvo Polvo
Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce
Olor e . e > P .
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico  caracteristico
Variacion de peso 0.338-0.412g 0.376¢g 0.372¢g 0.372¢g 0.371¢g 0.370¢g
Concentracionde g ;44 gqs 99.4 % 97.6 % 95.4 % 94.1 % 90.9 %
Saponinas
Conteo total <10* UFC 1900 UFC 2900 UFC 4700 UFC 5300 UFC 6500 UFC
R EITERs <10% UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC
levaduras
Recuento total - 2 e <iourc <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC
Enterobacterias
Patégenos Ausente** Ausente** Ausente** Ausente** Ausente** Ausente**
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Color Rojo-café Rojo-café Rojo-café Café Café Café
Consistencia Polvo Polvo Polvo Polvo Polvo Polvo
Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce
Olor . . o . - .
caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico  caracteristico
Variacion de peso 0.338-0.412g 0.373g 0.373g 0.368 g 0.376 g 0.371g
3 Concentracionde g4 ;44 g4 99.7 % 97.1% 96.7 % 93.6 % 90.5 %
Saponinas
Conteo total <10* UFC 2600 UFC 3100 UFC 5200 UFC 5700 UFC 6200 UFC
Hongos y <10% UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC
levaduras
Recuento total - 12 e <1ouFc <10 UFC <10 UFC <10 UFC <10 UFC
Enterobacterias
Patégenos Ausente** Ausente** Ausente** Ausente** Ausente** Ausente**
*100% = 19.0 ppm (ver tabla F en anexos) ** Donde < 3NPM/g 6 < 10 UFC/g equivale a ausente (COMIECO, 2009) (Fuente Propia, 2019)

Nota: Los resultados que observan en la tabla No. 1 que la coloracién del contenido sufrio
una variacién a partir del dia 90 para los lotes 1 y 3, mientras que el lote 2 presenta esta
variacion al dia 135. Tanto la consistencia, olor y variacion de peso se mantuvieron dentro
de las especificaciones. En cuanto a las caracteristicas microbiolégicas se observa que el
conteo total aumenta con el transcurso del tiempo sin salirse de especificaciones, sin
embargo, el conteo de hongos y levaduras, enterobacterias y patégenos se mantienen

constantes durante el estudio.

Tabla No. 2
Concentracion de Saponinas esteroidales

Concentracién de Saponinas esteroidales

L1 L2 L3

Tiempo (dias) [ppm]  %[]* [ppm]  %[]* [ppm]  %[]*

0 37.4 101.1 36.8 99.4 36.9 99.7
45 36.4 98.4 36.1 97.6 35.9 97.1
90 35.8 96.8 35.3 95.4 35.8 96.7
135 34.6 93.5 34.8 94.1 34.6 93.6
180 33.7 91.2 33.6 90.9 33.5 90.5

* []= Concentracién (Fuente Propia, 2019)
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Nota: Utilizando espectrofotometria UV-Vis, se determind la concentracion de saponinas

esteroidales presentes en las muestras de capsulas de gelatina dura de zarzaparrilla

(Smilax regelii), en cada uno de los tiempos de estudio, por el método desarrollado por

Baccou & Lambert. Utilizando para este fin una curva de calibracion (ver inciso 13.2, Tabla

E y Gréafica A en anexos), para obtener la concentracion de saponinas esteroidales presente

en las muestras (ver inciso 13.2, Tablas F y G en anexos).

Tablas No.3 -4

Andlisis de varianza (ANOVA)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
L1 15 533.8 35.58666667 2.50409524
L2 15 529.8 35.32000000 1.59028571
L3 15 530.2 35.34666667 1.67695238
ANALISIS DE VARIANZA
f Grados . - .
Origen de las Suma de de Promedio de Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados . los cuadrados (p) para F
libertad
Entre grupos 0.64711111 2 0.32355556 0.16818759 0.84576168 3.219942293
Dentro de los grupos 80.7986667 42 1.92377778
Total 81.4457778 44

(Fuente Propia, 2019)

Nota: Con los resultados de concentracion de cada lote en cada uno del tiempo se realizo

una prueba de hip6tesis con un nivel de a = 0.05, en donde la hipo6tesis nula, indicaba que

todas las medias son iguales y la hipétesis alternativa indica que no todas las medias son

iguales. EI ANOVA evidencié que no existe evidencia significativa que indique diferencia

dentro, ni entre cada uno de los tres lotes y pueden ser combinados (probabilidad (p) > a

(0.05))
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Grafica No. 1
Analisis de regresion lineal relacion entre [saponinas esteroidales] y paso del tiempo
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(Fuente Propia, 2019)
Tabla No. 5

Andlisis de Regresién Lineal relacion entre [saponinas esteroidales] y paso del tiempo

Resumen

Estadisticas de laregresién

0.980784804
0.961938832

Coeficiente de correlacion multiple

Coeficiente de determinacion R2

R? ajustado 0.95901105
Error tipico 0.674218804
Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de libertad Sumade cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresién 1 149.3517842 149.3517842 328.555464 1.30932E-10
Residuos 13 5.909422936 0.454570995
Total 14 155.2612072
Coeficientes  Error tipico Estadistico t Probabilidad (p) Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 100.1801802 0.301519815 332.2507348 6.27898E-27 99.52878622 100.8315741
Tiempo (m) -0.049582916 0.002735443  -18.12609897 1.30932E-10 -0.055492482 -0.04367335

(Fuente Propia, 2019)
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Ecuacion de la recta: y=-0.0496 x + 100.19

Resultado del andlisis de regresion: La regresion lineal es significativa (p <0.05)
Dia en el que se estima que la concentracién decaiga al 90%: 206 dias

Intervalo de confianza al 95% de la pendiente (m): (-0.055492482, -0.04367335)

Intervalo en el que se estima la concentracion decaiga al 90%: 184 a 234 dias

(Fuente Propia, 2019)

Nota: Al determinarse la igualdad entre los lotes en estudio (ver Tablas 3 - 4), se realiz6
regresion lineal de minimos cuadrados (Gréfica 1 y Tabla 5), utilizando para ello el
porcentaje de concentracion en cada tiempo (ver Tabla 2). Evidenciando que existe una
relacién entre la concentracion de saponinas esteroidales y el paso del tiempo, ya que se
obtuvo un valor de probabilidad (p) <0.05. Se estableci6 el intervalo de confianza al 95%
para la pendiente, se calculé el dia en el cual se espera que la concentracion alcance el

90% de la concentracion inicial y el intervalo de confianza para esta estimacion a 40 + 2°C.

Tabla No. 6

Célculo del porcentaje de degradacion

Concentraciones ajustadas con ecuacion de regresion lineal

TIEMPO (dias) []1 (% Saponinas esteroidales)
0 100.19
45 97.96
90 95.76
135 93.49
180 91.26

(Fuente Propia, 2019)

[To [ I
100.19% 91.26%

Calculo

[1; = 100
[lo

91.26% * 100%
100.19%

Porcentaje de degradacién = 100% —

%degradacion = 100% —

%degradacion = 8.91%
(Fuente Propia, 2019)
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Nota: Con la ecuacion determinada en la regresion lineal se procedié a determinar las
concentraciones ajustadas en cada uno de los tiempos. Con las cuales se realiz6 el calculo

del porcentaje de degradacion a los 180 dias de estudio.

Tabla No. 7

Estimacién de vida util

Datos

°T1 25°C k1 0.0204
T2 40 °C k2 0.0502

. _01G,
10% k()

I 0.1+100.19
0% = 0.0214

tios = 468.17 =~ 469

(Fuente Propia, 2019)

Nota: Para la estimacion de la vida Util a 25 °C se determiné el orden de reaccién (ver inciso
13.2, Tabla H en anexos) para la degradacion de saponinas esteroidales de zarzaparrilla
(Smilax regelii) en capsulas de gelatina dura. A partir de los datos obtenidos en la
determinacién del orden de reaccion a 40°C, se determiné la constante de velocidad (k)
para una temperatura de 25° (ver anexo tabla ). Conociendo el valor de k a 25°C, utilizando
la ecuacion de vida media para reacciones de orden 0, se estimé el tiempo en que la
concentracion de saponinas esteroidales alcanza el 90% de la concentracion inicial a 25°C,

siendo este de 469 dias (equivalente a 1 afio y 3 meses).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio, se evalud la estabilidad de capsulas de gelatina dura de rizoma de
Zarzaparrilla (Smilax regelii), tomado a las saponinas esteroidales como metabolito
marcador de estabilidad, cuantificando éstas en cada tiempo de estudio por medio de un
método desarrollado por J.C. Baccou, F. Lambert y Y. Sauvaire (1977). Para lo cual
utilizando diosgenina como estandar, se construy6 una curva de calibracion (ver inciso 13.2,
Tabla E y Gréfica A en Anexos) y asi determinar la cantidad de saponinas esteroidales

presentes en cada muestra de capsulas de gelatina dura

En el estudio de estabilidad también fueron evaluadas las caracteristicas fisicoquimicas y
microbioldgicas de las capsulas de gelatina dura de rizoma de zarzaparrilla (Smilax regelii),
se puede observar los resultados obtenidos versus las especificaciones de calidad de cada
caracteristica en la Tabla No. 1, presentando los resultados de los tiempos 0 a 180 dias.
Una de las caracteristicas evaluadas fue el conteo total de microorganismos el cual se
observa que cronolégicamente va en aumento respecto al tiempo inicial (dia 0), sin
embargo, durante el tiempo de estudio ninguna caracteristica evaluada sali6 de las
especificaciones establecidas. Evidenciando que las capsulas de gelatina dura de rizoma
de zarzaparrilla (Smilax regeli) mantienen sus caracteristicas fisicoquimicas vy

microbioldgicas.

La cuantificacion de saponinas esteroidales se llevo a cabo en las muestras iniciales de los
tres lotes pilotos, por triplicado (ver inciso 13.2, Tabla No. F en anexos), con las cuales se
estableci6 la concentracioén inicial de 37.0 ppm, la cual represent6 el 100% para el presente
estudio. Posteriormente de la misma manera se realiz6 la cuantificacion por triplicado a los
45, 90, 135 y 180 dias de ser expuestas las muestras a condiciones ambientales

controladas (ver Tabla 2 en resultados).

Obtenidas las concentraciones de saponinas esteroidales de los tres lotes en cada uno de
los tiempos de estudio, se realiz6 un analisis de ANOVA con un nivel de a igual a 0.05, con
el fin de determinar si existia diferencia significativa entre las muestras por lote y entre los
lotes estudiados, que pudieran no sustentar la estabilidad de las capsulas de gelatina dura.

Como se observa en las Tablas No. 3-4, el analisis evidencié que el valor p (probabilidad)
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0.83 es mayor a a (0.05), lo que indica que no existe diferencia estadisticamente

significativa entre cada una de las muestras por lote, ni entre los tres lotes evaluados.

Por lo que se combinaron los datos de todos los lotes por tiempo de evaluacion y se realiz
un analisis de regresion lineal por minimos cuadrados, con él cual se determiné inicialmente
gue existe una relacién significativa entre la concentracién de saponinas esteroidales y el
tiempo, debido a que el valor p (probabilidad) para la pendiente es menor al nivel de
significancia (a) de 0.05, disminuyendo la concentracion a medida que avanza el tiempo

(ver Tabla No. 5 y Grafica No.1 en resultados).

Se determiné el tiempo en el cual las capsulas de gelatina dura de rizoma de zarzaparrilla
(Smilax regelii) alcanzan la concentracion del 90% (limite inferior de la especificacion
establecida) a la temperatura de estudio 40 + 2 °C, es de 206 dias, con un intervalo de
confianza del 95% la concentracién de saponinas esteroidales disminuira entre los dias 184
a 234. También se determind que el porcentaje de degradacion de saponinas esteroidales
obtenido durante el periodo de estudio a 40 + 2 °C fue de 8.91% (ver Tabla No. 6 en
resultados). A lo largo del estudio la concentracién de saponinas esteroidales en cada uno
de los lotes se mantiene dentro de las especificaciones, confirmando la hipotesis

establecida al inicio del estudio.

Puesto que la finalidad de los estudios de estabilidad acelerada es estimar el tiempo de
vida util de un medicamento a temperatura ambiente (25°C), se realizé la estimacién de
ésta. Por lo que era necesario conocer la constante de velocidad a dicha temperatura. Para
poder determinar la constante de velocidad (k) a 25°C, se debe determinar el orden de la
reaccion, para la degradacion de saponinas esteroidales, encontrandose que esta reaccion
es de orden cero (ver inciso 13.2, Tabla H y Gréficas B - C en anexos), que indica que la

misma no depende de la concentracion de saponinas esteroidales inicial.

Conociendo el orden de reaccién, utilizando de Arrhenius linealizada se procedié a
encontrar el valor de la constante de reaccién a 25°C, como se observa en la tabla | en
anexos. Es importante remarcar que debido al disefio del estudio que consideraba
Unicamente una temperatura (40 + 2°C), no era posible utilizar la ecuacién de Arrhenius

para determinar la velocidad de reaccion, debido a que la misma requiere por lo menos de
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dos valores de temperatura experimentales para determinar la energia de activacion,
necesaria para despejar los valores k de las constantes de velocidad. Por lo anterior se
utilizé la energia de activacion de la diosgenina determinada por Fei-xiong et al. en 2013
como referencia para la determinacién del valor k a 25°C. Una vez determinada la constante
de velocidad a 25°C, utilizando la ecuacién de vida util para reacciones de orden cero, se
estimo el tiempo de vida util para las capsulas de gelatina dura de zarzaparrilla (Smilax
regelii) en condiciones de almacenamiento de 25 °C, siendo esta de 469 dias equivalentes

a lafoy 3 meses.
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10. CONCLUSIONES

Las cépsulas de gelatina dura de rizoma de zarzaparrilla (Smilax regelii) mantienen
sus caracteristicas fisicoquimicas al finalizar los 180 dias almacenamiento a
temperatura de 40 + 2 °C y humedad relativa de 75 + 5 %HR.

Las capsulas de gelatina dura de rizoma de zarzaparrilla (Smilax regelii) mantienen
sus caracteristicas microbiolégicas al finalizar los 180 dias almacenamiento a
temperatura de 40 + 2 °C y humedad relativa de 75 = 5 %HR.

La concentracién de saponinas esteroidales en las capsulas de gelatina dura de
rizoma de zarzaparrilla (Smilax regelii), se mantiene dentro de las especificaciones
establecidas al finalizar los 180 dias almacenamiento a temperatura de 40 £ 2°Cy
humedad relativa de 75 £ 5 %HR.

El tiempo estimado en el cual las capsulas de gelatina dura de rizoma de
zarzaparrilla (Smilax regelii) alcanzan una concentracion de saponinas esteroidales
del 90% a 40°C es de 206 dias (7 meses).

El tiempo estimado en el cual las capsulas de gelatina dura de rizoma de
zarzaparrilla (Smilax regelii) alcanzan una concentracion de saponinas esteroidales
del 90% a 25°C es de 469 dias (1 afio y 3 meses).
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11. RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio de estabilidad acelerada utilizando por lo menos dos nuevas
temperaturas de almacenamiento, con el fin de obtener una estimacion de la vida
atil, mas ajustada a la reaccion de degradacion estudiada (Estudios de estrés,
OMS).

Realizar el estudio de estabilidad acelerada en donde se incluya un nuevo
metabolito secundario (alcaloides) o se verifique la actividad terapéutica, como

parametro marcador de la estabilidad.

Realizar un estudio de estabilidad a largo plazo, para determinar si existen cambios
en la concentracibn de saponinas esteroidales, en condiciones normales de

almacenamiento.
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13. ANEXOS

Marco Tedérico

13.1.1 Descripcion de la planta a utilizar
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Nombre Cientifico: Smilax regelii Killip et Morton

Familia: Smilacaceae

Nombres Comunes: Bejuco de la vida, Cocolmeca, China root, Diente de
Chucho, Palo de la vida. (Céaceres, 2009; Pahlow, 1996)

Sinénimos: Smilax grandifolia Regel y Smilax ornata Hoot. (Applequist,

2005)

Habitat y distribucion

Planta que crece en las selvas
perennifolias nativa de México y los
paises centroamericanos de
Guatemala, Honduras; el Salvador y
Nicaragua. (Caceres, 2009; Fischer
& Hartwich, 2003; Morton, 1962;
Pahlow, 1996)

Descripcion botanica

Arbusto trepador con un rizoma
vigoroso del que parten numerosas
raices de varios metros de largo. Los
tallos son tetragonos y provistos de
espinas. Las hojas miden hasta 35
cm de largo, tienen forma

acorazonada y tienen un pedunculo

Imagen 1

Srmilax regelii
(A) Habito del tallo floral y hojas adheridas;
(B) Hoja de forma diferente; (C) Estambre,
(D) Flor estaminada; (E) Pistilo floral:
(F) Porcion del tallo mostrando espinas

Imagen 1 Smilax regelii (Caceres, 1996)
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de 3a 7 cm que se ensancha en su parte inferior en forma de vaina. Brotan
aqui a ambos lados zarcillos. Las flores, dispuestas en umbelas, son
blancas y el fruto que se desarrolla de ellas en una baya roja esférica.
(Caceres, 2009; Pahlow, 1996)

Recoleccién

Se desentierran las raices y se liberan del rizoma nudoso. Se las corta en
trozos de 50 a 75 cm de largo, y se les deja secar al aire. Una vez secas

se les puede doblar. (Pahlow, 1996)

Denominacién farmacolégica

Raiz = Sarsaparillae radix. (Pahlow, 1996)

Composicion quimica

Contienen alcaloides, aceite esencial, esteroles insaturados, glicésidos
esferoidales (saponinas, cardendlidos, bufadiendlicos), flavonoides,
leucoantocianinas, taninos, polifenoles, resinas, azlicares y grasas;
ademas agliconas esferoidales (parrillina, sarsapogenina, smilagenina).
(Caceres, 2009; Mukherjee, 2002)

La actividad antimicrobiana y diurética se atribuye a las saponinas. La
sarsapogenina y los flavonoides son antiinflamatorios y las antocianinas
son antioxidantes. El extracto etandlico ha presentado de 1.8 a 3% de

saponinas esteroidales. (Caceres, 2009; Martins, et al., 2014)

Indicaciones terapéuticas

Posee actividad antirreumética, antiinflamatoria, antioxidante, diurética y

ténica por lo que esta indicado para el tratamiento de artritis, reumatismo
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cronico, decaimiento, lepra y disuria, por via oral. Por su actividad
antifingica, antipruritica, cicatrizante y desinflamante se recomienda su
uso topico en el tratamiento de psoriasis, eczema y otras afecciones

cronicas de la piel. (Caceres, 2009; Mukherjee, 2002)

e Toxicologia

La administracion aguda (0.5 a 3.0 g/Kg) del extracto no produjo efectos
toxicos en ratones después de 24 horas. La administracion crénica (100
mg/Kg durante 90 dias), no produjo sintomas ni cambios de peso o

sanguineos sugestivos de toxicidad. (Rafatulla, Mossa & Al-Yahya, 1991)

e Dosis y presentaciones

Administrar 2-3 veces/dia durante 4-6 semanas a dosis de:

= Decoccion de 1-5 g/taza
= Tintura 1:10 en alcohol 35%; 3-8 mL
= Extracto liquido en alcohol al 20%: 4-8 mL
= Cépsulasde 0.3-1.5¢g
(Caceres, 2009)

13.1.2 Saponinas

Las saponinas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal. Su
estructura contiene una anglicana esteroidal o triterpenoide, también
conocida como saponina y una o mas cadenas de azUcar. Debido a la
diversidad estructural en este grupo, se pueden observar diversas
propiedades fisicoquimicas y biolégicas que son aplicada de manera

tradicional o industrial. (Giigli-Ustiindag & Mazza, 2007).

Uno de los usos industriales que se les ha dado a las saponinas esteroidales,

es utilizarlos como precursores unicos de muchos medicamentos esteroides
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tales como hormonas sexuales, corticoides, contraceptivos orales y
diuréticos. (Martinez, 2001)

Entre las actividades biolégicas atribuidas a las saponinas esteroidales que
se han reportado se encuentran: Actividad analgésica, anti alérgico,
antiedematoso, antiexudativo, antifingico, antigenotdxico, efecto
hepatoprotector, antiinflamatorio, antimicrobiano, antimutagénico,
antiobesidad, antioxidante, antiparasitario, antiflogistico, antiprotozoario,
antipsoriatico, antipirético, antiespasmaodico, antitromboéticos, antitusivo
(aliviar o prevenir la tos, antiulceroso, antivirulento, quimiopreventivo,
citotoxico, diurético, efecto en la absorcion de minerales y vitaminas, efecto
en el comportamiento cognitivo, efecto en la amnesia inducida por etanol,
efecto sobre la hiperactividad inducida por morfina / nicotina, expectorante,
hemolitico, hipocolesterolémico, hipoglicémico, efectos inmunoestimulantes,
aumentar la permeabilidad de las células de la mucosa intestinal, inhibir el
transporte de nutrientes activos, neuroprotector, reduccion en la absorcion
de grasas y sedante. (Giicli-Ustiindag & Mazza, 2007; Martinez, 2001;
Rafatulla, et. al, 1991).

El descubrimiento de estos efectos ha permitido que productos compuestos
por extractos de saponinas o plantas que contienen esta molécula, se han
patentado para la prevencion o tratamiento de condiciones como inflamacién,
alcoholismo, pre y post sintomas menopausicos, enfermedad cardio vy

cerebrovascular e hipertension. (Giicli-Ustiindag & Mazza, 2007).

Céapsulas de Gelatina Dura

Las capsulas son formas farmacéuticas solidas que contienen principios
activos dentro de un a cubierta soluble, ya sea esta blanda o dura. Por lo
general estéd cubierta esta formada por gelatina y, aunque esta puede ser
también de almidén. (The United States Pharmacopeia Convention (USP),
2009)
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Las capsulas de gelatina dura también son denominadas cdpsulas de llenado
en seco, se caracterizan por estar conformadas por dos secciones, llamadas
cuerpo y cabeza, las cuales tienen ranuras moldeadas que facilitan el cierre
perfecto para cubrir por completo la formulacion realizada. Son una de las
formas farmacéuticas mas antiguas y versatiles. Por lo general estan
fabricadas con gelatina con poder gelificante relativamente alto,
preservantes, saborizantes, tensioactivos, colorantes FD&C y un contenido
normalmente entre el 12 y 16% de agua, en tamafos estandares, desde la
No. 5 gue es la mas pequefia hasta la No. 000 que es la mas grande. Sin
embargo, por la dificultad para poder ingerirlas, las capsulas No. 00 son el
mayor tamafo aceptado por los pacientes. (Bhatt & Aggrawal, s.f.; Gennaro,
2003; Stegeman, 2002; USP, 2009; The United States Pharmacopeia
Convention (USP), 2017)

Figura A

Figura A Tamafio de Capsulas

(Remington, 2003)

Durante las operaciones de llenado (encapsulado), suelen ser llenadas con

polvos o granulos. (USP, 2009)

Tabla A

Especificaciones de las Capsulas de Gelatina dura por Tamafio

Tamafio Diametro Altura o largo de Volumen Pesos de llenado estandar (mg),
exterior (mm) cépsula cerrada (mm) real (mL) polvos con densidad 0,70
000 9.91 26.14 1.37 960
00 8.53 23.30 0.95 665
0 7.65 21.70 0.68 475
1 6.91 19.40 0.50 350
2 6.35 18.00 0.37 260
3] 5.82 15.90 0.30 210
4 5.31 14.30 0.21 145
5 4.91 11.10 0.13 90

(Bhatt & Aggrawal, s.f.)
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Ventajas de las Capsulas

= Enmascaran los sabores y olores desagradables de los principios activos,
por lo que facilitan la administracion

= Son econOmicas

= Por sus caracteristicas fisicas son inertes, de facil y rapida digestién en el
tracto gastrointestinal

= Por su composicién proveen proteccion de la luz

(Bhatt & Aggrawal, s.f.; Stegeman, 2002)

Desventajas de las Capsulas

= No pueden ser llenadas con materiales higroscépicos ya que se
degradan con mayor facilidad, reblandeciendo o rompiendo la capsula.
= Necesitan condiciones éptimas de almacenamiento
(Bhatt & Aggrawal, s.f.; Stegeman, 2002)

Estabilidad

La estabilidad es la capacidad de un producto farmacéutico en particular, de
mantener las especificaciones fisicas, quimicas, microbiolégicas
terapéuticas y toxicoldgicas, al ser almacenados en condiciones normales de
temperatura y humedad. Durante el tiempo en que este se mantiene en el

mercado.

Los estudios de estabilidad tienen el fin de determinar el tiempo de vida til
de un medicamento en el envase primario en el cual se comercializara, en
condiciones ambientales de almacenamiento especificas. Estos estudios se
dividen en estudios de estabilidad acelerada y estudios de estabilidad a largo
plazo o tiempo real. (COMIECO, 2010)

Algunas de las principales diferencias entre estos tipos de estudio de

estabilidad se encuentran, el tiempo y condiciones de almacenamiento a las



37

cuales se realizan, siendo los estudios de estabilidad acelerados disefiados
con el fin de aumentar la tasa de degradacion quimica o fisica de un

medicamento, por medio de condiciones extremas de almacenamiento.

Para el desarrollo adecuado de los estudios de estabilidad se debe tomar en
cuenta, las zonas climaticas establecidas por la OMS, las cuales han sido
separadas segun valores medios de temperatura y humedad relativa,
monitoreados en distintas ciudades especificas. Entrando Guatemala en la
zona climatica IVb. Es de importancia conocer que los estudios de estabilidad
acelerada son una fuente inicial para establecer el tiempo de caducidad de
un medicamento, sin embargo, estos deben ser reforzados por estudio de
estabilidad a largo plazo. (COMIECO, 2010; The United States
Pharmacopeia Convention (USP), 2007)

Tabla B

Condiciones Estudios de Estabilidad Acelerados

TIEMPO 6 MESES (180 DIAS)

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO FRECUENCIA DE ANALISIS
40° C £2° C con 75 % + 5 % de humedad glglfjlizls
relativa para formas farmacéuticas solidas ;
180 dias
40° C + 2° C para formas farmacéuticas ;8'3}2"5
liquidas y semisolidas 180 dias

(COMIECO, 2010)

Tabla C

Condiciones para realizar estudios de estabilidad a largo plazo

Se almacenaran en condiciones de almacenamiento para zona climatica IVb (30 +2°C y

75 +5% HR), realizando un analisis segun el siguiente cuadro:

PERIODO FRECUENCIA DE ANALISIS

Primer afio Tiempo Inicial, tiempo intermedio y 12 meses.
Segundo afio 24 meses

Tercer afio Cada 12 meses hasta un maximo de 5 afios.

(COMIECO, 2010)
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13.1.5 Aspectos de cinética quimica

La Cinética Quimica estudia la velocidad de las reacciones quimicas. Esta
depende de diferentes factores entre los cuales se encuentra la temperatura
(T). Muy frecuentemente, la velocidad de las reacciones quimicas se puede

expresar a través de una ecuacioén cinética similar a (Levine, 2014):

v = k[A]"[B]™

Ecuacién 1 Ecuacion cinética: velocidad de reaccion

Donde k es la constante cinética, A y B los componentes del medicamento y
ny m es el orden de reaccidén respectivamente. Ni la concentraciéon de
componentes ni el orden de reaccion dependen de la temperatura, por lo
tanto, concluimos que si la velocidad de reaccién depende de la temperatura
es porgue la constante cinética k depende de la temperatura. Para muchas
reacciones, esta dependencia de k respecto de la temperatura se puede
expresar segln una ecuacién empirica, la ecuacion de Arrhenius (Levine,
2014; Logan, 2000).

k = Ae—Ea/RT

Ecuacién 2 Ecuacion de Arrhenius

Segun esta ecuacion, k aumenta de modo exponencial cuando aumenta la

temperatura.

La estabilidad de medicamentos experimenta procesos que se asocian con
reacciones quimicas y pueden ser explicadas por un sistema de ecuaciones

propias de la cinética quimica.
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13.1.6 Orden de reaccién

El orden de reaccién este definido como la suma de los exponentes de las
concentraciones en la ley de velocidad de reaccion. Este es también llamado
orden total de reaccion, pues el orden depende del reactivo que se analice.

Dado por la ecuacién 1. (Levine, 2014)

En los estudios de estabilidad de medicamentos, se pueden presentar
situaciones en las cuales la degradacion sera constante independientemente
de la concentracion (orden 0), proporcional a la concentracién (orden 1) o
depender de la concentracion de varios componentes (orden 2). Por ello es
conveniente conocer el orden de reaccion dado que la velocidad de reaccion

se ve afectado este.
13.1.6.1 Reacciones de orden cero

En este tipo de reacciones, la descomposicion del farmaco es

independiente de su concentracion, viene dada por la ecuacion:

ac

— =k
dt 0

Cuya integracion conduce a:

Cct Ct
f dC = —k, j dt
Co Co

Ct - CO = _kot
Ct = CO - kot

Dénde Co es la concentracion inicial de farmaco. Y por tanto a una

variacioén lineal de la concentracién con el tiempo.
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Una representacion lineal permite determinar ko a través de su
pendiente. Muchas de las reacciones de degradacion que se

presentan en estado sélido o en suspension son de orden 0.
El tiempo de vida media seria:

Co

ti2 = 2kg

Ecuacion 3 Vida media orden de reaccion cero
Y la vida util seria:
0.9Cop = Cp — kotigy
kotioy, = 0.1Co

016
10% — ko

Ecuacién 4 Vida util orden de reaccién cero

Figura 2
o NCo
‘©
o
c
[} m=-
Q
c
@]
@)
Tiemp

Figura 2 Gréfica de una reaccién de orden cero

(Cordoba, Cordoba & Lozano, 2012; Logam, 2000)
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13.1.6.2 Reacciones de primer orden

Las reacciones de primer orden son dependientes de la
concentracion de los reactivos. Se considera la situacion mas
comun; una degradacién con una reaccién de primer orden depende

de la concentracién de principio activo.

Dada por la ecuacion:

dC_ k. C
dat ~ !

La integracion de esta ecuacion conduce a una expresion

CtdC f
= = —k fdt
[, 7=

0

logaritmica:

lnCt_lnCO = _klt

ln Ct = ln CO - klt
Representando In [C] frente al tiempo se obtiene una recta de
pendiente igual a - k y con ordenada en el origen igual a In [Co]. En
procesos gobernados por leyes de primer orden la concentracion de
reactivo, C, disminuye exponencialmente y, de manera simultanea,
la concentracion de producto aumenta también exponencialmente.

C=Cye ¥t

C=Co(1—e™™)

Por tanto, es un proceso dependiente de la concentracién, al

determinar tiempo de vida media tendriamos:



E — Coe—kt/Z

2

Y, por tanto, la vida media viene dada por:

In2
2 =T

Ecuacioén 5 Vida media primer orden de reaccion

Para la vida util seria;
1n(09C0) = lnCO - kltlo%

kltlo% = lnCo - 1n(09C0)

C
ln( ° >=ln1.1

0.9C,

In1.11

t109 = T
1

0.105

t1oy = k—1

Ecuacién 6 Vida media primer orden de reaccion

Figura 3
LnCo

m=-k1

In(Concentraci6

Tiempo

Figura 3 Gréfica de una reaccién de primer orden
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(Cordoba, Cordoba & Lozano, 2012; Levine, 2014; Logan, 2000)
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Tabla D

Ecuaciones por orden de reaccion

Orden De Forma Integrada De Vida Media (Semivida

Reaccién Ecuacion De Degradacion) Vida util
Co 0.1C,

Cero C=C,—kyt ti2 = 2_k0 t1o0s = T
Primer C=Coe™ _In2 . _0105
InCr =1InCy — kyt tiz =~ 0% =

Nota: En la Tabla D se observa un resumen de las ecuaciones de vida media

y vida util para cada orden de reaccion

13.1.7 Factores gque afectan ala velocidad de las reacciones

Existen varios factores que afectan la rapidez de una reaccién quimica: la
concentracion de los reactivos, la temperatura, la existencia de catalizadores
y la superficie de contactos tanto de los reactivos como del catalizador. Los

catalizadores pueden aumentar o disminuir la velocidad de reaccion.
13.1.7.1 Temperatura

Por norma general, la rapidez de reaccibn aumenta con la
temperatura porque al aumentarla incrementa la energia cinética de
las moléculas. El efecto de la temperatura en la constante de
velocidad, k, viene indicada por la ecuacion de Arrhenius, ecuaciéon
2.

k = Ae—Ea/RT

Dénde:

A = Factor de frecuencia (cte)

Ea = Energia de activacion

R = Constante de los gases (8.3146 J* K mol-1)
T = Temperatura en grados Kelvin
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La temperatura provoca que el valor de k se duplique o triplique por

cada 10 °C que aumente

La energia de activacion (Ea) esta relacionada con la barrera de
energia que deben superar los reactivos para transformarse en
productos, por lo que un valor elevado de la misma provoca un valor
reducido de k y por lo tanto de v. Sus dimensiones son de energia

por cada mol.

El factor preexponencial o factor de frecuencia (A) tiene las mismas
unidades que k. El modo més cémodo de trabajar con la ecuacion
de Arrhenius es transformarla en su forma linealizada. Si se aplican

logaritmos naturales a ambos lados de la igualdad, se obtiene:

Ea 1

Ink=InA— ——=
n n R T

Ecuacion 7 Ecuacion de Arrhenius linealizada

Esta es la ecuacion de una linea recta, donde Y es Ink, X es 1/T, la
ordenada en el origen es In Ay la pendiente es —Ea/R. En la figura

4 se muestra una representacion de dicha linea recta.

Figura 4

T

m = -E4/R

Ln k

Figura 4 Dependencia lineal de In k respecto a 1/T

Por lo tanto, a partir de una tabla de valores de k frente a T sera

sencillo obtener el valor de Ea. Simplemente habra que afadir dos
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columnas a la tabla de Ink y 1/T, representar la primera frente a la

segunda y hallar el valor de la pendiente, del cual despejaremos Ea.

Otro modo alternativo de trabajar con la ecuacion de Arrhenius es
considerar solamente dos puntos de dicha recta. Asi, a una
temperatura T1 la constante cinética tomaria un valor ki1, y del
mismo modo para el par de valores T2-k2. Escribiendo la ecuacion
de Arrhenius linealizada para ambos puntos, y restando ambas

ecuaciones se obtendria:

ky Ea/1 1
)-S5
k, R\T, T,

Ecuacion 8 Ecuacion de Arrhenius linealizada para dos pares de valores
T-k

(Cordoba, Cordoba & Lozano, 2012; Levine, 2014)
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13.2 Datos fase experimental

TABLAE
Curva de calibracién estandar de diosgenina

Concentracion de

Estandar diosgenina (ppm) Absorbancia (ABS)
1 2 0.1062
2 4 0.1893
3 6 0.2742
4 8 0.3490
5 10 0.4382
Coeficiente de determinacion 0.9995
Ecuacién de regresion y = 0.0412x+0.024

(Fuente Propia, 2019)

Analisis de Regresion Lineal de la curva de calibracion

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién maltiple 0.999741295
0.999482656
0.999310208
0.003421452

5

Coeficiente de determinacion R?2
R? ajustado
Error tipico

Observaciones

ANALISIS DE VARIANZA CURVA DE CALIBRACION

Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los E Valor critico
cuadrados deF
Regresion 1 0.06784817 0.06784817 5795.85145 4.9949E-06
Residuos 3 3.5119E-05 1.1706E-05
Total 4 0.06788329
Coeficientes Error tipico Estadistico t Pmb?s)'“dad Inferior 95%  Superior 95%

Intercepcién 0.02427  0.003588449 6.763367568 0.006604145 0.012849954  0.035690046

Conc(zgtr;a;c'o” 0.041185 0.000540979 76.13048961 4.99488E-06 0.039463363  0.042906637

(Fuente Propia, 2019)
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GRAFICA A
Curva de calibracion del estandar de diosgenina

0.4500 =
0.4000 y =0.0412x + 0.0242
0.3500 R% = 0.9995 &
0.3000
102500
< 0.2000 &
0.1500
0.1000 o
0.0500

0.0000
0 2 4 6 8 10 12
pg/L (ppm)
(Fuente Propia, 2019)

Ecuacion utilizada para encontrar la concentracion de las muestras

y = mx+b
En donde:
y = absorbancia
X = concentracion
m = 0.0412
b= 0.0242

Nota: Se realizé una curva de calibracion (Tabla A) con estandar de diosgenina
a las concentraciones observadas en la tabla E, utilizando el método desarrollado
por Baccou & Lambert, por espectrofotometria UV-Vis. Para determinar la
concentracion de saponinas esteroidales en capsulas de gelatina dura de
zarzaparrilla (Smilax regelii). Para poder utilizar esta curva de calibracion se
realiz6 un analisis de regresion lineal en el cual se obtuvo un coeficiente de
correlacion de 0.9997 que indica una relacion lineal entre la concentracion y
absorbancia de los estandares; asi como un valor F experimental > F critico, que
indica que existe una correlacion lineal significativa de los datos (Asociacion
Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI), 2001), lo que permite la

utilizacién de la curva.
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Tabla F
Determinacion de concentracion inicial (Tiempo 0)

Lote Muestra L(lgrl)r:]nli Media (ppm)
L1 mx1 38.7
L1 mx2 36.0 37.4
L1 mx3 37.5
L2 mx1 37.3
L2 mx2 37.5 36.8
L2 mx3 35.5
L3 mx1 36.2
L3 mx2 36.4 36.9
L3 mx3 38.1
Media 37.0 ppm

(Fuente Propia, 2019)

Nota: La concentracion media de los tres lotes estudiados 37.0 ppm de saponinas
esteroidales equivalen al 100% de concentracion para el presente trabajo de

investigacion.

Tabla G
Concentracién de Saponinas esteroidales tiempos 0, 45, 90, 135y 180

Lote Muestra Abs pg/mL (ppm) Media (ppm) Concentracion de Saponinas (%)

TO
mx1 1.6195 38.7
L1 mx2 1.5085 36.0 37.4 101.1
mx3 1.5678 37.5
mx1 1.5589 37.3
L2 mx2 1.5674 375 36.8 99.4
mx3 1.4862 35.5
mx1 1.5169 36.2
L3 mx2 1.5239 36.4 36.9 99.7
mx3 1.5958 38.1
T45
mx1 1.5872 37.9
L1 mx2 1.5154 36.2 36.4 98.4
mx3 1.4717 35.1
mx1 1.4793 35.3
L2 mx2 1.5337 36.6 36.1 97.6
mx3 1.5255 36.4
mx1 1.5063 36.0
L3 mx2 1.5160 36.2 35.9 97.1

mx3 1.4894 35.6
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T90
mxl  1.5054 36.0
L1 mx2 15228 36.4 35.8 96.8
mx3  1.4663 35.0
mxl  1.4830 35.4
L2 mx2  1.4525 34.7 35.3 95.4
mx3  1.4972 35.8
mxl  1.4912 35.6
L3 mx2  1.5152 36.2 35.8 96.7
mx3  1.4855 35.5
T135
mxl  1.4728 35.2
L1 mx2  1.4435 34.4 34.6 93.5
mx3  1.4352 34.2
mxl  1.4620 34.9
L2 mx2  1.4797 35.3 34.8 94.1
mx3  1.4334 34.2
mxl  1.4423 34.4
L3 mx2  1.4601 34.9 34.6 93.6
mx3  1.4484 34.6
T180
mxl  1.4123 33.7
L1 mx2  1.3939 33.2 33.7 91.2
mx3  1.4378 34.3
mxl  1.4158 33.8
L2 mx2  1.4180 33.8 33.6 90.9
mx3  1.3968 33.3
mxl  1.3981 33.3
L3 mx2  1.4152 33.8 33.5 90.5
mx3  1.4011 33.4

(Fuente Propia, 2019)

Nota: Se determind la concentracion de saponinas esteroidales de cada una de las

muestras por lote en cada intervalo de tiempo, utilizando para ello la ecuacion de

recta obtenida de la curva de calibracién, con lo que se determinaron la ppm de

saponinas esteroidales a partir de la absorbancia (Abs) obtenida en la prueba

espectrofotométrica. También se transformd la concentracion de ppm a % [ ], para

lo cual con fines de la investigacion se tomé la concentracion inicial promedio de 37

ppm como el 100%.



50

TABLAH
Determinacion de orden de reaccion
Saponinas GraficaB Orden 0
Esteroidales 102 o
, 100 v =-0.0496x + 100.19
Tiempo %] ] In[] o 93 X R? = 0.963
0 101.1 4.6159 9% S 0
= O
0 99.4 45988 X oy ]
0 99.7 4.6025 92 @
45 98.4 4.5888 %0
88
45 97.6 4.5805 0 50 100 150 200
45 97.1 4.5759 Dias
90 96.8 4.5722 Gréfica C Orden 1
4.65
90 95.4 4.5581
y =-0.0005x + 4.6077
90 96.7 45713 )4 R2=0.9617
46 © 35
135 93.5 45381 = &
X o
135 94.1 45439 7. o, X
135 93.6 4.5391 o
180 91.2 4.5127 45 8
180 90.9 4.5098 0 >0 100 150 200
Dias
180 90.5 4.5058

(Fuente Propia, 2019)

Parametros Orden Cero Primer Orden

b 100.19 4.6077

m -0.0496 -0.0005

R? 0.9630 0.9617
Conclusion Se considera de orden cero

(Fuente Propia, 2019)

Nota: Al determinarse la igualdad entre los lotes en estudio y la posibilidad de
combinarlos, se determiné el orden de reaccién, construyendo para ello graficas de
regresion lineal para cada orden. Para orden cero se utilizaron los % [ ] de saponinas
esteroidales y para el orden uno se utilizé el logaritmo natural (Ln) % [ ]. Para
establecer el orden de reaccion se compararon los coeficientes de determinacion
R?, siendo el mas cercano a 1, el que determina el orden de reaccién. Solo se tomd
en cuenta el orden de reaccién cero y uno, y no asi el dos debido a que son pocas

las moléculas que siguen este orden de reaccion.



TABLA |
Determinacion de vida util

Datos
°T1 25°C T1 298.15 K
°T2 40 °C T2 313.15K
k1 Determinar Ln ki1 Determinar
k2 0.0502 Ln ko -2.9917
Ea* 44100 J mol-t R 8.3145 J * K mol!

*Energia de activacion de la diosgenina determinada por Fei-xiong et al, 2013

(Fuente Propia, 2019)

Ea 1 Ea 1
lnklzlnA—F*T—1 lnk2=lnA—?*T—2
kl Ea /1 1
e
K, R\T, T,

Ink Ink Ea(l 1)
=M ==\, "7,
Ink Ea(l 1)+1 Kk
Ma==p\r,"1,) """
| 44100 «mol”? (TZ—Tl) 29917
M= 783145 ] « KmolI\T, +T,) =

44100 J * mol~! ((313.15 — 298.15)K

Ink, = —
k1=~ 83145) +Kmol T \(298.15 + 313.15) K

)— 2.9917

Ink; = —0.8521 — 2.9917
Ink, = — 3.8438

— A—3.8438
ki=e

k, = 0.0214
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Nota: Para poder determinar la vida util de las cdpsulas de gelatina dura de

zarzaparrilla (Smilax regelii) a 25°C. Se determind la constante k a esta temperatura.

Al no poderse determinar la energia de activacion, debido a que el estudio se realiz6

a una Unica temperatura, se utiliz6 como referencia la energia de activacion de la

diosgenina determinada por Fei-xiong et al. Utilizando la forma linealizada de la

ecuacion de Arrhenius, por medio de la resta de esta ecuacion entre temperaturas

1y 2, donde se obtuvo un valor de K a 25°C de 0.0214.
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