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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se abordan los resultados obtenidos de los estudios fisico-
qguimicos realizados a extractos acuosos obtenidos de las hojas de Capraria biflora
L. con vistas a la formulacién de un jarabe con posible accion gastroprotectora. Las
pruebas realizadas para la caracterizacion fisico-quimica son la determinacion de
sélidos totales, indice de refraccion, densidad, pH, analisis capilar, determinacion de
las caracteristicas organolépticas y el tamizaje fitoquimico. Los resultados obtenidos
en estas pruebas son adecuados y similares a los de otros extractos vegetales
acuosos reportados en el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos. En el
tamizaje fitoquimico se detectd la presencia de fenoles y/o taninos, flavonoides,
aminoacidos libres, alcaloides, saponinas y azlUcares reductores. Se realizé ademas
la determinacion del contenido fendlico y de flavonoides para un extracto, donde se
evidencié valores de 12.7 mg EAG/QES y 6.84 ugQE/mg respectivamente. Se
realizé un disefio de experimento 22 para la formulacién y elaboracién del jarabe, el
extracto acuoso se utilizé a dos concentraciones (10 % y 20 %), al igual que la
sacarosa (65 % y 85 %) y en la técnica de elaboracién se trabajo a dos
temperaturas (ambiente y 50°C), siendo las variables respuestas estudiadas el
indice de refraccion, densidad relativa y pH. Como principales resultados se obtuvo
gue la variable pH tuvo una disminucion significativa cuando se trabajé a altas
concentraciones de sacarosa y/o altas temperaturas, el indice de refraccion
disminuy6 significativamente cuando se trabajé a altas temperaturas y la densidad
experimentd una disminucion significativa cuando la concentracién de sacarosa es
baja. Se realizé un estudio de estabilidad fisica de las formulaciones elaboradas,
donde se aprecié que cuando la concentracibn de sacarosa se encuentra en un
nivel bajo (65 %) los valores de pH son significativamente menores que a tiempo
cero, atribuible a una posible contaminacion microbiana, lo cual permite decir que
estas formulaciones no son estables desde el punto de vista fisico a los 30 dias de

elaboradas.




Abstract

ABSTRACT

In the present work, the results obtained from the physico-chemical studies carried
out on 10 aqueous extracts obtained from the leaves of Capraria biflora L. are
studied with a view to the formulation of a syrup with possible gastroprotective
action. The tests carried out for the physical-chemical characterization are the
determination of total solids, refractive index (IR), density, pH, capillary analysis,
determination of organoleptic characteristics and phytochemical screening. The
results obtained in these tests are adequate and similar to those of other aqueous
plant extracts reported in the National Form of Phytopharmaceuticals and
Apifarmacos. In phytochemical screening, the presence of phenols and / or tannins,
flavonoids, free amino acids, alkaloids, saponins and reducing sugars are detected.
The determination of the phenolic and flavonoid content for an extract was also
carried out, evidencing values of 12.7 mg EAG / gES and 6.84 pgQE / mg
respectively. An experiment design 23 is made for the formulation and elaboration of
the syrup, for it the agueous extract is used at 10% and 20% and the sucrose at 65%
and 85%, in the elaboration technique we worked at two temperatures (ambient and
500C), with the variables studied being IR, density and pH. As main results it was
obtained that the variable pH has a significant decrease when working at high
concentrations of sucrose and / or high temperatures, the refractive index decreases
significantly when working at high temperatures and the density undergoes a
significant decrease when the concentration of Sucrose is low. A study of the
physical stability of the elaborated formulations was carried out, being able to
appreciate that when the sucrose concentration is at a low level (65%) the pH values
are significantly lower than at zero time, attributable to a possible microbial
contamination. which allows us to say that these formulations are not stable from the
physical point of view at 30 days of elaboration.
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Introduccion
1. INTRODUCCION

Para curar determinadas patologias que afectan la salud, en muchas ocasiones se
ha tenido que recurrir a ciertos procedimientos terapéuticos que se apartan de la
medicina convencional. La medicina natural cobra cada vez mas defensores y
ejecutores, debido fundamentalmente a las formas nativas de curacién y a la
carencia de efectos secundarios de estas terapias. Por lo tanto, surgen iniciativas
cientificas de establecer un tratamiento fitoterapéutico que involucre: la seleccion,
dosificacion, via de administracion y recomendaciones para el paciente acerca de la

alternativa natural (1-3).

Las investigaciones que han usado productos naturales han hecho posible una
significativa contribucion en el desarrollo de nuevos farmacos. Teniendo en
consideracion su diversidad quimica incomparable y mecanismos nuevos de accion,
los productos naturales han jugado un papel esencial en el surgimiento de nuevas
drogas, y una cierta cantidad de esos productos se han convertido en farmacos
importantes en los sistemas de salud en muchas partes del mundo (4-6). Se estima
gue cerca de 10 mil especies vegetales con fines medicinales, son empleadas con

este fin, la mayor parte en la medicina tradicional (7, 8).

En la actualidad, hay un sensible aumento de la demanda de farmacos con
extractos vegetales estandarizados y existe un enfoque particular en la busqueda de
nuevos principios activos provenientes de las plantas (9). Este significativo aumento
en la utilizaciébn de los vegetales, que constituyen una importante alternativa
terapéutica, obedece no solo a los cambios culturales de muchos pueblos, sino
también fundamentalmente al elevado costo de los farmacos sintéticos. Los
extractos o los fitocomplejos estan constituidos por varias moléculas bioactivas,
algunas potencialmente téxicas, donde la concentracion podria ser crucial, de ahi
gue los estudios toxicologicos preclinicos son imprescindibles para respaldar y

asegurar cientificamente su efectividad e inocuidad (10, 11).

La estandarizacion de productos de origen natural se define como el proceso de
prescribir un conjunto de estandares o caracteristicas inherentes, parametros
constantes, valores cualitativos y cuantitativos definitivos que llevan a un
aseguramiento de la calidad, la eficacia, la seguridad y la reproducibilidad. Es el

proceso de desarrollar y acordar estandares técnicos que se resuelven por la
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experimentacion y observaciones. Por lo tanto la estandarizacibn es una

herramienta clave en el proceso de control de calidad (12, 13).

La especie Capraria biflora L. (Schrophulareaceae) es una planta que se ha
estudiado poco a nivel mundial; sin embargo, en la Universidad Central Martha
Abreu de Las Villas hace algunos afios que se les ha llevado a cabo investigaciones
en base a sus propiedades farmacolégicas y estudios toxicolégicos (14-16). El
extracto acuoso de las hojas de esta especie ha sido recomendado en afecciones
que involucran episodios dolorosos o mediados por inflamacion, lo cual fue
comprobado en un extracto acuoso obtenido de sus hojas a diferentes
dosificaciones (200, 400 y 800 mg/Kg) tanto en modelos de inflamacion aguda
(edema plantar por carragenina, migracion leucocitaria) como crénica mediante la
induccion de granulomas por discos de algoddén (16, 17). Dosis similares fueron
evaluadas en modelos de Ulcera géstrica por etanol e indometacina, lo cual
demostré su efecto gastroprotector; asi como en modelos de analgesia, que se

mostro su actividad a las dosis ensayadas (15, 17).

A pesar de que se han llevado a cabo varias investigaciones con el extracto acuoso
de las hojas de la especie Capraria biflora L., nunca se ha formulado una forma
farmacéutica liquida teniendo en cuenta las propiedades farmacoldgicas ya
comprobadas en investigaciones anteriores, con el fin de que en un futuro pueda
incorporarse al laboratorio de produccion local de medicina natural y tradicional; de
aqui se deriva el problema cientifico siguiente: A pesar de que se ha demostrado
el potencial farmacolégico del extracto acuoso de las hojas de la especie Capraria
biflora L, especialmente como gastroprotector, asi como su seguridad tanto en
aplicaciones agudas como cronicas, no se dispone de ninguna formulacion liquida

gue permita su administracién oral.

Se plantea la siguiente Hipoétesis: Es posible obtener un jarabe del extracto acuoso
de las hojas de la especie Capraria biflora L. con calidad tecnolégica y estabilidad

fisica satisfactorias, que permita su empleo futuro como gastroprotector.

Con la realizacion del presente estudio se proponen los siguientes objetivos:
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1.1 Objetivo general

» Formular el extracto acuoso de las hojas de la especie Capraria biflora L. en

forma de jarabe, con calidad tecnoldgica y estabilidad fisica satisfactorias.

1.2 Objetivos especificos

1. Evaluar parametros fisico-quimicos del extracto acuoso de las hojas de la
especie en estudio para su futura estandarizacion.

2. Proponer los posibles componentes y aspectos del proceso tecnologico que
puedan conducir a un jarabe tecnolégicamente adecuado y fisicamente
estable.

3. Evaluar la influencia de variables de formulacion y de metodologias de
preparacién en la calidad tecnoldgica y estabilidad fisica de los jarabes.




Revision Bibliogrdfica
2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Consideraciones generales acerca de las plantas medicinales

Las “plantas medicinales” son un conjunto de especies que poseen principios
guimicos conocidos como metabolitos activos, que proporcionan diferentes
utilidades a la nutricién y que se aplican al campo de la medicina. Hoy se sabe que
sus propiedades son responsabilidad de algunos grupos de sustancias de diversa
composicién quimica conocidas como metabolitos secundarios. Su marcada accion
fisiologica sobre el organismo humano y animal les confiere su valor medicinal,
siendo indiscutibles las ventajas de estas sustancias obtenidas del metabolismo de
las plantas para la mas natural asimilacion por el hombre (18, 19).

Las diversas formas en que se utilizan, es en la preparacion de decocciones e
infusiones en zonas rurales y paises pobres, pasando por los productos
fitoterapéuticos, hasta la obtencion de principios activos en paises desarrollados

para la elaboracién de medicamentos (20, 21).

En los paises en desarrollo las plantas medicinales son utilizadas como materia
prima para la produccion de extractos o para el aislamiento de sustancias naturales

puras, por lo que representan un area en franca expansion (7).

2.2. Familia Scrophulariaceae

2.2.1. Generalidades

La especie objeto de estudio en este trabajo pertenece a la familia Scrophulariacea,

orden Scrophulariales (22).

Es una familia de aproximadamente 270 géneros y unas 5100 especies. Entre los
géneros mas conocidos de la familia estan Verbascum con 360 especies,
Eremophila con 215, Scrophularia con 200, Selago con 190, Buddleja con 125,
Jamesbrittenia con 85, Manulea con 75, Diascia con 70, Nemesia con 65,
Zaluzianskya con 55, Sutera con 50 especies, Iceolaria con una cantidad entre 300
y 400, Linaria con 150 y Digitalis con un aproximado entre 20 y 30 especies; siendo

este ultimo el mas utilizado para la produccion de drogas (22, 23).
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2.2.2 Antecedentes quimicos de la familia Scrophulariaceae

Los compuestos que méas se informan son saponinas, flavonoides, esteroides,
triterpenoides, y heterdsidos cianogénicos encontrados en la especie Linaria y los
heterésidos de aucubina, naftoquinonas y antraquinonas, auronas e iridoides. Los
alcaloides no son muy comunes pero se encuentran en algunas especies, en

particular los del tipo terpenoide, quinazolina y quinazolidina (24, 25).

2.3 Género Capraria biflora L.

El género de Capraria comprende cinco especies: Capraria peruviana, Capraria
lancelota, Capraria semiserrata, Capraria mexicana y Capraria biflora L. de la cual
estaremos haciendo referencia (26). Es conocida con variados nombres en
diferentes partes del mundo: esclaviosa, escabiosa, maguiro, majuito, viuda (Cuba)
(27), té del pais en Puerto Rico, escobo en Colombia, en México es conocida como
claudiosa; coat-weed en EUA, fregosa y pifibn en Venezuela; en Martinica se
conoce como thed”Amerique; the du pays en Guadalupe y cha-de-Calcada en Brasil
(26).

2.3.1 Origen y distribucién geografica

Esta planta es un pequefio arbusto comun en terrenos calcareos y cercanias de las
costas. Puede encontrarse en casi toda la isla de Cuba. También puede localizarse
desde Bahamas y el Sur de la Florida, pasando por la Indias Occidentales, hasta
Surameérica; y desde el Norte de América Central hasta el noroeste de México (28).
Es una especie silvestre, comun que se mantiene en floracién y fructificacion
durante todo el afio, automultiplicAndose continuamente ya que las semillas que

caen provocan el surgimiento de nuevas plantas que sustituyen a las viejas (26).

2.3.2 Descripcion botanica y taxondémica

Capraria biflora L. es un subarbusto o hierba perenne, erecta, con tallos de 0,40 a 2
m de altura. Posee un tallo ramificado desde la base y mas arriba, ramas alternas,
los tallos hirsutos (pelos largos, erectos y mas o menos tiesos), ocasionalmente
glabros (sin pelos) pero siempre con pelos escasos en las ramas jovenes, de 3 a 5
mm de diametro en la seccion media (22, 26, 29). Pertenece al reino Plantae,

division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase Asteridae, orden
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Scrophulariales, familia Scrophulariaceae, género Capraria y especie Capraria
biflora L. (2).

Esta planta presenta hojas alternas espatuladas (con forma de espéatula) a
lanceoladas (con forma de lanza), de 1,4 a 12 cm de largo por 0,3 a 3,2 cm de
ancho, el margen serrado (dientes agudos dirigidos hacia el apice) a lo largo de la
parte media superior, con 3 nervios principales emergiendo cerca de la base,
sumergidos en el haz, resaltados en el envés y la base cuneada (méargenes rectos o

concavos que forman un angulo de 45 a 90°) (26).

2.3.3 Principales usos atribuidos a la Capraria biflora L.

La especie Capraria biflora L. es la Gnica de su género a la que se le confieren usos
medicinales. Se ha utilizado para tratar la fiebre y sus propiedades diuréticas,
estimulantes y digestivas (en asociacion con otras plantas), han sido también
sefialadas como beneficiosas para la digestion, evidenciado en su uso como
antidiarreico (30); y se reconoce como astringente en las heridas. El extracto acuoso
ha demostrado efectos analgésicos periféricos y centrales; y para el tratamiento de
afecciones del tracto urinario, ovaricas y/o uterinas en forma de bafios o de locion.
Ademas, se usa como sudorifica, febrifuga y en el tratamiento de la influenza. Las
hojas y tallos son usados ademas para aliviar algunos desordenes dérmicos, como
escabiosis y escozor (31). También se refiere su uso en el tratamiento de dolor de
oido, hemorroides, reumatismo y procesos inflamatorios. Es usada como té de
hierbas (32) y algunos autores le atribuyen una accion anéloga al té de China; y en

Yucatan se usa para sangrado de la nariz, reflujo blanco y granos de la piel (33).

2.3.4 Antecedentes de estudios quimicos y biolégicos de Capraria biflora L.

Se desarrollaron investigaciones con el principio activo denominado biflorina aislada
a partir de las raices de la planta que permitieron verificar su actividad citotoxica y el
potencial antioxidante tanto in vitro como in vivo; se demostro ademas que esta es
capaz de incrementar la respuesta lograda por el 5-fluorouracilo (5-FU) inoculado en
modelos de tumores, lo cual demostré su actividad como agente inmunoadyuvante
(34).

En estudios realizados se comprobo, a través de técnicas experimentales el efecto

analgésico (test de contorsiones y plato caliente) del extracto acuoso obtenido a
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partir de las hojas de Capraria biflora L. a dosis de 200 mg/Kg de peso al comparar
con los farmacos de referencia utilizados; se evaluaron los efectos antiinflamatorio
agudo (edema plantar por carragenina, peritonitis inducida por carragenina y
evaluacion de la migracion leucocitaria en embriones de Danio rerio), lo cual
demostrd que el extracto posee una potente actividad antiinflamatoria a dosis de
200 mg/kg de peso por via intraperitoneal y 400 mg/kg de peso por via oral (16).

Valido (2011), evalu6 la actividad antiinflamatoria crénica y gastroprotectora del
extracto acuoso de las hojas de esta planta. El efecto antiinflamatorio se comprobo
mediante el modelo experimental de granulomas inducidos por discos de algodén,
concluyendo que posee actividad a todas las dosis estudiadas 200, 400 y 800
mg/kg. Para comprobar la actividad gastroprotectora se emplearon las técnicas de
Ulcera gastrica inducida por etanol absoluto y por indometacina. Con el primer
modelo se obtuvo actividad gastroprotectora a todas las dosis estudiadas, con
porcentajes de inhibicién similares a la atropina, mientras que, en el segundo, las
dosis de 400 y 800 mg/kg resultaron las mas activas, con porcentajes de inhibicion

comparables a la ranitidina (17).

Se determiné el efecto gastroprotector de una fraccion butandlica a partir del
extracto acuoso de esta especie. Esta fraccion mostré actividad en los modelos
agudos estudiados con grado de ulceraciéon y porcientos de inhibicién al omeprazol.
Similares resultados fueron obtenidos en el modelo de Ulcera subaguda por
indometacina, donde la dosis de 200 mg/kg mostré resultados comparables a la
ranitidina. La administracion de la fraccion butandlica aument6 los valores de la

enzima superoéxido dismutasa (15).

Se realiz6 un estudio de toxicidad limite a dosis Unica con objetivo de evaluar el
posible grado de toxicidad del extracto acuoso de Capraria biflora L. El ensayo se
realizo segun las regulaciones de la Organizacion para la Cooperacion Economica y
para el Desarrollo (OECD), a través del test de dosis limite a un nivel de dosis de
2000 mg/kg por via oral. En el ensayo no se observaron afectaciones ni en el peso
vivo de los animales, ni en el analisis macroscopico de los 6rganos, o que muestra
gue no existieron evidencias de ningun signo de toxicidad ni mortalidad en los

grupos tratados (16).
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En 2013 se evalud la toxicidad por dosis repetida (28 dias) del extracto acuoso de
las hojas de esta planta en ratas de la linea Sprague-Dawley para lo cual se
administré por via oral en las dosis de 400, 800 y 1600 mg/kg de peso vivo. El
ensayo concluyé que el extracto no evidenciaba efectos toxicos en los animales
(14).

2.3.5 Antecedentes de estudios fitoquimicos de Capraria biflora L.

En el extracto acuoso de las hojas de Capraria biflora L. se ha comprobado la
presencia de compuestos reductores, saponinas, flavonoides, compuestos fendlicos,
taninos y aminoacidos. Mediante las técnicas cromatograficas y espectroscopicas
empleadas fueron identificadas por primera vez la presencia de naringenina,
manitol, derivados metoxilados de apigenina y luteolina, el &cido 7-O-B
apigeninglucurénido y feoforbide. La cromatografia gaseosa de la fraccion
cloroférmica permitié la identificacion, de los acidos palmiticos, ladrico y
hendecanoico (16). Otros investigadores reportaron la presencia de compuestos tipo
taninos, en abundancia en los extractos acuosos de la planta, aunque no son

informadas las caracteristicas estructurales de los mismos (35).

2.4 Consideraciones generales sobre métodos de extraccién

2.4.1 Métodos de extraccion

El proceso de extraccion se define como la separacion de porciones medicinales
activas a partir de los tejidos de plantas y animales, mediante el empleo de
disolventes selectivos, utilizando procedimientos establecidos. Existen diversas
técnicas de extraccion consideradas “clasicas u oficiales”, siendo las mas utilizadas
en el campo de los productos naturales la maceracion, la extraccién por soxhlet, la
percolacion y la hidrodestilacion (36). También estan las consideradas “modernas”
como es el caso del ultrasonido, extraccion asistida por microondas, extraccion por
fluido supercritico y la extraccién acelerada por disolvente (conocida también como
extraccion por fluido automatizado o extraccion por liquido presurizado) (37). Estas
nuevas técnicas de extraccion a pesar de ser mas rapidas, utilizar menos cantidad
de disolvente y en algunos casos ser automatizadas, por lo general tienen como

inconveniente el elevado costo de los equipos empleados.
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2.5 Compuestos fendlicos

2.5.1 Flavonoides

Los estudios con flavonoides aparecen muy bien representados en la literatura
especializada, fundamentalmente, dirigidos a la identificacion, evaluacion vy
validacion de técnicas que pueden ser utilizadas para el control de la calidad de
drogas que los contienen. Las técnicas cromatograficas son las mas referidas pues
permiten separar las sustancias o aislarlas de un medio mas o menos complejo, lo
cual las hace muy ventajosas tanto en el andlisis cualitativo como cuantitativo. La
gran variedad estructural de estos metabolitos explica el amplio espectro que

describe la literatura en cuanto a condiciones cromatograficas establecidas (38).

Los flavonoides pueden extraerse satisfactoriamente con disolventes en frio o en
caliente, tanto de muestras frescas como secas. Los disolventes de eleccion para la
extraccién son generalmente combinaciones de agua con metanol, etanol o acetona
en relacion (1:5 y 1:1 v/v), siendo baja la proporcion de agua requerida para la
extraccion cuando se trata de material fresco (39). Las agliconas de los flavonoles y
flavonas son raramente encontrados como constituyentes internos de los vegetales,
ellos son frecuentemente localizados sobre las superficies externas de hojas (40).
Desde el punto de vista de aislamiento y purificacion a la Cromatografia en Columna
y la Cromatografia en Capa Delgada le corresponde el mayor porcentaje de
publicaciones, seguida de la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE), siendo
las condiciones propias de la cromatografia en fase reversa las mas representadas,
empleando usualmente como disolventes las mezclas de metanol/ acido acético/
agua, metanol/ agua/acido férmico, acetona/ acido acético/ agua en gradientes o en
modo isocratico (41).

Para el aislamiento de los flavonoides es usada con mucha frecuencia la
cromatografia en columna, utilizando celulosa microcristalina o gel de silice (tamafio
de particula 0,06-0,03) y como fases méviles metanol: ter-butanol: &cido acético:
agua, n-butanol: acido acético: agua; se recomienda también como sistema de
elucién las mezcla cloroformo y acetato de etilo, benceno y metanol, entre otras
como diclorometano/ metanol/ agua; acetato de etilo: metanol, en dependencia de la

polaridad que muestren los componentes a separar (42, 43).
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2.5.2 ldentificacion

Como caracteristicas generales se observan: la solubilidad en disolventes polares,
su caracter fenodlico y la intensa absorcion en la region ultravioleta y visible del
espectro debido a la presencia de sistemas aromaticos conjugados. Existen muchas
técnicas para identificar a los flavonoides, entre ellas se encuentran las reacciones
de coloracién y precipitacién, espectrofotometria ultravioleta, espectrofotometria
infrarroja, espectrometria de masas, difraccion de rayos X, y resonancia magnética
nuclear, entre otros. Una de las reacciones de coloracion mas referida es la reaccion
de Shinoda, de la que resultan coloraciones caracteristicas segun el tipo de nucleo
de los flavonoides (36) y la reaccion con tricloruro de aluminio y 2,4-
Dinitrofenilhidrazina (2,4 D) por formacién de complejos estables con colores mas o
menos especificos para diferentes tipos de flavonoides (44) que presentan una
marcada absorcién en la region ultravioleta visible que permiten su identificacion
(36, 45).

2.6 Estandarizacion de extractos

La estandarizacion se puede definir como el establecimiento de calidad
farmacéutica reproducible mediante la comparacion de un producto con sustancias
de referencia establecidas y mediante la definicion de cantidades minimas de uno o
varios compuestos o grupos de compuestos. Un extracto estandarizado (o0 extracto
Tipo A) es un extracto para el que los componentes activos son conocidos. De este
modo se puede establecer una estandarizacion de los constituyentes activos. El
contenido de compuestos activos se enumera en la etiqueta con la intencion de
informar a los consumidores que el producto contiene la cantidad mencionada de los
componentes activos. Existen otros tipos de extractos: Extracto cuantificado (Tipo B)
es un extracto estandarizado en funcion de aquellos constituyentes que contribuyen
a su actividad. Otro tipo de extractos (Tipo C) son extractos estandarizados en
funcién de componentes de desconocida relevancia farmacoldgica, los cuales sirven

como marcadores de calidad (46).

Un extracto estandarizado también es considerado como un extracto de planta
vegetal o de animal que tiene uno o0 mas componentes presentes en una cantidad
especifica garantizada por el hombre a través de varios procesos, llevando al

extracto a niveles antinaturales de compuestos quimicos, que generalmente se
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expresa en por ciento. La intencion detras de la estandarizacion de plantas es
obtener extractos de calidad y garantizar que el consumidor obtenga un producto en

el que la quimica sea consistente de un lote a otro (47).

2.6.1 Antecedentes de la estandarizacion de extractos

Muchos productos provenientes de la botanica tienen efectos farmacolégicos
conocidos, sin embargo, emplear toda una planta, o partes de ella, para crear un
producto, no puede proveer de la cantidad exacta de principios activos requerida
para producir un efecto farmacolégico benéfico. Es por eso que los cientificos han
intentado identificar los componentes de una planta que tienen una actividad
farmacoldgica definida. La estandarizacion de farmacos convencionales
normalmente indica un rango garantizado de concentracion del ingrediente activo

conocido, para el cual se ha establecido una clara relacion dosis-efecto (48).

Segun la Asociacién Norteamericana de Productores de Fitofarmacos (AHPA) ha
expandido la definicion del término, y ahora estandarizado se refiere al cuerpo de
informacién y controles necesarios para producir materiales de razonable
coherencia. Esto se logra a través de la minimizacion de las variaciones inherentes
a la composicion de los productos naturales a través de practicas de aseguramiento

de la calidad, aplicados a los procesos de produccion de extractos (49, 50).

Los extractos estandarizados surgieron de la necesidad de crear un producto
uniforme para ser empleado en ensayos clinicos. En términos generales, hay dos
tipos. Una se basa en la identificacion y cuantificacibn de un extracto a un
compuesto marcador quimico caracteristico y el segundo, identifica y concentra uno
0 mas como componentes activos, lo que lo acerca al nivel de un aislado quimico.
Esto significa que otros constituyentes naturales se desplazan a expensas de uno o

varios compuestos (51).

En Europa, son ampliamente reconocidas cuatro categorias de constituyentes

relevantes para la estandarizacion Busse, Werner (28 de agosto de 2016) (51):

a. Componentes con actividad clinica conocida (principios activos)
b. Componentes con actividad farmacolégica conocida o que de otra forma

contribuyen a la eficacia (marcadores activos)
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c. Componentes relevantes para el control de calidad (marcadores analiticos
inactivos)
d. Componentes con potencial impacto negativo (marcadores negativos, por

ejemplo, alergenos, toxinas).

2.6.2 Limites de especificaciones

Se conoce como especificacion de calidad a los requisitos que deben reunir las
materias primas, productos, materiales y servicios. Las especificaciones sirven de

base para la evaluacion de la calidad de los mismos (52).

Las especificaciones de calidad se clasifican en bilaterales (simétrica o asimétrica)
con sus limites de especificacion superior e inferior; y unilaterales (de maximo o de
minimo) teniendo el de maximo solamente un limite superior de especificacion y el
de minimo un limite inferior de especificacion; aunque hay especificaciones donde

los limites no son establecidos estadisticamente (52, 53).

Existen pardmetros asociados a la especificacion de calidad como son el valor
nominal, el valor real, los limites superior e inferior, y para evaluar la precision de los
resultados se utiliza la desviacién real que expresa la diferencia entre el valor
nominal y el valor real, la desviacién limite que expresa la desviacion permisible
respecto al valor nominal, y la tolerancia que es la maxima variacién permitida con

respecto al valor nominal (52, 53).
Caracteristicas de las especificaciones de calidad (51-53):

e Las especificaciones de calidad se establecen durante la fase de desarrollo
del producto.

e La especificacion debe ser consistente con el objetivo primario del producto y
garantizar la consistencia de la fabricaciébn sin entorpecerla por ser
necesariamente estricta.

e Los limites no pueden ser mas estrechos que la variabilidad natural y ser lo
bastante amplios como para asegurar la capacidad del proceso.

e Las especificaciones son dinamicas y estan sometidas a constante revision
en dependencia de modificaciones que sufren las farmacopeas vigentes en

base a los avances cientificos y desarrollos tecnolégicos.
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e Corresponde al fabricante desarrollar un proceso productivo y aplicar
meétodos de control de calidad que aseguren un alto grado de confianza en la

calidad del producto.

2.7 Formas farmacéuticas con productos naturales

La mayoria de los medicamentos preparados con extractos vegetales, se presentan
en forma liquida. En el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos de
Cuba, aproximadamente el 98 % de las formas farmacéuticas descritas son liquidas,

y fundamentalmente jarabes y tinturas (54).

Desde el punto de vista biofarmaceéutico, las formas farmacéuticas liquidas son mas
biodisponibles que las formas farmacéuticas solidas, pero su estabilidad es mucho
menor, los volumenes a consumir son generalmente grandes y los costos de
fabricacion y transportacién son bajos. Por estas razones en los ultimos afios se ha
observado un crecimiento en las investigaciones relacionadas con el desarrollo de
formas farmacéuticas liquidas, a partir de extractos de origen natural, teniendo un

papel destacado en este sentido las relacionadas con el desarrollo de jarabes (55).

2.7.1 Jarabes farmacéuticos
2.7.1.1 Definicion

Los jarabes son preparaciones acuosas, limpidas y de elevada viscosidad, que
contienen un azucar, generalmente sacarosa, en concentracién similar a la de
saturacion; por lo que son apropiados para la administracion de farmacos
hidrosolubles. Estos facilitan la administracion oral de farmacos que tienen
caracteres organolépticos desagradables, por tanto, son facilmente aceptados por
nifos y ancianos, habitualmente prescritos en pediatria y geriatria. Si el agente
edulcorante es la sacarosa, la densidad del jarabe es 1,313 a 15-20 °C; el punto de
ebullicién, 105 °C, y el contenido en sacarosa, 64-65% (p/p), que corresponde
aproximadamente a 2/3 de sacarosa y 1/3 de agua (55, 56).

2.7.1.2 Caracteristicas

El jarabe es presentado en forma liquida, son limpidos y translicidos. Su sabor, el

color y el olor son caracteristicos del principio activo o sustancias adicionadas.
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Presenta color café oscuro y sabor dulce, como consecuencia de la concentracion
de azucar. Con los jarabes se consigue la conservaciéon de las sustancias
medicamentosas en forma comoda y la administracion facil de sustancias acres,

amargas o repugnantes (55).
2.7.1.3 Tipos de jarabe

Existen dos tipos de jarabes: los arométicos y los medicamentosos (55).
A. Jarabes aromaticos

Los jarabes aromaticos, llamados también "no medicamentosos”, son aquellos que
no contienen sustancias farmacolégicamente activas. Son, en realidad, soluciones
saturadas de un azucar que pueden contener sustancias aromaticas o de sabor
agradable y agentes correctores del color. Dentro de este grupo de jarabes se
encuentran los simples. Se utilizan para las siguientes finalidades:

- Como vehiculos en preparaciones extemporaneas, ya sSean soluciones o

suspensiones.
- Como punto de partida para la preparaciéon de jarabes medicamentosos.

- Como integrantes de otras formas farmacéuticas: para corregir el sabor de formas
liguidas orales, como espesantes de disoluciones orales o como agentes

aglutinantes en la preparacion de granulados (55).
B. Jarabes medicamentosos

Son jarabes aromaticos que contienen uno o mas farmacos y se emplean en

terapéutica por la accion caracteristica de los farmacos de la formula (55).
2.7.1.4 Principales componentes

Los componentes basicos de un jarabe son azucares, agua purificada, conservantes
antimicrobianos, codisolventes, saborizantes y otras sustancias auxiliares como

espesantes, estabilizantes y colorantes (57, 58).

- Azucares. El azucar mas frecuentemente utilizado es la sacarosa, cuya

concentracion de saturacion es del 64-65% (p/p). Esta solucion presenta
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actividad reductora y evita la oxidacién de farmacos facilmente alterables por

este proceso (55).

En algunas ocasiones el azlUcar es sustituido, total o parcialmente, por sustancias

gue no son azucares como el sorbitol, la glicerina y el propilenglicol (57-59).

- Agua. Es necesario utilizar agua purificada o destilada, desprovista de sales
(fundamentalmente iones de calcio) que puedan ocasionar precipitaciones de
los farmacos incorporados. Asimismo, se recomienda que esté exenta de
anhidrido carbonico porque facilita el proceso de hidrolisis de la sacarosa (57-
59).

- Conservantes. La cantidad adecuada para proteger un jarabe depende de la
proporcion de agua disponible para el crecimiento de microorganismos, de la
naturaleza y actividad antimicrobiana inherente a los componentes del jarabe

y de la actividad misma del conservante (57-59).

Algunos de los conservantes mas habituales son el acido benzoico (0.1-0.2%) y el
benzoato de sodio (0.5 %) (57, 58).

Debido a que la capacidad conservante de la forma no disociada es superior a la
forma disociada (ion benzoico), la eficacia del acido benzoico y derivados esta
fuertemente condicionada por el pH del jarabe, que determina la disociacion del
conservante (57, 58, 60).

- Codisolventes. Con objeto de facilitar la disolucion de componentes solubles
en alcohol (ciertos colorantes y saborizantes). Se puede recurrir también a la
glicerina, que incrementa la solubilidad de taninos y extractos vegetales en
jarabes, o bien a diversos polioles (57, 58, 60).

- Saborizantes. Por su alto contenido en azucar, los jarabes son formas de

dosificacion de sabor agradable (57, 58, 60).

Debido a que los jarabes son preparaciones acuosas, el saborizante debe poseer

suficiente solubilidad en agua (58, 60, 61).

En la sensacion gustativa propiamente dicha, se distinguen cuatro sabores

fundamentales, primarios o basicos: dulce, salado, acido y amargo (58, 60, 61).
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- Colorantes. Para mejorar la apariencia del jarabe se seleccionan colorantes
gue concuerden con el saborizante empleado. Al igual que los saborizantes,

deben ser solubles en agua (58, 61).
2.7.1.5 Ventajas y desventajas

Las formas liquidas orales suelen presentar algunas ventajas, como una mayor
biodisponibilidad que las formas sdlidas, un menor efecto irritante sobre la mucosa
gastrica y una mayor facilidad de ingestién por parte de pacientes pediatricos y
geriatricos que las formas solidas. Entre los inconvenientes, cabe destacar el mayor
riesgo de contaminacion y la posible inestabilidad de los farmacos en disolucién (61,
62).

2.7.1.6 Pruebas para evaluar la calidad

El objetivo del control de la calidad del producto terminado es asegurar el
cumplimiento de las especificaciones establecidas para la formulacién, asi como la
conservacion de las caracteristicas y composicion del producto en forma constante

desde un lote de produccion a otro (61, 63, 64).

En el caso particular de los jarabes farmacéuticos se describen como ensayos
empleados en el control de la calidad: las caracteristicas organolépticas (color, olor,
sabor y aspecto), pruebas fisicas (viscosidad, densidad relativa, pH, indice de
refraccion), pruebas quimicas (identificacion del principio activo, valoracion) y

ensayos de calidad microbioldgicos (61, 63, 64).

2.8 Calidad mediante disefio

En las Ultimas décadas, las compafiias farmacéuticas han gastado enormes
cantidades de recursos para garantizar la calidad, cumplir con las normas y producir
medicamentos o mas rentable posible (65, 66). Por esta razén se han buscado
alternativas que igualen el peso de los atributos del producto en desarrollo (IFA,
excipientes, propiedades fisico quimicas, estabilidad fisica y quimica, etc) y que
influyan significativamente no solo en la seguridad y eficacia del producto, sino en la
calidad del mismo (67, 68). La ICH (de sus siglas en inglés International Conference

of Harmonization) aprobada en el 2006, resalta brevemente el enfoque para
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alcanzar la calidad del producto a través de la alternativa de optimizacion de calidad
mediante disefio (Quality by Design "QbD") (69, 70). EI QbD se define como un
enfoque basado en la ciencia para el disefio de formulaciones y procesos de
elaboracion con el fin de garantizar los objetivos de calidad del producto
predefinidos. Esta destinado principalmente a disminuir la variacién del producto y
mejorar la eficiencia del proceso, asi como reducir los costos en diferentes etapas.
Entre las principales herramientas de QbD se encuentra el uso de experimentos

disefiados estadisticamente (71).

2.8.1 Disefios de experimento

El disefio de experimentos (DoE) es un método que determina la relacién de los
factores que actian en la respuesta. Dicho resultado se puede mostrar a través del
andlisis de varianza (ANOVA) (65, 72).

Esta técnica resulta ser ventajosa con respecto al método tradicional de un “factor a
la vez" porque reduce el numero de experimentos, consumo de tiempo y costo

durante el desarrollo del producto (65, 72).

2.9 Estudios de estabilidad fisica

El objetivo de un estudio de la estabilidad fisica es determinar el periodo de tiempo
de almacenamiento en unas condiciones especificadas, en las que el producto
todavia se encuentra dentro de las especificaciones establecidas. La estabilidad es
un factor esencial de la calidad, seguridad y eficacia de un medicamento. Un jarabe
gue no tiene una estabilidad suficiente puede producir cambios en el estado fisico
(ph, densidad, caracteristicas organolépticas, etc.); asi como en las caracteristicas
guimicas, pudiendo ocurrir la formacion de sustancias de descomposicion de alto

riesgo para la salud (73, 74).

El estudio de estabilidad consiste en una serie de pruebas para asegurar que la
calidad de un medicamento se mantiene dentro de las especificaciones, en las
condiciones de envase, embalaje y almacenamiento durante un periodo de tiempo
especificado (73, 74).

Por ejemplo, la estabilidad de un jarabe farmacéutico puede verse afectado por

diversos factores, dentro de los que destacan la humedad, la temperatura, el pH,
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densidad y las caracteristicas organolépticas. Otras propiedades muy importantes
gue se alteran comunmente, afectando la estabilidad de los jarabes son, que
modifican la cantidad del principio activo y por tanto afectan la biodisponibilidad.
Todas estas pruebas son herramientas que utiliza el tecndlogo farmacéutico, para el

desarrollo de formas farmacéuticas liquidas como criterios de biodisponibilidad (74).
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3. MATERIALES Y METODOS

Se contribuy6 a la estandarizacion del extracto acuoso de las hojas de la especie
Capraria biflora L., llevando a cabo 10 extracciones a las cuales se le realizaron
diferentes métodos de ensayos descritos en las Normas Ramales de Salud Publica
# 312 (75). Se realiz6 estudios fitoquimicos pertenecientes a los extractos acuosos
para reconocer metabolitos presentes en la especie que ya habian sido revelados
en otras investigaciones de una manera cualitativa; y se cuantificdé fenoles y
flavonoides con el fin de obtener la cantidad presente de estos metabolitos
responsables de la actividad gastroprotectora. Se llevo a cabo un disefio factorial de
experimento 23 de jarabes con el extracto acuoso de las hojas de la Capraria biflora
L., con efecto gastroprotector y le fueron medidos los parametros de control de la
calidad correspondientes; y se realizd un estudio de estabilidad fisica a los 30 dias

de elaborados.

Se elegio para este estudio las hojas de la Capraria biflora L. como érgano principal,
por ser aqui en donde se encuentra la mayor concentracién de fenoles y flavonoides
(76), los cuales son los principales responsables de la actividad gastroprotectora
(15).

3.1 Equipos, reactivos y materiales empleados
Equipos

e Balanza analitica digital (Sartorius, BS—124S, Alemania)
e Balanza técnica digital, Gram Precision, Espafia.

e Densitometro (Density Specific Gravity Meter, DA-130N, Kyoto, Japén)
e Equipo de reflujo (Grant Sub-14, Inglaterra)

e Estufa (Binder, USA)

e Estufa (DHG- 9146A)

¢ Molino de cuchillas (IKA-MF 10 Basic, Alemania)

e Plancha de calentamiento (IKA, C-MAG HP7, Alemania)
e Espectrofotdmetro UV-VIS (TEG-10UV, USA)

e Refractometro digital (ABBE, WYA-S, URSS)

e pH-metro (HANNA)

e Campana de extraccion
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Lampara UV, CAMAG
Agitador eléctrico, IKA, Estados Unidos.
Refrigerador, LG. Chino.

Reactivos

Acido clorhidrico concentrado (UNI-CHEM)

Acido gélico (SIGMA- ALDRICH)

Carbonato de Sodio al 7 % (Panreac)

Cloruro de aluminio (MERCK)

Quercetina (ACROS-ORGANICS)

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Felhing Ay B (UNI-CHEM)

Reactivo Folin—Ciocalteau (FC) (SIGMA-ALDRICH)
Solucién amoniacal (UNI-CHEM)

Solucién de Ninhidrina al 2 %

Cinta de magnesio metalica (Analar)

Alcohol amilico

Cloruro férrico (Analar)

Acetato de sodio

Etanol 90 % (UNI-CHEM)

Benzoato de sodio, Grupo Empresarial LABIOFAM, Cuba

Materiales

1 balén de 1000 mL

1 probeta de 500 mL

1 probeta de 100 mL

1 embudo

1 erlenmeyer de 500 mL

3 capsulas de porcelana pequeias
1 capsula de porcelana grande

1 pipeta de 1 mL
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e Papel de filtro

e Soporte para embudo

e Beaker

e Matraces de 10 mL

e Tubos de ensayo y gradilla

e Desecadora

3.2. Preparacion del material vegetal

3.2.1. Recoleccién del material vegetal

Las hojas de Capraria biflora L. fueron recolectadas entre los dias 25, 26, 27 y 28 de
enero del afio 2019, en el poblado de Guayos perteneciente al municipio de
Cabaiguan y provincia de Sancti-Spiritus. ElI material recolectado fue lavado con
abundante agua potable y trasladado en bolsas de nylon negro al Laboratorio de
Quimica Farmacéutica. Previo al procesamiento del material y se realiz6 la
comprobacién botanica de la especie en la Universidad Central “Marta Abreu” de las

Villas.
3.2.2. Secado y molinado del material vegetal

Para su secado las hojas se lavaron con abundante agua potable, se esparcieron
sobre secadores de malla plastica y se mantuvieron a la sombra durante 24 h.
Seguidamente las hojas se extendieron en capas delgadas sobre bandejas
metélicas y se sometieron a secado mediante calor artificial en la estufaa 40°C + 1
OC con aire recirculado durante tres dias. Durante el secado se removieron las hojas
varias veces para evitar fermentaciones o contaminaciones microbioldgicas.
Después de secado, se redujo el tamafio de particula del material vegetal en el
molino de cuchillas de cinco pulgadas, utilizando un tamiz de 1 mm para
homogenizar el tamafio de particulas (16). Posteriormente se envaso el material
molinado en bolsas de nylon negro bien cerradas.

Hasta la realizacion de los estudios siguientes el material seco, molinado y

envasado se conservo en desecadora protegida de la luz en un lugar fresco.
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3.3. Obtencioén de los extractos acuosos

Se obtuvo un total de 10 extractos para su evaluacion fisico-quimica. Se peso en la
balanza analitica 20 g de la muestra vegetal seca y molinada y se transfirié a un
balon de 500 mL. La droga se humectdé con un volumen de 200 mL de agua
destilada y se procedié a la extraccion sélido-liquido (por reflujo) durante 30
minutos. Posteriormente se filtr6 en caliente utilizando papel de filtro, se lavo dos
veces hasta completar 100 mL y se concentr6 mediante bafio Maria a una
temperatura de 100 °C en una plancha hasta quedar 40 mL para ajustar dosis.

3.3.1. Caracterizacion fisico-quimica de los extractos para su futura

estandarizacion

Para la caracterizacion de los extractos se determind los siguientes parametros:
caracteristicas organolépticas, pH, indice de refraccion, densidad relativa, sélidos
totales y andlisis capilar; segun se establece en la Norma Ramal de Salud Publica #

312; ademas del tamizaje fitoquimico realizado a cada uno de los extractos (75).
3.3.1.1. Caracteristicas organolépticas

Determinacién del olor

Se tomo6 una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm
de longitud, se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se dej6 evaporar y

se determiné su olor (75).
Determinacién del color

Se tomo6 un tubo para ensayos bien limpio y seco, se llen6 hasta las tres cuartas
partes con la muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la presencia

de particulas y la separacion en capas (75).
Determinacion del sabor

Se tomo una pequefia muestra de los extractos acuosos de las hojas de Capraria

biflora L. y prob6 para determinar el sabor del extracto.
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3.3.1.2 Determinacion de pH

Se ajusto el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada al rango en que se
realizara la determinacién del valor del pH de la muestra. Se introdujo directamente
los detectores del pH-metro en la muestra y se realizé la lectura (75).

3.3.1.3 Determinacion del indice de refraccién

Se coloco sobre el prisma de medicion del refractbmetro una gota de agua
destilada, utilizando para ello un gotero. Se ajusté el instrumento seleccionando la
zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual. El ajuste
se hizo moviendo el compensador cromético y colocando la interseccion del reticulo
sobre la linea limite de los campos claro y oscuro. A continuacién, se realizé la

lectura de una gota de la muestra de ensayo (75).
3.3.1.4 Determinacion de la densidad relativa

Se determiné la densidad relativa de la muestra de ensayo con el densitobmetro

digital, siendo anteriormente calibrado con agua destilada.
3.3.1.5 Determinacion de sélidos totales

De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se transfiri6 1 mL a una
capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada; la capsula se colocé en
bafio de agua y se evapor6 la muestra hasta que el residuo estuvo aparentemente
seco; posteriormente se paso a una estufa a una temperatura de 105 + 2°C durante
tres horas. Se retird la cdpsula de la estufa, se colocdé en una desecadora hasta
alcanzar temperatura ambiente y se pesdé. Se repitié el proceso anterior las veces
necesarias, hasta obtener masa constante (75). Esta determinacion se le realiz6 a
cada extracto por triplicado y posteriormente hallando el promedio se determind el
valor de los sélidos totales en % (g en 100 mL).

Expresion de los resultados: El porcentaje de los sdlidos totales (St) se calcularon

mediante la ecuacion siguiente:

B Pr—F

St = x 100
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Donde:

St: Solidos totales (%)

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g)
P: Masa de la capsula vacia (g)

V: Volumen de la porcion de ensayo (Q)
100: factor matematico

3.3.1.6 Analisis capilar

Se verti6 20 mL de la muestra de ensayo en un beaker de 100 mL de
aproximadamente 5 cm de didmetro y 70 cm de altura y se introdujo en la camara
protectora.

Se colocé una banda de papel de filtro de 4 cm de ancho por 15 cm de longitud
verticalmente de tal manera que su banda superior quede fijado a una varilla
metalica que permita la suspension de la tira de papel y su extremo inferior esté
sumergido dentro de la muestra de ensayo, pero sin tocar el fondo ni las paredes del
recipiente.

Se cerro la camara y se dejo transcurrir 2 horas garantizando una temperatura de 25
0C + 1 °C durante la corrida; finalizada esta se retira el papel y se deja secar. Una

vez seco se procede a su inspeccién visual y caracterizacion (75).

Examen e interpretacion de la imagen. Para el analisis e interpretacion de la
imagen se tienen en cuenta los aspectos siguientes:

— Color

— Altura

— Descripcion de las diferentes partes

— Cambios de coloracion con vapores de amoniaco

— Examen bajo la luz ultravioleta

Color: En dependencia de la tonalidad que predomine, el color de la imagen en
conjunto se define como:

e Vivamente coloreada

e Poco coloreada

e Muy poco coloreada
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Altura: La altura de una imagen capilar se determina midiendo con una regla
graduada en cm del borde inferior del papel hasta la franja clasificandose en:

Alta ----- de 8 cm en adelante

Normal ----- entre 5.0y 8.0 cm

Baja ----- menos de 5.0 cm

Descripcién de las diferentes partes: Se describen e informan la forma que tiene la

franja y las caracteristicas de la subfranja, banda y sub-banda.

Cambios de coloracion con vapores de amoniaco: Se expone la imagen capilar a los

vapores de amoniaco y se observan e informan los cambios de coloracion. El efecto
de la coloracion debe desaparecer al retirar la tira de papel de los vapores
amoniacales.

Examen bajo la luz ultravioleta: Después de la corrida la tira de papel bien seca se

expone a la luz ultravioleta a 366 nm. Se observa e informa la fluorescencia de las

diferentes zonas de la imagen.
3.4 Evaluacién fitoguimica de los extractos

Con el objetivo de corroborar la composiciébn quimica de los extractos y los
metabolitos presentes que han sido reportados en investigaciones anteriores, se
realizé la evaluacion fitoquimica segun los procedimiento habituales reportados en

la literatura (77).
3.4.1 Tamizaje fitoquimico

Para evaluar la posible composicién quimica de los extractos acuosos de las hojas
de Capraria biflora L. en cuanto a metabolitos secundarios se llevd a cabo el
tamizaje fitoquimico siguiendo la técnica descrita por Miranda y Cuéllar (36).

Se realizaron las pruebas pertenecientes al extracto acuoso las cuales se
mencionan a continuacion: Ensayo de espuma para la identificacion de saponinas,
Shinoda para flavonoides, Ninhidrina para aminoacidos libres, Fehling para
azucares reductores, el de Cloruro férrico para fenoles y/o taninos, Dragendorff para

alcaloides y el ensayo de enfriamiento para la identificacién de mucilagos.

Ensayo de Espuma: Si el extracto se encuentra en etanol se diluye en cinco veces

su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente de cinco a diez minutos, y si

25

——
| —



Materiales y Métodos

es acuoso también se diluye en cinco veces su volumen en agua. El ensayo se
considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm
de espesor o altura y persiste por mas de dos minutos. Permite reconocer la

presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénicas.

Ensayo de Shinoda: A 1 mL del extracto disuelto en etanol, se le adiciona un

pedacito de cinta de magnesio metalica. Se afiade 0.5 mL de acido clorhidrico
concentrado gota a gota. Después de la reaccién se espera 5 minutos hasta la
aparicion del color.
— Si no se observan bien los colores se afiaden 2 mL de agua y se agita la
mezcla con 1 mL de alcohol amilico y se observan los colores en esta fase.
— Si el extracto se encuentra en agua, se produce de igual forma hasta la
adicién del acido clorhidrico concentrado y se afiade 1 mL de alcohol amilico,
se mezclan las fases y se deja reposar hasta que las mismas se separan.
El ensayo se considera positivo cuando aparece una coloracién o el alcohol amilico
se colorea de diferentes colores, intensos en todos los casos. Permite reconocer la
presencia de flavonoides en el extracto vegetal.
Los colores estan relacionados con la estructura del flavonoide, lo cual se puede

observar en la tabla 1.

Tabla 1. Estructuras de los flavonoides segun el color.
Flavonas Amarillo, Naranja a rojo
Flavonoles y Flavononoles  Amarillo- carmin

Flavononas Carmin a magenta

Ensayo de Ninhidrina: Si la alicuota del extracto no se encuentra en agua debe

evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 2 mL de agua y
se adicionan 2 mL del reactivo (solucién A y B mezcladas en iguales cantidades y
justo en el momento de realizar el ensayo) y se calienta en bafio de agua por 10
minutos; si de lo contrario se encuentra en agua solamente se le aflade los 2 mL de
la solucion reactiva de ninhidrina y se procede de igual forma. El ensayo se
considera positivo si la solucion desarrolla un color violaceo. Permite reconocer la

presencia de aminoacidos libres o de aminas en general.
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Ensayo de Fehling: Para ellos, si la alicuota del extracto no se encuentra en agua

debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de
agua. Se adiciona 2 mL del reactivo (A+B recién preparado) y se calienta en bafio
de agua de 5- 10 minutos. El ensayo se considera positivo si la solucién se colorea
de rojo o aparece un precipitado. Permite reconocer en un extracto la presencia de

azucares reductores.

Ensayo de Cloruro Férrico: A una alicuota del extracto etandlico se le adicionan tres

gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiologica. Si la
alicuota es acuosa entonces se le afiade acetato de sodio para neutralizar y tres
gotas de solucién reactiva. El ensayo se considera positivo si desarrolla una
coloracion rojo-vino (compuestos fendlicos en general), verde intenso (taninos del
tipo pirocatecdlicos) y azul (taninos del tipo pirogalotanicos). Permite reconocer la

presencia de compuestos fendlicos y/o taninos.

Ensayo de Dragendorff: Si la alicuota esta disuelta en un solvente organico, este

debe evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse en un 1 mL de HCI (1
%). Si por el contrario el extracto es acuoso a la alicuota de ensayo se le afiade una
gota de acido clorhidrico concentrado, se calienta suavemente y se deja enfriar
hasta acidez. A ambas soluciones acuosas &cidas se le afiaden tres gotas del
reactivo de Dragendorff. La evidencia es que se producen complejos insolubles, de
tal manera que, si hay opalescencia el ensayo se considera positivo (+), si turbidez
definida (++) y si precipitado (+++). Permite reconocer en un extracto la presencia

de alcaloides.

Ensayo de Mucilagos: Una alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5 °C durante

15 minutos. El ensayo es positivo si la solucion toma una consistencia gelatinosa.
Permite reconocer en un extracto la presencia de estas estructuras de tipo
polisacarido, que forma un coloide hidrofilo de alto indice de masa, que aumenta la

densidad del agua donde se extrae.
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3.5 Procedimiento de los limites de especificaciones de calidad por el método
de Bowker

Existen en la literatura consultada varios métodos de calculo para los limites de
especificaciones, pero, para este caso en estudio se usa el de Bowker. Se van a
calcular los limites superior e inferior de especificacion de manera preliminar,
conociendo que esta especificacion de calidad se clasifica en bilateral asimétrica
(78).

Este método puede ser aplicado para tamafios de muestras pequefios y grandes,
siendo poco laborioso. Para poderlo utilizar se necesitan al menos, los resultados
experimentales de 10 lotes industriales consecutivos con 25 muestras de cada uno,
ya que estadisticamente mientras mayor cantidad de muestras se tengan mejores
resultados se obtienen, debido a ello, en esta investigacion solo se aportan
resultados para la futura estandarizacion del extracto acuoso de las hojas de
Capraria biflora L. Tiene como requisito previo la comprobacion de la distribucion
normal de los datos experimentales (Media y desviacion estandar), y el area bajo la
curva de la distribucion normal debe ser simétrica e igual a la unidad. Para este
método hay que tener establecido un nivel de confianza (NC) y un porcentaje de
elementos buenos (100Q) (52).

El mismo tiene en cuenta las siguientes expresiones:

LSE=X+k-S LIE=X-k-S
Ze 5z4°+10
k=2zp(1+ +
P o )
Donde:

X: media aritmética.

S: desviacion estandar

LSE: limite superior de especificacion

LIE: limite inferior de especificacion

Zp: es el valor z de la distribucion normal correspondiente a un area Q/2 o 0,5—(p/2)
siendo Q=1-p, donde p es la proporcion de elementos no conformes tolerados en los
lotes

Zqa. es el valor z de la distribucion normal correspondiente a un area 0,5-a o

(NC/100)-0,5, lo que esta asociado al nivel de confianza con que se desea trabajar.

28

——
| —



Materiales y Métodos

Se considera un valor de Q = 99 % porque se sigue un procedimiento tal que el 95
% de todas las muestras posibles incluyan por lo menos el 99 % de los elementos
dentro de las especificaciones. Para un intervalo de confianza del 95 % las
especificaciones seran:

LE=X+kS

Para los resultados de Zpy Zq fue utilizada la tabla de valores de distribucion normal

estandar encontrada en el libro calidad en la industria farmacéutica (79).

3.6 Determinacion del contenido de fenoles y flavonoides totales

3.6.1 Determinacién del contenido de fenoles totales

Se determiné el contenido total de compuestos fendlicos en el extracto acuoso de
las hojas de Capraria biflora L. empleando la reaccién de Folin-Ciocalteau, segun el
método de Pekal (2014) con algunas variaciones, utilizando acido gélico como
compuesto fendlico de referencia (80).

Preparacion de la curva de calibracién de acido galico: Para la curva de calibracion

se prepar6 una solucion madre pesandose 10 mg de &cido galico, estos se
disolvieron en agua destilada y se enrasé a un volumen de 10 mL para la obtencion
de una disolucibn madre de concentracion 1 mg/mL; para un intervalo de

concentraciones de 1-10 pg/mL.

Se pipetearon alicuotas de 68, 136, 272, 408 y 544 uL de la disolucién madre de
acido galico. De cada una de ellas se tomaron 0,5 mL se adicion6 100 pyL del
reactivo de Folin-Ciocalteu, 0,3 mL de etanol y 1,1 mL de agua destilada y se incubo6
durante 5 minutos. Posteriormente se adicioné 1 mL de Na2COs 7% y 0,4 mL de
agua destilada. La mezcla se homogenizé y transcurridos 30 minutos en la
oscuridad se midio la absorbancia a 765 nm en el espectrofotémetro utilizando como

blanco la solucién preparada por el mismo procedimiento sin la muestra.

Procedimiento de la muestra del extracto de Capraria biflora L.:

Se prepard una mezcla reactiva formada por 0.5 mL de extracto (500 pg/mL en agua
bidestilada), 0.3 mL de etanol, 0.1 mL del reactivo FC y 1.1 mL de H20, se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente se le adicionaron

0,4 mL de H20 y 1 mL de Na2COs (7 %), se incub6 nuevamente durante 30 minutos.
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Se leyd la absorbancia a 765 nm contra un blanco de solucion hidroalcohdlica (0.3
mL etanol + 2.1 mL de H20).

La cantidad de compuestos fendlicos en cada extracto se determind a partir de la
ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion del acido galico y se
expres6 como miligramos de contenido fendlico equivalentes a acido gélico por

gramo de extracto seco (mg EAG/g ES).

3.6.2 Determinacién del contenido de flavonoides totales

Se determiné el contenido de flavonoides totales en el extracto acuoso de las hojas
de Capraria biflora L. segun la metodologia descrita en la literatura (80), con algunas
variaciones, utilizando como flavonoide de referencia la quercetina.

Preparacion de la curva de calibracién de la quercetina: Para la curva de calibracion

se prepar6 una solucion madre pesandose 0.5 mg de quercetina, estos se
disolvieron en etanol absoluto y se enras6 a un volumen de 10 mL para la obtencion
de una disolucibn madre de concentracion 0.05 mg/mL; para un intervalo de

concentraciones de 2-10 pg/mL.

Se pipetearon alicuotas de 80, 160, 240, 320 y 400 uL de la disolucién madre de
guercetina. De cada una de ellas se tomd6 2.5 mL se adicion6 1.25 mL de AICls (2 %)
y 1.25 mL de H20 destilada, se homogenizé la mezcla y se incubdé durante 10
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Posteriormente se leyo la
absorbancia a 425 nm en el espectrofotdmetro utilizando como blanco la solucion
preparada por el mismo procedimiento, pero en vez de adicionar 1 mL de quercetina
se adicion6é 3.75 mL de etanol absoluto y de agua 1.25 mL (es decir el mismo

procedimiento sin la muestra).

Procedimiento de la muestra del extracto de Capraria biflora L.:

Se prepar6 una mezcla reactiva formada por 2.5 mL de extracto, 1.25 mL de AICls (2
%) y 1.25 mL de agua, se agitd y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se ley6 la absorbancia a 425 nm contra un blanco de AICIs en mezcla
hidroalcohdlica. Los resultados se expresaron como pg de quercetina equivalente

por mg de extracto seco (LgQE/mQ).
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3.7 Obtencion de los extractos para la elaboracién de los jarabes

Se pesaron en la balanza técnica digital 75 g de la muestra vegetal seca y molinada
y se transfirieron a un balén de 1000 mL. La droga se humect6 con un volumen de
750 mL de agua destilada y se procedid a la extraccion por reflujo durante 30
minutos. Posteriormente se filtr6 en caliente utilizando papel de filtro, se lavo dos
veces a completar 375 mL aproximadamente y se concentré6 mediante bafio Maria a
una temperatura de 100 °C en la plancha hasta quedar 150 mL (20 % del volumen
inicial) (81).

3.8 Valoracion de los jarabes del extracto acuoso de Capraria biflora L.

Se valoré la pertinencia de los componentes, sus concentraciones y el método de
elaboracion del jarabe, basados en la formulacion y técnica de elaboracion de los
jarabes obtenidos a partir de extractos vegetales reportados en el Formulario
Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos, y que se rigen por los requisitos que
exigen actualmente para estos productos en la literatura cientifica, regulaciones y
normativas actuales. Para esto se parti6 de considerar la composicion de las
formulaciones, sus especificaciones de calidad y método de elaboracion
establecidos en el LMV (Tabla 2). En base a este analisis se realizé la propuesta de

cambios a la formulacién y al método de elaboracion.
Tabla 2. Componentes de la formulacion, sus cantidades y sus funciones (100 mL)
Componente Concentraciones Funcién

Extracto acuoso de las hojas 10 % 20 % Ingrediente activo

de Capraria biflora L.

Benzoato de sodio 05¢g 05¢g Preservo
Sacarosa 65 % 85 % Viscosante y edulcorante
Agua destilada c.s.p100mL c.s.p 100 mL Vehiculo
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Método de elaboracion:

1. Preparacién del jarabe simple

Se realizaron 4 jarabes simples para las 8 formulaciones y sus réplicas, para

obtener un volumen de 400 mL, dos de ellas por el método en caliente (50 °C) y las

otras dos a temperatura ambiente, con agitacion constante a una velocidad de 500

rom (Tabla 3) y durante 40 minutos (tiempo en el cual la sacarosa se disolvid

completamente).

Tabla 3. Obtencién de los jarabes simples.

Jarabes Cantidad Método Volumen  Velocidad de
simples (@) (mL) Agitacion
(rpm)
1 260 Temp. Ambiente 400 500
2 260 Caliente (50 °C) 400 500
3 340 Temp. Ambiente 400 500
4 340 Caliente (50 °C) 400 500

1.1 Método en caliente

Se pesaron 260 g y 340 g por duplicado de sacarosa y se traspasaron a un
beaker de 500 mL.

Se completd con agua destilada hasta 400 mL.

Se colocaron encima de una plancha a una temperatura de 50 °C durante 40
minutos y se agitaron de manera constante con un agitador eléctrico a una
velocidad de 500 rpm, hasta que la sacarosa quedé disuelta completamente.

Se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente.

1.2 Método a temperatura ambiente

Se pesaron 260 g y 340 g respectivamente de sacarosa y se traspasaron a
un beaker de 500 mL.

Se completd con agua destilada hasta 400 mL.

Se pusieron a temperatura ambiente con agitacion constante con un agitador
eléctrico a una velocidad de 500 rpm, hasta que la sacarosa quedo

totalmente disuelta en un tiempo de 40 minutos.
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2. Preparacién de las formulaciones:

Se llevé a cabo un total de 8 formulaciones y a cada una de ellas se le realizé
una réplica, cuyos componentes y concentraciones de los mismos se encuentran

en latabla 2. Se procedi6 de la siguiente manera para todos:

e Se peso 0.5 g de benzoato de sodio.

e Se pipetearon 10 mL 6 20 mL del extracto en dependencia de la
formulacion correspondiente.

e Se incorporé el benzoato de sodio en el extracto hasta su completa
disolucion.

e Se complet6 volumen con los jarabes simples hasta 100 mL,
seleccionando el jarabe correspondiente para cada una de las
formulaciones.

e Se homogenizo la formulacion.

o Se filtro.

e Se envaso en frascos de color ambar de 120 mL.

e Se conservo a temperatura ambiente y lugar fresco.
3.9 Disefio de experimentos para el desarrollo del jarabe.

Se realizd un disefio de experimentos factorial 23 con dos niveles y tres factores
(concentracion del extracto, concentracidbn de sacarosa y temperatura) con una
réplica para cada uno. Se emplearon como componentes de las formulaciones los
gue se describen en la tabla 2. Los factores (independientes) utilizados se
describen en la tabla 4 con sus dos niveles, y las 8 formulaciones que se obtienen
se pueden observar en la tabla 5. El orden de seleccion de las formulaciones para

su preparacion fue aleatorio atendiendo al disefio experimental.
3.9.1 Control de la calidad tecnologica

Las variables respuesta (variables dependientes) consideradas fueron: densidad
relativa, indice de refraccién y pH, para la evaluacion del control de la calidad
tecnolégica a tiempo cero, ademas de realizarle a cada uno de los jarabes el

tamizaje fitoquimico para corroborar de manera cualitativa la presencia de
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flavonoides y/o taninos, los cuales son los principales responsables de la posible

actividad gastroprotectora que se les atribuye a dichos jarabes.

Tabla 4. Factores (variables independientes) empleados en el disefio factorial 23

para el disefio de la formulacion.

Factor Nivel alto Nivel bajo
Concentracion del 20 mL 10 mL
extracto
Concentracion de 859 659
sacarosa
Temperatura 50 °C ambiente

En el andlisis de los resultados de las variables respuestas (dependientes) se utilizd
el paquete de programas estadisticos Statgraphics Centurion XV version 15.2.14 del
2007; y se realizd6 un ANOVA multifactorial teniendo en cuenta los factores
independientes, para detectar efectos significativos se utiliz6 el método de la
diferencia menos significativa de Fisher utilizando los intervalos LSD (de sus siglas

en inglés Least Significant Difference).

Tabla 5. Composicion de las 8 formulaciones obtenidas en el disefio factorial 23.

Formulacion Concentracion Concentracion Temperatura

del extracto % de sacarosa % °C
1 10 65 ambiente
2 20 85 50
3 10 85 50
4 10 65 50
5 20 85 ambiente
6 20 65 ambiente
7 10 85 ambiente
8 20 65 50

3.10 Estudio de estabilidad de los jarabes

Se realizdé un estudio de estabilidad fisica de los jarabes al cabo de 30 dias de

elaborados y almacenados a temperatura ambiente; con el objetivo de verificar si se

34

——
| —



Materiales y Métodos

mantienen relativamente constantes los parametros evaluados a tiempo cero
(caracteristicas organolépticas, pH, indice de refraccion y la densidad relativa), o
gue haya ocurrido alguna modificacién razonablemente pequefia de las condiciones
iniciales de estos valores que no altere significativamente la accion farmacologica

para lo cual esta destinada.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Preparacion del material vegetal

4.1.1. Procesamiento del material vegetal

Teniendo en cuenta la informacion etnobotanica referida para la especie Capraria
biflora L. se decidio el estudio de las hojas por ser la parte aérea mas empleada en
la medicina tradicional, usada popularmente para tratar la fiebre y por sus
propiedades diuréticas, estimulantes y digestivas, se usa para el tratamiento de
afecciones del tracto urinario y para aliviar algunos desordenes dérmicos, como
escabiosis y escozor. También se refiere su uso en el tratamiento de dolor de oido,
hemorroides y reumatismo. En investigaciones anteriores se comprob6 que el
extracto acuoso de esta parte de la planta presenta una potente actividad
gastroprotectora; es por ello, que este estudio ayudara al uso mas racional de la
especie botanica, llegando hasta la elaboracion de una forma farmacéutica liquida
con efecto gastroprotector.

La recoleccion del material vegetal con fines farmacéuticos asegura la identidad de
la droga; cuya identificacion debe ser realizada por un personal experto y
capacitado. En este trabajo se realiz6, la identificacion taxonémica del material
vegetal por una especialista en la tematica, como criterio seguro de su identidad
botanica, observandose una total correspondencia con las caracteristicas del

material recogido y con la descripcion botéanica establecida en la literatura (8).

La recoleccion del material se realiz6 de forma manual, pues es la técnica que se
aconseja, tomando las partes aéreas y dejando ramas suficientes para garantizar
nuevamente el desarrollo de la planta y asi un uso sostenible de este recurso. El
lavado cuidadoso con agua potable garantizé la limpieza del material vegetal. El
secado de la planta se realiz6 mediante calor artificial (40 °C por tres dias) que
permiti6 eliminar suficiente cantidad de humedad, como para favorecer la
conservacion de la calidad de la droga y prevenir el deterioro de la misma, ya sea
por enmohecimiento, accion de enzimas y/o bacterias y posibles alteraciones
guimicas. Esta operacion resulta ventajosa pues, facilita los procesos de trituracion

necesarios para obtener una forma mas conveniente para su comercializacion y
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almacenamiento. Luego del secado y molinado de la droga, esta no varié ninguna

de sus caracteristicas organolépticas (color y olor).

4.2 Obtencion de los extractos

Los extractos acuosos procedentes de las hojas de Capraria biflora L., se obtuvieron
mediante reflujo por 30 minutos, se filtraron y se concentraron en bafio Maria hasta

tener un volumen de 40 mL.

4.2.1 Caracterizacion fisico-quimica de los extractos

4.2.1.1 Caracteristicas organolépticas

Al analizar las caracteristicas organolépticas de los 10 extractos se puede plantear
que ellos presentan un color pardo rojizo intenso, su olor es caracteristico
aromatico de la especie y su sabor es caracteristico, agradable, no reseca las
mucosas Yy brinda una buena sensacion, ademas se puede observar en relacién a
su apariencia que en todos los casos se muestra una transparencia definida. En
ninguno de estos se evidencidé la presencia de precipitados, de particulas en
suspension, ni hubo separacién de capas. Todo lo anterior coincide con lo reportado

en investigaciones anteriores (16, 17).

En la tabla 6 se muestran los valores de pH, indice de refraccion, densidad relativa
y solidos totales para los 10 extractos procedentes de las hojas de Capraria biflora L

Tabla 6. Resultados de los valores numéricos de los métodos de ensayos (media

aritmética + desviacion estandar (X + s), n = 10)

Variables Resultados
analizadas
pH 5.867 £0.23
ind. Refrac. 1.34812 + 0.0
Dens. Relat. 1.0376 £ 0.0
Sol. Tot. % 3.7956 £ 0.31
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4.2.1.2 Determinacion del pH

Se observa que los extractos acuosos de las hojas poseen valores similares en
relacion al pH, siendo todos ellos de valores entre 5.62 y 6.44, lo cual los hacen
viables desde el punto de vista biologico y por tanto pueden ser utilizados para la
obtencion de los jarabes. Estos muestran un caracter de acido débil, justificado por
la presencia de compuestos resultantes de la extraccion que aportan estas
caracteristicas, o bien debido a la combinacién de las caracteristicas &cidas y
basicas aportadas por los diferentes grupos de familias quimicas presentes en el
medio, todas identificadas en el tamizaje fitoquimico. Entre los compuestos
identificados que aportan caracteristicas acidas se encuentran los, flavonoides,
fenoles y taninos (82). Este valor de pH obtenido puede ser éptimo para el
desarrollo de formulaciones por via oral ya que se encuentra dentro del rango

reportado (83).
4.2.1.3 Determinacion de sélidos totales

En relacion a los sélidos totales, se observa que el extracto acuoso de las hojas
presenta un valor de aproximadamente 3.7956 g/100 mL. Esta variable resulta de
gran importancia a monitorear cuando de una planta se pretende extraer la mayor
cantidad de metabolitos presentes en la misma (83). En nuestro trabajo se observan
valores de solidos totales mayores que los obtenidos en otras investigaciones
realizadas con el extracto acuoso de la misma especie Capraria biflora L. (76), lo
cual puede ser debido a condiciones ambientales a las cuales se encuentra
expuesta la planta, época de recoleccién, tipo de suelo en la que esta sembrada, la
solubilidad en el disolvente empleado, las interferencias de otros componentes, el
tipo de secado y la conservacion de la misma; que da como resultado una variacion
en la cantidad de sélidos totales presentes; ademas en esta investigacién solo se
dejo reflujar por 30 minutos, sin embargo en la investigacion con la cual se compara
se refluj6 durante 2 horas infuyendo esto también en las diferencias tan

significativas de estos valores.

38

——
| —



Resultados y Discusion
4.2.1.4 Determinacion de la densidad relativa y del indice de refraccion

La densidad relativa toma valores de 1.0376 (g/cm3® como promedio =+
0.002633122 como desviacion estandar; y el indice de refraccién se encuentra
entre los valores 1.34812 + 0.002357871. No todos estos parametros se encuentran
normados para el extracto acuoso de la Capraria biflora L. teniendo como método
de extraccion sdlido-liquido mediante reflujo, por lo cual algunos no pueden ser
comparados debido a que no existen reportes de estudios de este tipo para la
especie, de ahi que estos resultados constituyan la base cientifica para el
fundamento de investigaciones futuras sobre el tema; aunque se puede plantear que
son adecuados tomando en consideracion la correspondencia con otras drogas
oficiales (75, 81).

En el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos (54) se encuentran
algunos extractos acuosos, que tienen propiedades curativas estomacales ya
demostradas como son el extracto acuoso de Aloe vera utilizado como antiulceroso
y el extracto acuoso de Mangle rojo que se usa como astringente en enfermedades
diarreicas. Los resultados relacionados a los valores del pH, en estos extractos se
encuentran un poco por debajo de los obtenidos en los 10 extractos acuosos de la
presente investigacion, es decir que presentan caracteristicas relativamente mas
acidas, lo cual puede ser debido a que presentan una mayor concentracion de
matabolitos que aportan propiedades acidas; pero se puede evidenciar que a pesar
de todo ello tienen buenas propiedades como para llegar a la elaboracion de una
forma farmacéutica terminada como es el jarabe. Los valores de densidad relativa e
indice de refraccion se encuentran en valores aproximados a los reportados en esta
bibliografia. En relacion a los valores de los sélidos totales ninguno de los dos
coincide con los obtenidos para el extracto acuoso de las hojas de Capraria biflora
L., pues el del Mangle rojo estd muy por encima del obtenido (16.499-19.50) y el del
Aloe vera se encuentra muy por debajo (0.4-0.8 %); estos resultados son debido a
gue cada planta contiene diferentes metabolitos y en distintas cantidades, de ahi

proviene la diversidad de cada especie y sus familias.

4.2.1.5 Analisis capilar:
Los resultados de los analisis capilares muestran que los extractos acuosos son

vivamente coloreados, todos presentan una altura entre 11.4 cmy 12.7 cm teniendo
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entre todos un promedio de 12.2 cm de alto, por lo cual se clasifica en alta (altura de
8.0 cm en adelante), presentando franjas regularmente dentadas. La subfranja es de
color carmelita claro y la banda y subdanda de color carmelita un poco mas oscuro,
no mostrandose diferencias entre ellas. En cuanto a los cambios de coloracion con
vapores de amoniaco estos toman una coloracion verde-amarilla clara en cada una
de sus partes, y al retirar la tira de papel el color de estos vapores amoniacales
desaparece; y en cuanto a la fluorescencia, al someterlo a la luz ultravioleta se
puede plantear que presenta fluorescencia amarilla para la subfranja y para la
banda y sub-banda no presenta fluorescencia. Estas caracteristicas pueden
observarse en la figura 1, las cuales nos brinda una informacioén cualitativa de cada

uno de los extractos, dando en todos los casos muy semejantes caracteristicas.

Figura 1. Resultados del andlisis capilar A. Sin luz UV. B. Con luz UV.

4.3 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es ampliamente usado para evaluar la composicion de las
drogas vegetales, pero es importante sefialar que los resultados obtenidos mediante
estas técnicas ofrecen solo una vision de la composicion quimica de la planta a
estudiar y que no puede tomarse en ningln caso como un resultado concluyente, ya
gue en la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir la concentracién de
los mismos, la solubilidad en el disolvente empleado y las interferencias de otros

componentes.

Los resultados de los ensayos para la determinacion de metabolitos presentes en

los 10 extractos acuosos analizados se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos procedentes
de las hojas de Capraria biflora L.

Metabolitos Ensayos Extractos acuosos (1-10)
Saponinas Espuma +
Flavonoides Shinoda +
Aminoécidos libres Ninhidrina +
AzUcares reductores Fehling ++
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico +
Alcaloides Dragendorff +
Mucilagos Mucilagos -

El ensayo de espuma resultd ser positivo para todos los extractos en estudio, pues
aparece espuma en la superficie del extracto acuoso de mas de 2 mm de altura y
persisti6 por mas de 2 minutos (ver figura 2), evidenciando la presencia de
saponinas en el extracto acuoso de las hojas de Capraria biflora L., correspondiendo
con resultados precedentes (84). Este metabolito presenta propiedades
farmacolégicamentes activas ya comprobadas en investigaciones anteriores, como

antiinflamatoria y como gastroprotectora (85).

P B g T
s i”w‘ %

Figura 2. Evidencia de saponinas.

El ensayo de Shinoda es positivo para todos los extractos, evidenciando la
presencia de flavonoides tipo flavonas, pues el alcohol amilico tomé una coloracién
de naranja a rojo (ver figura 3), coincidiendo con investigaciones anteriores (17). La
presencia de estos compuestos en las hojas de la Capraria biflora L. son los

principales responsables de su actividad como gastroprotectora, y presentan
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propiedades antioxidantes ya demostradas, evidenciado en estudios precedentes
(86).

Figura 3. Evidencia de flavonoides.

Se observo la presencia de aminoéacidos libres, dando positivo el ensayo de
ninhidrina, pues se desarrollé un color violaceo para todos los casos (ver figura 4).
Fue positivo (++) el ensayo de Fehling, mostrando la presencia de azlcares
reductores, al aparecer un precipitado de color rojo (ver figura 5). Todo ello ya

demostrado también en otras investigaciones (15-17).

— |

——

Figura 5. Evidencia de azUcares reductores.

El ensayo del cloruro férrico fue positivo para cada uno de estos extractos,
evidenciando la presencia de fenoles y/o taninos especificamente, pues se
desarroll6 una coloracién verde intensa caracteristica de la presencia de taninos del
tipo pirocatecdlicos (ver figura 6). En estudios anteriores se ha comprobado que los
taninos presentes en el extracto acuoso de las hojas de la Capraria biflora L.
presentan un gran porcentaje de proteccion gastrica (99.7 %) a dosis de 800 mg/Kg
de peso (15).
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Figura 6. Evidencia de fenoles y/o taninos

La presencia en el extracto acuoso de las hojas de Capraria biflora L., de
metabolitos tales como flavonoides, y otros compuestos fendlicos se comprobo en la
tesis doctoral de Liliana Vicet (16) presentando un potente efecto antiinflamatorio
(dosis de 200 mg/Kg de peso por via intraperitoneal y 400 mg/Kg por via oral),
presumiblemente por inhibicién de la sintesis de prostaglandinas y otros mediadores
de la respuesta inflamatoria. Presentan un moderado efecto analgésico (a dosis de
200 mg/Kg) probablemente como consecuencia de la accién antiinflamatoria
manifestada; por lo que es recomendada para el tratamiento de dolores leves y
moderados (16).

Existe la presencia de alcaloides en los 10 extractos, evidenciado por el ensayo de
Dragendorff, al ser este positivo, pues se produjeron complejos insolubles
mostrandose la opalescencia en el ensayo (ver figura 7). Esta presencia de
alcaloides resulta extrafia puesto que este metabolito es poco comun en la familia y
en particular en el género Capraria (16); aunque pueden encontrarse en algunas
especies, particularmente los tipos quinazolina y quinolizidina; ademas en la
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas se han llevado a cabo
investigaciones con esta especie dando positivo este ensayo. Futuras
investigaciones deberan realizarse para verificar a través de técnicas mas
especificas la presencia o0 ausencia de este tipo de metabolito, aunque en la
presente contribucion a la estandarizacion del extracto acuoso nos dio positivo la
presencia de alcaloides en los diez extractos acuosos analizados, lo cual nos hace

suponer que presentan este metabolito de forma segura.

El ensayo de enfriamiento de mucilagos fue negativo pues no se evidencié una
consistencia gelatinosa, coincidiendo con lo reportado en la bibliografia consultada
(16).
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Figura 7. Evidencia de alcaloides.

Es importante sefialar que los resultados obtenidos mediante este tamizaje ofrecen
solo una visién de la composicién quimica de la planta a estudiar y que no puede

tomarse en ningun caso como un resultado concluyente.

Estos resultados se encontraron en correspondencia con los informes fitoquimicos
de la familia boténica, siendo similares a los obtenidos por Tejeda, 1998 (87), para
drogas provenientes de otras localidades de la regién central, lo cual sugiere que
este factor no influye notablemente en la composicion del material vegetal al menos

desde el punto de vista cualitativo.

4.4 Determinacion preliminar de los limites de especificacion por el método de

Bowker

Teniendo en cuenta los resultados disponibles se utilizé el método de Bowker para
calcular de forma preliminar los valores de los limites de especificacion de calidad,
para cada una de las variables cuantitativas evaluadas en la caracterizacion fisico-
guimica de los extractos acuosos de las hojas de la especie Capraria biflora L.,

arribando a los valores que se muestran en la tabla 8:

Tabla 8. Resultado de los limites de especificacion de calidad del extracto acuoso

de las hojas de Capraria biflora L.

Limites de Densidad indice de pH Solidos
especificacion  relativa Refraccion Totales %

LSE 1.048078 1.357792 6.7939 5.0449

LIE 1.027122 1.338448 4.9401 2.5463
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4.5 Determinacion del contenido total de fenoles y flavonoides

4. 5.1 Determinacién del contenido de fenoles totales

Se llevé a cabo la cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos puesto que
dentro de estos compuestos se encuentran los flavonoides y los taninos que son los
principales metabolitos responsable de la actividad gastroprotectora.

El ensayo de Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de polifenoles totales, es una
técnica que ha llegado a ser la més utilizada para determinar de manera cuantitativa
a los polifenoles. Este método consiste basicamente en generar color a traves de la
adicion del reactivo de Folin-Ciocalteu en un medio alcalino a una determinada
muestra (88, 89).

El contenido total de compuestos fendlicos se calcul6 empleando la curva de
calibracion del &cido galico como patron, los resultados se expresaron como
miligramos equivalentes de &cido galico por gramos de extracto seco (mg EAG/g
ES) figura 8.

Curva de calibracion del acido galico

@ 06 y=0,1005x-0,0063 .
‘é 0.5 RZ - 0)997 1 .
E 0.4 ]
3 0.3 .
8 02 .
< 0.1 ®

0
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Concentracion (pug/mL)

Figura 8. Curva de calibracién del acido galico.

El contenido total de compuestos fendlicos para el extracto de Capraria biflora L. se

muestra a continuacion en la tabla 9.
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Tabla 9. Cuantificacién del contenido de fenoles totales (mg EAG/g ES)

Compuestos fendlicos Extracto acuoso
Contenido total (mg EAG/g ES) 12.7 mg EAG/g ES

Como resultado se obtuvo que el contenido total de compuestos fendlicos obtenido
para el extracto acuoso de las hojas de Capraria biflora L. fue de 12.7 mg de acido
galico equivalentes/g de extracto seco. Este resultado cuantitativo corrobora la
presencia de fenoles en el extracto, la cual se habia determinado en el tamizaje de
una manera cualitativa, justificando entonces su actividad gastroprotectora. Este
valor obtenido es especifico para cada extracto, ya que toda planta responde a
variaciones ambientales, como las causadas por la época del afio, la fertilizacién y
los dafios ocasionados por plagas y enfermedades, lo cual influye en la produccion
de metabolitos secundarios que regulan la actividad metabdlica, tal como los
compuestos fenolicos (39, 90). Otros factores que pueden influir son el proceso de
floracion, lo cual demanda una alta disponibilidad de estos metabolitos para apoyar
dicho proceso y la humedad la cual depende fundamentalmente del régimen de
precipitaciones. El agua es la encargada de transportar los principios solubles que
se encuentran en el suelo e interviene en la sintesis de metabolitos primarios que
son el punto de partida en la biosintesis de metabolitos secundarios, entre ellos, los

compuestos fendlicos (84).

Existen valores reportados en la literatura de la cuantificacion de fenoles totales
para esta especie en cuestion; evidenciando una no correspondencia de los valores
obtenidos con los ya reportados por otras bibliografias (17); por lo que se
recomienda realizar una estandarizacion de contenido de fenoles totales para el

extracto acuoso de las hojas de la especie en cuestion.

4.5.2 Contenido de flavonoides totales

Los flavonoides son distribuidos extensamente en los productos derivados de origen
natural y tienen demostrada su actividad antioxidante, antiinflamatoria y
gastroprotectora. Ademas, muchos estudios han reportado que un incremento del

contenido de flavonoides en la dieta podria reducir ciertas enfermedades.

46

——
| —



Resultados y Discusion

El contenido total de flavonoides para el extracto acuoso se calcul6 empleando la
curva de calibracién de quercetina (Figura 9). Los resultados se expresaron como

Mg equivalentes de quercetina por mg de extracto seco (ug QE/mg) (Tabla 10).

Curva de calibracion de la

quercetina

0.8
m 0.7 5 ]
‘S o6 Y =0.0743x-0.0606
S os R?=0.9967 = =
8 0.3
D 0.2 '
<C o1 o

0

0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (pg/mL)

Figura 9. Curva de calibracién de la quercetina

Los resultados obtenidos en esta determinacion nos permiten confirmar la presencia
de flavonoides en el extracto acuoso de Capraria biflora L., identificados

previamente mediante el tamizaje fitoquimico.

Tabla 10. Contenido de flavonoides totales del extracto acuoso de Capraria biflora
L.

Flavonoides Extracto acuoso
Contenido total (LgQE/mQ) 6.84 (LgQE/mg)

Dentro de la composicion quimica de esta especie los flavonoides son de los
compuestos fendlicos mas importantes, porque se les atribuye una gran diversidad
de acciones farmacologicas, por ejemplo, antiinflamatoria, analgésica vy

gastroprotectora (17).

Estos valores corresponden con los resultados obtenidos en el contenido fendlico e
igualmente debe tener relacion directa con las actividades farmacologicas

demostradas de los mismos.
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Al comparar los valores obtenidos con el contenido de flavonoides presente en otros
extractos de plantas medicinales reportados en la literatura (91, 92) (ver Tabla 11),
se observa que el valor de flavonoides obtenidos para los extractos acuosos de las

hojas de Capraria biflora L. resulté ser bajo.

Tabla 11. Contenido total de flavonoides en el extracto de algunas plantas

medicinales publicado en la literatura.

Nombre de planta Contenido total de flavonoides publicados (mg/g)
L. coronopifolia 16,3
L. multifida 12,3
L.stoechas 10,1
Tetrastigma 72,1
V. agnus castus fruta 10,8
T. sonbolii 37.1

El valor obtenido de flavonoides totales del extracto acuoso de las hojas de la
especie Capraria biflora L. no corresponde con el valor ya reportado en
investigaciones anteriores (17), lo cual puede estar relacionado con la época y la
hora del dia de la recoleccién, el entorno de cultivo, las condiciones climatoldgicas,
ademas del tipo de secado y/o conservacion de la droga. También puede afectar los
resultados el estado vegetativo de la planta que puede traer como consecuencia el
aumento o disminucion de la concentracion de los metabolitos. La solubilidad en el
solvente empleado y la interferencia de otros metabolitos también pueden afectar de
forma significativa la composicion del extracto (15). Por lo anterior se recomienda
realizar una estandarizacion del contenido de flavonoides para el extracto acuoso de

las hojas de la especie en cuestion.
4.6 Jarabes del extracto acuoso de Capraria biflora L. y sus componentes

Las formas farmacéuticas liquidas son los productos mas demandados y mejor
aceptados por la poblacion en general, especificamente los jarabes
medicamentosos a base de productos naturales: manzanilla, sabila, miel de abejas y
propoleo. Estos son elaborados en los laboratorios de produccion local de cada

provincia y muchas veces son indicados en mayor medida que las formas
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farmacéuticas solidas, por sus ventajas en cuanto a la no afectaciéon de la mucosa
gastrica. Casi la mayoria de estos, poseen componentes comunes y en cantidades
similares, todo en base a prevenir incompatibilidades, interacciones y lograr un

mayor ahorro econdémico con la menor cantidad de componentes posibles.

En el presente trabajo se escogio realizar un jarabe del extracto acuoso de las hojas
de Capraria biflora L. con posible accion gastroprotectora, para ello se tom6 como
base los jarabes que se elaboran en los laboratorios de produccién local, los cuales
se presentan en el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos (54),
teniendo en cuenta los componentes principales de cada formulacion y solo en las

cantidades necesarias.
e Preservo

En las formas farmacéuticas liquidas no estériles con elevado contenido de agua se
requiere de preservos, para evitar su contaminacién microbioldgica. El empleado en
estas formulaciones es el benzoato de sodio. Estudios recientes de toxicidad, por
diferentes vias de administracién, hacen que sea considerado por el CIR (de sus
siglas en inglés: Cosmetic Ingredients Review) como un ingrediente seguro en
concentraciones de hasta el 5 %. Es muy soluble en agua (1 g se disuelve en 1.8
mL de agua), es un secuestrante de radicales hidroxidos y se emplea en
concentraciones entre 0.1 % y 0.5 % en jarabes. La mayor limitante en su empleo
esta dada porque es efectivo en un intervalo de pH estrecho. Posee propiedades
bacteriostaticas y antifingicas y su eficacia conservante es mejor en soluciones
acidas (pH 2-5) (58). Sin embargo, los pH de formulaciones originales del laboratorio
de produccién local con extractos acuosos poseen un valor alrededor de 5.69,
ligeramente superior al requerido para la efectividad del preservo. Estas razones
justifican que se mantenga el benzoato de sodio como preservo en los jarabes

medicamentosos que se elaboran.
e Sacarosa

El azlicar ejerce una accion conservante, edulcorante y viscosante. La alta
concentracion de azucar le confiere al jarabe una elevada presion osmoética que
impide el desarrollo fungico y bacteriano. Las soluciones azucaradas sustraen de los

microorganismos, por 0smosis, el agua que éstos necesitan para su desarrollo.
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Desde el punto de vista de la conservabilidad, las preparaciones altamente

concentradas son las mas favorables (93).

Si el jarabe tuviera una concentracion de azucar igual a la de saturacion, no
necesitaria conservantes, porque estaria bien protegido frente al crecimiento de
microorganismos. Sin embargo, un pequefio descenso de temperatura durante el
almacenamiento podria producir en estos jarabes la separacion de cierta cantidad
de azucar. Esta cantidad seria igual a la que existe en exceso con respecto a su
solubilidad a la temperatura de almacenamiento. Por este motivo, la mayoria de los
jarabes se formulan con una concentracion de azucar cercana, pero inferior a la de
saturacion, y se afladen agentes conservantes que previenen la proliferacion de
microorganismos y aseguran su estabilidad durante el periodo de almacenamiento y

utilizacion (47).

La gran cantidad de azucar presente en los jarabes proporciona una elevada
viscosidad que hace que se mantenga el sabor dulce en la boca durante un tiempo

prolongado (47).
4.7 Valoracion de los jarabes del extracto acuoso de Capraria biflora L.

Como ya se menciond en la revision bibliogréafica el extracto acuoso obtenido de
esta planta en Cuba posee actividad analgésica, antiinflamatoria y gastroprotectora.
Sin embargo, no existe una forma farmacéutica liquida que permita su
administracion oral. Una de las formas de dosificacibn mas empleadas en nuestro
pais para la formulacién de extractos liquidos, sobre todo el acuoso, son los jarabes,
los cuales son muy adecuados para dosificar tanto a pacientes pediatricos como a
geriatricos. Esta forma farmacéutica presenta innumerables ventajas pues al tener
elevado contenido de sacarosa muy probablemente no sea necesario incluir un
saborizante extra a no ser que el sabor del extracto sea muy desagradable y al tener
menos componentes, existe una menor posibilidad de incompatibilidades y de

interacciones y es mas econémico.

Hay diferentes formas de obtener jarabes, por lo general estas son formas
farmacéuticas dulces y viscosas que pueden contener alcohol, no obstante, la
viscosidad se puede lograr generalmente con un elevado contenido de edulcorante

gue generalmente es la sacarosa, aunque también puede ser con un hidrocoloide y
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un edulcorante sintético que seria muy adecuado para personas que no puedan
ingerir grandes cantidades de sacarosa, pero el mas tradicional y econémicamente

favorable son los jarabes simples.

Es bien conocido que la influencia de los componentes de la formulacién y el
método de preparacion influye en la calidad del producto final obtenido por eso en
nuestro estudio, aunque se parte de una formulacién béasica con sacarosa, se
deciden variar las concentraciones de esta y la eleccion de la misma es debido a
gue es la responsable de dos de las funciones principales (viscozante y

edulcorante).

4.8 Evaluacion de los jarabes de Capraria biflora L. obtenidas mediante disefio

factorial 23.

4.8.1. Calidad tecnolégica de los jarabes

La evaluacién de la calidad tecnoldgica de los jarabes a tiempo cero de elaborados
se realizd mediante ensayos cualitativos y cuantitativos, empleados cominmente en

este tipo de forma farmacéutica.
4.8.1.1. Densidad relativa, indice de refraccién, y pH

Como variables dependientes (respuesta) del disefio factorial 2° se evaluaron la
densidad relativa, el indice de refraccién y el pH, por ser parametros cuantitativos

gue describen la calidad tecnoldgica de un jarabe.
e Densidad relativa

La densidad relativa es una propiedad que se emplea cominmente en el control de
la calidad de preparados farmacéuticos liquidos, como son los jarabes y da una
comparaciéon de la densidad de una sustancia con la densidad de otra que se toma
como referencia. Ambas densidades se expresan en las mismas unidades y en
iguales condiciones de temperatura y presion. La densidad relativa es adimensional
(sin unidades), ya que queda definida como el cociente de dos densidades. Se
emplea frecuentemente dentro de las especificaciones de calidad de productos de

este tipo (55, 63). En este caso particular, la densidad de los jarabes es elevada, lo
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cual puede estar dado por la presencia de sacarosa en altas concentraciones. Los

resultados obtenidos para esta variable respuesta se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Densidad relativa, indice de refraccion y pH de las formulaciones

obtenidas en el disefio factorial 23.

Factores Variables respuestas (X + DE)
. independientes
Formulacion
F1 F2 F3 Densidad relativa | indice de refraccién pH
1 - - = 1.2134 + 0.00 1.34805 + 0.00 6.16 + 0.01
2 = * + 1.27165 + 0.00 1.348 + 0.00 5.77 £ 0.04
3 - + + 131065 £0.00 1.3355 + 0.00 5.65 + 0.04
4 - - + 1.22995 + 0.00 1.34615 = 0.00 6.09 + 0.01
5 + + - 1.27025 + 0.00 1.34915 + 0.00 5.92 +0.03
6 + - - 1.1934 + 0.00 i 5.96 + 0.01
7 - + - 1.2963 + 0.00 1.3395 =+ 0.00 6.07 + 0.01
8 52 - + 1.2087 + 0.00 1.3424 = 0.00 5.90 +0.01

F1: Concentracion del extracto acuoso de las hojas de Capraria biflora L.
F2: Concentracion de sacarosa
F3: Temperatura

DE: Desviacion estandar

Las 8 formulaciones evaluadas muestran un valor de densidad adecuado (valores
qgue varian entre 1.2087 y 1.31065) en comparacion con los jarabes de extractos
acuosos descritos en el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos (54) por
el cual se rigen los laboratorios de produccién local de nuestro pais encontrandose
éstos valores de densidad relativa entre 1.2300 — 1.3200. Es evidente que los
jarabes con mayores valores de densidad son los que poseen mayor contenido de
sacarosa (Formulaciones 2, 3, 5 y 7), lo cual se observa en la tabla 12. La
desviacion estandar, relativamente baja, que se observa en estos resultados es
sefial de que el método empleado para determinar la densidad es preciso, por lo

cual no va a existir la influencia de minimos errores por la manipulacién del analista.

El andlisis de varianza de estos resultados (Anexo 1), muestra que todos los
factores independientes influyen de manera significativa sobre la variable respuesta

densidad.
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En las figuras 10 y 11 se evidencia una disminucion significativa de la densidad,
debido fundamentalmente a la concentracion de sacarosa y a la temperatura, sin
depender de la concentracion a la cual se encuentre el extracto. Sin embargo, los
valores de este parametro para las formulaciones en estudio (tabla 12) presentan
pocas variaciones (entre 1.1934 y 1.31065), valores similares muestran jarabes
medicinales obtenidos a partir de extractos vegetales que aparecen reportados en la
literatura (54), por tanto, se consider60 que esto no sea una limitacidn para la

administracion de los jarabes a los pacientes.

Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 10. Interaccidn entre la concentracion del extracto y la concentracion de

sacarosa con la variable densidad.

Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 11. Interaccion entre la concentracion del extracto y la temperatura con la

variable densidad.

e Indice de refraccion

La refractrometria es una técnica analitica que consiste en la medida del indice de

refracciébn de un liquido con el objeto de investigar su composicién, si se trata de
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una dilucién, de su pureza o si es un compuesto Unico. El indice de refracciéon se
mide en un refractémetro, en él se compara el angulo de incidencia con el &ngulo de
refraccion de la luz a una longitud de onda especifica. La refraccion de la luz es un
fendmeno de desvio que experimenta el haz incidente al atravesar una solucion
ocasionada por la diferente naturaleza de aire y la solucién sobre la que incide. La
ley de Snell es una féormula para calcular el angulo de refraccion de la luz al
atravesar la superficie de separacion entre dos medios de indice de refraccion
distinto, dice que el producto del indice de refraccion por el seno del angulo de
incidencia es constante para cualquier rayo de luz incidiendo sobre la superficie de
separacion de dos medios. Esta relacion varia dependiendo de caracteristicas como
concentracion de las sustancias disueltas, el tipo de solventes, entre otras. Se
puede calcular la concentracidon de una solucion mediante su indice de refraccién. El
indice de refraccion (Ir) de una sustancia o medio transparente es la relacion en la
velocidad de la luz en el vacio y la velocidad de la luz en la sustancia o medio

transparente (63, 79).

El indice de refraccion tiene como objetivo una herramienta cualitativa al identificar
sustancias y otra cuantitativa, al determinar la concentracion de sacarosa en una
muestra problema. La concentracidbn de azlcar se determina frecuentemente
mediante la medicién del indice de refraccidn, un método rapido y fiable que utiliza
el efecto de la refraccibn mientras la luz viaja de un medio a otro. El indice de
refraccion guarda correlacién con la concentracion de azucar y, por lo tanto, puede

utilizarse facilmente para esta medicion (94).

Dentro de las variables que afectan la medicion del indice de refraccion se
encuentra la temperatura, la cual se puede controlar experimentalmente. Cuando
varia la temperatura en un medio, también varia su densidad y esto influye en el
indice de refraccion (55, 63, 79).

El indice de refraccion es un pardmetro que comunmente se emplea en el control de
la calidad tecnolégica de los jarabes como forma farmacéutica. Segun se puede
observar en el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos (54) los valores
del indice de refraccion de los jarabes varian desde 1.4326 - 1.44096. Sin embargo,
en los resultados obtenidos para este parametro en el presente estudio se puede

evidenciar una pequefia disminucién de estos valores encontrandose entre 1.335 y
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1.3492, pero esta pequefia diferencia no significa que los valores obtenidos estén
errados totalmente, sino que puede ser debido a variaciones en las cantidades de

los componentes o a la temperatura de trabajo.

Los valores de este parametro para las formulaciones en estudio (Tabla 12)
presentan pocas variaciones, independientemente de las variaciones en las
concentraciones del extracto, de sacarosa y de la temperatura de elaboracién. Sin
embargo, en la tabla ANOVA obtenida para esta propiedad (Anexo 2), se observa
gue todos los efectos principales presentan diferencias significativas, asi como la

interaccion entre las concentraciones del extracto y de sacarosa.

La figura 12 muestra la influencia de la concentracion del extracto con la de
sacarosa. Cuando la concentracion del extracto se encuentra en un nivel bajo los
valores del indice de refraccion disminuyen de forma significativa al pasar la
concentracion de sacarosa de un nivel bajo a uno alto y cuando la concentracion del
extracto se encuentra en un nivel alto disminuyen los valores del indice de

refraccion al pasar la concentracion de sacarosa de un nivel alto a uno bajo.

Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals

Concentracién de sacarosa
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Figura 12. Interaccién entre concentracion del extracto y la concentracion de

sacarosa con la variable indice de refraccion.

La figura 13 muestra el efecto principal que tiene la temperatura en relacién a los
valores del indice de refraccidn, en este caso especificamente a medida que la
temperatura pasa de un nivel bajo a uno alto los valores del indice de refraccion

disminuyen significativamente.
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 13. Efecto principal de la temperatura de la variable indice de refraccion.

Todas estas variaciones expuestas anteriormente evidencian que los principales
factores que influyen sobre la variable indice de refraccién van a ser la temperatura
y la concentracién de la sacarosa, independientemente de la concentracion del
extracto. A pesar de estos resultados estadisticos se puede concluir que todas las

formulaciones poseen valores apropiados para jarabes (54).
e pH

Los valores de pH de los jarabes en estudio (Tabla 12) toman valores entre 5.65 y
6.16, que satisfacen el intervalo propuesto para los jarabes obtenidos de plantas
medicinales que son elaborados en nuestro pais y que se encuentran reportados en

la literatura consultada (54), encontrandose entre 5.46 y 6.0.

En la tabla ANOVA (Anexo 3), se observa que la interaccion entre los factores
concentracion de sacarosa y la temperatura es significativa. La figura 14, muestra la
influencia de esta interaccion concentracion de sacarosa/temperatura sobre los
valores de la variable pH, mostrando una significativa disminucion de los valores de
pH cuando la concentracion de sacarosa se encuentra en un nivel alto, a medida
gue la temperatura cambia de un nivel bajo a uno alto, y cuando la concentracion de
sacarosa se encuentra en un nivel bajo, los valores de pH disminuyen, pero no de

forma significativa, manteniéndose ambos valores en un nivel alto cercanos a 6.
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Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 14. Interaccion entre la concentracion de sacarosa y la temperatura de la
variable pH.

Cuando la concentracién del extracto se encuentra a un nivel bajo, los niveles de pH
disminuyen significativamente, a medida que la concentracién de sacarosa cambia
de un nivel bajo a un nivel alto, y cuando la concentracién del extracto se encuentra
a un nivel alto, los niveles de pH también disminuyen, pero no de forma significativa.

Lo anterior se puede observar en la figura 15.

Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals

Concentracion de sacarosa

6.1
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pH
o
T
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Concentracion del extracto
Figura 15. Interaccion entre concentracion del extracto y la concentracion de
sacarosa de la variable pH.

Los resultados de los valores de pH estan influenciados sobre todo por el contenido
de sacarosa que estos presentan, pues se conoce que esta tiene un pH ligeramente
acido entre 4 y 5, comportdndose como un acido débil; por lo cual tiende a bajar los
niveles de pH en la formulacién; es decir a mayor contenido de sacarosa mas bajos
son los valores del pH. Conociendo esta caracteristica de la sacarosa, cuando se
aumenta la temperatura, ocurre una ligera inversiéon de la misma, que da como
resultado fructosa y dextrosa, las cuales aportan también pH bajos. No obstante, si
se considera la eficacia del preservo, son mas convenientes aquellas formulaciones
gue tengan pH mas bajo. Por tanto, los factores fundamentales de los cuales

depende la variable pH son la concentracion de sacarosa y la temperatura (95).
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En los anexos 5, 6 y 7 se muestran las representaciones de los residuales para la
densidad relativa, el indice de refraccion y el pH. En las mismas no se evidencia
ninguna observacién anomala, lo cual es un indicador de la validez de los andlisis

estadisticos.

Un andlisis integral de la densidad, el indice de refraccion y el pH de las
formulaciones nos permite afirmar que todas poseen propiedades tecnoldgicas

satisfactorias en cuanto a estas propiedades.

De manera general, en todas las variables analizadas existen diferencias
significativas; sin embargo, todos poseen valores permisibles dentro de los rangos

establecidos para su administracién oral.
4.8.1.2 Caracteristicas organolépticas de los jarabes

Todas las formulaciones poseen color oscuro caracteristico del extracto, aunque las
gue poseen un alto nivel de concentracion del extracto son mas oscuras que las que
tienen un nivel bajo de esta concentracién; tienen un olor agradable y caracteristico
también, un sabor dulce brindando una buena sensacion al paladar, evidenciando
gue aquellas formulaciones que tienen un nivel alto de sacarosa presentan un
mayor sabor dulce que las del nivel bajo, y una apariencia viscosa sin la presencia

de precipitados ni de particulas en suspensién. Ver anexo 8.
4.8.1.3 Tamizaje fitoquimico de los jarabes

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico a cada una de las formulaciones elaboradas, en
base a los ensayos de Shinoda y cloruro férrico, pues estos son los que evidencian
la presencia de flavonoides y de fenoles y/o taninos, los cuales serian los
responsables de la actividad gastroprotectora que pudieran presentan los jarabes
formulados; dando resultados positivos en todos los casos, lo cual corrobora una

vez mas la presencia de estos metabolitos.

4.9 Estudio de estabilidad fisica de los jarabes

Transcurridos 30 dias, se evaluo la estabilidad fisica de los jarabes formulados,
mediante la realizacion de los mismos ensayos utilizados en el control de la calidad

de las formulaciones, evidenciando importantes diferencias significativas en relacion
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a los valores de pH, disminuyendo considerablemente en aquellas formulaciones

donde la concentracion de sacarosa se encuentra en un nivel bajo (65 %).
e Densidad relativa e indice de refraccion

En el analisis de la tabla ANOVA de las variables densidad relativa e indice de
refraccion, se puede observar como ningun valor de los p-values, son significativos
en relacion a los resultados obtenidos para el control de la calidad de los jarabes a

tiempo cero; es decir no difieren entre tiempo cero y a los 30 dias.
' pH

En el analisis de la tabla ANOVA de la variable pH, se puede observar como no
todos los p-values, son significativos, es decir solamente los efectos principales de
la concentracion de sacarosa y la temperatura son significativos (ver anexo 4), junto

a la interaccién de los mismos.

En la figura 16 se puede observar que cuando la concentracion de sacarosa se
encuentra en un nivel bajo los valores de pH son significativamente menores que a
tiempo cero (figura 14), lo cual nos permite decir que estas formulaciones no son
estables desde el punto de vista fisico a los 30 dias de elaboradas. Teniendo en
cuenta que pasado este tiempo se aprecio en dichas formulaciones desprendimiento
de gases y aspecto no transparente, nos hace pensar en una posible contaminacion
microbiana del jarabe, especificamente una posible fermentacién alcohélica que, al
ocurrir, segun se reporta en la bibliografia, tiende a haber disminucién significativa
del pH (96).

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 16. Efecto de la concentracion de sacarosa en el pH a los 30 dias de

elaboradas las formulaciones.
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Resultados y Discusion

En el anexo 8 se puede observar la representacion de los residuales para los
valores de pH en el estudio de estabilidad. En la misma no se evidencia ninguna

observacion and6mala, lo cual es un indicador de la validez de los analisis

estadisticos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

La caracterizacion quimico-fisica de los extractos acuosos de las hojas de
Capraria biflora L. muestran resultados similares a los de otros extractos
acuosos de administracion oral reportados en el Formulario Nacional de
Fitofarmacos y Apifarmacos.

Se corrobora cualitativamente la presencia de saponinas, flavonoides,
azucares reductores, aminoacidos libres, fenoles y/o taninos y alcaloides en
los extractos acuosos de las hojas de Capraria biflora L.

La concentracion de fenoles totales resultd ser de 12.7 mg EAG/g ES y la de
flavonoides de 6.84 (LgQE/mg), lo que justifica la actividad gastroprotectora
del extracto acuoso demostrado en estudios anteriores.

Los componentes y tecnologia de elaboracién de los jarabes se propusieron
sobre la base de formulaciones en esta forma farmacéutica reportadas en el
Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos.

5) Al analizar los resultados del disefio factorial en el control de la calidad

6)

7

tecnoldgica de los jarabes, se debe destacar que a altas concentraciones de
sacarosa y altas temperaturas de elaboracion se observa una disminucion
significativa del pH, aunque el mismo se encuentra entre valores que
permiten la utilizacién de las formulaciones por via oral.

Las formulaciones donde se emplea la sacarosa a un nivel bajo (65 %) son
inestables fisicamente a los 30 dias de elaboradas, lo que se evidencia por
una disminucién significativa del pH, posiblemente debido a una fermentacién
alcohdlica de las mismas.

Teniendo en cuenta la calidad tecnolégica y estabilidad fisica demostradas se
propone para continuar su estudio las formulaciones 5 y 7, las cuales
presentan 20 y 10 % de extracto acuoso de Capraria biflora L.

respectivamente, 85 % de sacarosa y se elaboran a temperatura ambiente.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

1) Estandarizar la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides en el extracto
acuoso de las hojas de Capraria biflora L.

2) Aumentar el numero de muestras del extracto acuoso (a un total de 25) a
caracterizar para su estandarizacion definitiva.

3) Evaluar la calidad y estabilidad microbiolégica de los jarabes propuestos.

4) Evaluar la actividad gastroprotectora de los jarabes propuestos.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1. Analisis de varianza para densidad (tiempo cero).

Source Sum of Squares |Df [Mean Square |F-Ratio |P-Value

MAIN EFFECTS

AF1 0.00282492 1 |0.00282492 716.93 |0.0000
B:F2 0.0230129 1 ]0.0230129 5840.42 (0.0000
C:F3 0.00056644 1 |0.00056644 143.76 |0.0000

INTERACTIONS

AB 0.00014161 1 [0.00014161 |35.94  [0.0002
AC 0.00005041 1 [0.00005041 [12.79  |0.0060
BC 0.0000648025 |1 |0.0000648025 |16.45 |0.0029
RESIDUAL 0.0000354625 |9 |0.00000394028

TOTAL 0.0266965 15

(CORRECTED)

Anexo 2. Andlisis de varianza para el indice de refraccién (tiempo cero).

Source Sum of Squares|Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value

MAIN EFFECTS

AF1 0.0000668306 |1 |0.0000668306 (89.90 |0.0000
B:F2 0.0000273006 (1 |0.0000273006 |36.72 |0.0002
CF3 0.0000283556 |1 |0.0000283556 (38.14 |0.0002

INTERACTIONS

AB 0.000195301 |1 |0.000195301 (262.71 |0.0000

AC 3.30625E-7 1 |[3.30625E-7 0.44 0.5216




Anexos

BC 3.0625E-8 1 |[3.0625E-8 0.04 |0.8437

RESIDUAL 0.00000669063 |9 |7.43403E-7

TOTAL 0.000324839 |15

(CORRECTED)

Anexo 3. Analisis de varianza para pH (tiempo cero).

Source Sum of Squares |Df |Mean F-Ratio |P-Value
Square

MAIN EFFECTS

AFl 0.0451562 1 |0.0451562 |19.16 |0.0018

B:F2 0.117306 1 |0.117306 |49.79 |0.0001

C:F3 0.124256 1 |0.124256 |52.73 |0.0000

INTERACTIONS

AB 0.0333063 1 |0.0333063 |14.14 |0.0045

AC 0.0203062 1 |0.0203062 |8.62 [0.0166

BC 0.0473063 1 |0.0473063 |20.08 |0.0015

RESIDUAL 0.0212063 9 10.00235625

TOTAL 0.408844 15

(CORRECTED)
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Anexo 4. Andlisis de varianza para pH (30 dias).

Source Sum of Squares |Df |Mean Square [F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:F1 0.0315063 1 |0.0315063 (3.51 0.0938
B:F2 0.288906 1 |0.288906 32.18 |0.0003
CF3 0.273006 1 |0.273006 30.41 |0.0004
INTERACTIONS

AB 0.00275625 1 |0.00275625 |(0.31 0.5930
AC 0.0430562 1 |0.0430562 (4.80 0.0563
BC 0.0915063 1 |0.0915063 10.19 |0.0110
RESIDUAL 0.0808063 9 |0.00897847

TOTAL 0.811544 15

(CORRECTED)

Anexo 5. Ploteo de los residuales del ANOVA (densidad). Tiempo cero

Residual Plot for Densidad
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Anexo 6. Ploteo de los residuales del ANOVA (indice de refraccién). Tiempo cero
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Anexo 7. Ploteo de los residuales del ANOVA (pH). Tiempo cero

Residual Plot for pH
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Anexo 8. Ploteo de los residuales del ANOVA (pH). 30 dias

Residual Plot for PH
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Anexo 9. Formulacion del jarabe terminado.




