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Resumen v

Resumen

El enfoque de calidad basado en el disefio (QbD) tiene como punto de partida unos
objetivos previamente definidos que permiten asegurar la calidad, seguridad y eficacia del
producto. El presente trabajo de investigacion ejemplifica la implementacién de algunos
principios de QbD en el desarrollo de una formulacion liquida a partir de un extracto
hidroalcohdlico de hojas de Passiflora quadrangularis, especificamente aquellos que
aplican hasta la propuesta de la formulacién y del proceso de fabricacion. En su primera
fase se determiné el perfil del producto, el perfil de calidad del producto y los atributos
criticos de calidad, mediante entrevista a profesionales de la salud y revision de la literatura
cientifica. Esta informacion orientd las demas etapas del trabajo. Asi, en los ensayos de
preformulacion se evalu6 el efecto de la temperatura, la luz, la concentracion de etanol y
el tipo de poliol sobre variables respuesta como pH, color, cantidad de precipitado y
cuantificacibon de marcadores. La luz fue la U(nica variable que tuvo un efecto
estadisticamente significativo sobre la estabilidad del extracto. La prueba de eficacia
antimicrobiana evidencié la capacidad de autopreservacion del extracto de P.
guadrangularis. Esta informacion permitié proponer un prototipo de formulacion y el
proceso de fabricacion correspondiente, cuyo andlisis del riesgo (matriz RAM y matriz

FMEA) facilito el disefio de propuestas respecto a las estrategias de control.

Palabras clave: Calidad basada en el disefio, gestion del riesgo, formulacién, extracto

natural, Passiflora quadrangularis.



Abstract V

Abstract

Objectives previously defined are the starting point of Quality by design (QbD) to ensure
the quality, safety and efficacy of the product. This research was focused on the exemplifies
of some QbD principles in the development of a liquid formulation from a hydroalcoholic
extract of leaves of Passiflora quadrangularis, specifically those that affect the formulation
proposal and the manufacturing process. In the first stage Target Product Profile, Quality
Target Product Profile and Critical Quality Attributes were determined through interviews to
health professionals and reviewing the scientific literature. This information guided the other
process stages. In the preformulation tests, the effect of temperature, light, ethanol
concentration and the effect of a polyol on response variables such as pH, color, amount
of precipitate and quantification of markers was evaluated. Light was the only variable
having a statistically significant effect on stability of the extract. The antimicrobial efficacy
test demonstrates the self-preserved capacity of P. quadrangularis. This information will
propose a prototype formulation and the corresponding manufacturing process, our risk
analysis (RAM Matrix and FMEA matrix) will facilitate the design of proposals regarding

control strategies.

Keywords: Quality by design, risk management, formulation, herbal product, Passiflora

guadrangularis.
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Introduccidén

Durante miles de afios los seres humanos se han apoyado en la naturaleza para poder
satisfacer sus necesidades basicas, entre estos recursos se pueden destacar las plantas,
gue aparte de ser una de las principales fuentes de alimento, también se han utilizado en
la obtencién de agentes terapéuticos para el tratamiento de distintas enfermedades. Los
primeros escritos de la aplicacion medicinal de las plantas son de alrededor de los afios
2900 A.C en la cultura Mesopotamica, que presentaba un sistema de salud sofisticado
para su época, entre otros, por ejemplo, poseian un compendio con alrededor de 1000
derivados de plantas con potencial farmacéutico (1). Pero no solamente en la antigiiedad
el uso de las plantas ha desempefiado un papel importante. En la actualidad, los
medicamentos a base de productos naturales constituyen una parte fundamental del

mercado farmacéutico mundial (2).

La busqueda moderna de nuevos farmacos esta enfocada a identificar y sintetizar ligandos
selectivos que actiuen sobre dianas especificas, esto con el fin de obtener farmacos
eficaces y seguros. Sin embargo, el uso de esta metodologia por la industria en los Gltimos
afios ha tenido un notable déficit en la innovacion. Esto se evidencia con la disminucion en
el nimero de nuevos farmacos aprobados por la FDA, que para el afio 1990 fue de 45, en
contraste, con los 21 nuevos farmacos aprobados en el 2010 (3). Esto ha llevado al
resurgimiento en las dltimas décadas, de la investigacion dirigida a la busqueda de nuevos
farmacos a partir de fuentes naturales, la que se ha dado principalmente en plantas debido
a su capacidad de producir diversas y complejas estructuras quimicas, en muchos casos
dificiles de simular en una sintesis. Se considera que solamente un 6 % del total de

especies existentes de plantas han sido investigadas farmacol6gicamente (2,4).



2 Contribucion al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral
para un extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los
conceptos del enfoque de calidad basada en el disefio (QbD)

De otro lado, ademas del aislamiento de moléculas puras obtenidas de fuentes naturales,
la investigacion estd dando un vuelco hacia el uso de extractos estandarizados para la
elaboracion de nuevos medicamentos. Se ha establecido que muchas de las
enfermedades tienen un origen multifactorial; esto hace que los medicamentos disefiados
para actuar sobre dianas moleculares especificas no sean tan efectivos. El uso de
extractos naturales presenta una ventaja debido a que es un sistema multicomponente que
permite un efecto terapéutico integral atribuido a los sinergismos que pueden presentar los
diversos componentes o a la interaccion frente a otras dianas moleculares. Entre tales
sinergismos se encuentra la proteccion de una sustancia activa frente la degradacion en
el organismo, la modificacion del transporte a través de membranas, la prevencion de

diferentes mecanismos de resistencia, entre otros (2).

Ademas del cambio en el enfoque que se esta dando en la busqueda de nuevos principios
activos, el desarrollo de medicamentos también ha evolucionado en su forma de
abordarse. En este sentido se hace énfasis en un enfoque pensado en la calidad del
producto desde el mismo momento en que éste se disefia, conocido como QbD, por sus
siglas en inglés Quality by Design. El enfoque de QbD puede ser definido como un
acercamiento sistematico al disefio y desarrollo de un producto farmacéutico, que parte de
unos objetivos previamente definidos los que permiten satisfacer las necesidades del
cliente. La aplicacion de esta metodologia contribuye al aseguramiento de la calidad de un

producto, como por ejemplo un fitoterapéutico, para que sea seguro y eficaz (5).

El presente trabajo hace parte del programa de investigacion RIFRUTBIO (Red Nacional
para la Bioprospeccion de Frutas Tropicales), el que busca que las frutas tropicales tengan
un futuro promisorio como fuente de sustancias con actividad sensorial, bioactivas o
nutricionales para uso en diferentes industrias basadas en la bioprospeccion. En uno de
los proyectos, se propone el desarrollo de un fitoterapéutico a partir de Passiflora
guadrangularis, como gotas de administracién oral y con la realizacion de esta tesis, se
buscé aparte de formular el producto en mencién, contribuir con la aplicacion del enfoque
QbD al desarrollo del producto de este tipo. De esta manera, se busca dar herramientas
que sean Uutiles para el sector de la industria de fitoterapéuticos facilitando Ila
implementacién de tendencias de aseguramiento de la calidad que podrian ser Utiles en la

transformacion de la cadena productiva asociada.



Introduccién 3

Sobre esta base, el presente estudio busca contribuir al desarrollo de una formulacion
liquida de administracion oral a partir de un extracto estandarizado de hojas de Passiflora
guadrangularis L, al cual se le ha atribuido una actividad ansiolitica, aplicando los
conceptos y estrategias del enfoque QbD.

Asi, este trabajo presenta un ejemplo de aplicacién de la metodologia de QbD en el campo
del disefio de productos fitoterapéuticos, teniendo en cuenta la necesidad del sector
industrial farmacéutico especialmente en Colombia, de robustecer la aplicacién de estos

nuevos conceptos de calidad.

Es importante tener en cuenta que este trabajo estd basado en los lineamientos
establecidos por la ISPE para la implementacién de QbD en el desarrollo de producto-
proceso en el ambito farmacéutico (6) y tiene un alcance hasta la etapa de formulacion a
escala laboratorio. En este sentido la primera etapa estuvo enfocada a la determinacion
del perfil de calidad del producto (QTPP) y los atributos criticos de calidad (CQAs). Se
continud con la realizacién de los estudios de preformulacion y formulacion para el extracto
de P. quadrangularis, haciendo uso de herramientas como el disefio estadistico
experimental. Para aplicar los elementos de la gestidon del riesgo y las estrategias de
control del proceso se utiliz6 una proyeccion a la primera etapa del escalamiento, que seria
la fabricacion de lotes piloto, tomando como referente la planta del Laboratorio de Farmacia

Industrial.






1. Aspectos Generales

1.1 Calidad desde el diseiio (QbD)

Debido a la criticidad de los productos que maneja la industria farmacéutica, se le ha
considerado como una de las mas exigentes frente al cumplimiento de estandares de
calidad. Sin embargo, con relativa frecuencia se presentan eventos en los que se ve
comprometida la calidad de los productos, algunos de ellos asociados al disefio tanto del

producto como de su proceso de fabricacion (5).

La seguridad y eficacia de los productos farmacéuticos es algo que ha estado en la mira
de los organismos reguladores a través del tiempo, debido a su impacto sobre la salud
publica. Un referente conocido es el dado por los Estados Unidos, en el cual su primer
hecho fue la promulgacion de la Ley Federal de Alimentos y Medicamentos en el afio de
1906, donde se buscaba penalizar la fabricacion y envio de medicamentos adulterados.
Posterior a esto en el afio de 1938 se afiadid como un requisito para la comercializacién
de medicamentos la pre-aprobacion por parte del ente regulador (7). A raiz de una serie
de problemas y reclamos que se venian presentando constantemente sobre la calidad de
los medicamentos, en el afio de 1962 se realizaron enmiendas que agregaron como
requisito pruebas que demostraran su eficacia y seguridad de sus productos, cambiando

por completo la forma de aprobacién y regulacién de medicamentos (8).

En busca del mejoramiento continuo la industria farmacéutica evolucioné al enfoque
tradicional de calidad por ensayo (Quality by Test), orientado a comprobar la calidad del
producto mediante el cumplimiento de especificaciones, evaluados al final de la cadena de
produccion. Pero alin seguian presentandose problemas con la calidad de los productos,

debido entre otros, a la gran variabilidad propia del escalamiento del proceso desde el
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laboratorio hasta su escala industrial, lo que genera incumplimiento en las especificaciones
previamente determinadas. Esto conlleva a inconvenientes como el re-trabajo del lote o
incluso el rechazo del mismo, generando un costo econémico y una carga regulatoria
adicional, dado que se debe solicitar al ente regulador el cambio en especificaciones del
producto (9). Esto demuestra que la falta de entendimiento de las bases que soportan el
desarrollo del producto y del proceso dificulta la fabricaciébn a nivel industrial y el

cumplimiento de los estandares de calidad establecidos.

A partir de los acontecimientos anteriores surgieron las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), las que pretendian definir los lineamientos para asegurar los procedimientos de
produccion y mantener la eficacia y seguridad del producto (8). Con lo anterior, surge en
el informe 32 de la OMS, en el que se establecié que las BPM “Son una parte de la funcién
de garantia de calidad de una empresa dedicada a la elaboracion de productos
farmacéuticos, que asegura que dichos productos se fabriquen de manera uniforme y
controlada, de acuerdo con las normas adecuadas al uso que se les pretende dar y
conforme a las condiciones exigidas para su comercializacion” (10). Es importante resaltar
gue los requisitos propuestos por las BPM, al no partir de bases sélidas desde el disefio
del producto y el proceso, han generado pérdidas econdmicas especialmente en lo que se

refiere al cumplimiento las exigencias de validacion (11).

El concepto de QbD fue propuesto inicialmente por la FDA en el afio 2003, como parte de
las iniciativas para el aseguramiento de calidad y se enfoca en construir la calidad de
productos desde el momento en el que estos son disefiados y su proceso de manufactura
es determinado (5). Desde la mirada de la International Conference on Harmonization of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH), QbD
puede ser definido como un acercamiento sistematico al disefio y desarrollo de un producto
farmacéutico, que parte de unos objetivos previamente definidos (12). Cuya estrategia esta
basada en el conocimiento del producto a desarrollar y del proceso de manufactura que se
va a utilizar (gestién del conocimiento), asi como en la toma de decisiones en funcién de

la gestion del riesgo de calidad (5).

Se han determinado cuatro etapas fundamentales para la realizacion de la gestién del
riesgo: la primera de ellas consiste en valoracién de los riesgos de calidad, la segunda en

disponer de estrategias que permitan controlar estos riesgos, la tercera etapa esta
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enfocada a la difusion de la informacion obtenida en las etapas anteriores entre aquellas
personas implicadas y por ultimo se debe realizar una revision permanente que permita un

mejoramiento continuo (13).

Teniendo en cuenta el gran aporte que representa la implementaciéon de QbD,
principalmente frente a la garantia de calidad del producto, éste se constituyé en parte
integral de las guias ICH Q8, Q9 y Q10, permitiendo que los productos y procesos
disefiados cumplan las necesidades de los consumidores, los requerimientos de caracter
legal y las expectativas de la empresa. Pero también QbD es una herramienta que permite
el mejoramiento continuo de los procesos ya implementados (9). Varias herramientas han
sido utilizadas para facilitar su aplicacion en el campo farmacéutico entre las que se
encuentran: el disefio estadistico experimental (DEE), matrices para la evaluaciéon del
riesgo (RAMM, FMEA) y tecnologia analitica de procesos (PAT) (14).

El esquema de la Figura 1-1 sintetiza los pasos para la implementacién de QbD. Se
destaca el componente de mejoramiento continuo que caracteriza a QbD en el que se
integra la gestion del conocimiento para mejorar los productos satisfaciendo las

necesidades del cliente.

Como se puede observar en la Figura 1-1 la metodologia QbD para el desarrollo de
productos tiene como una primera etapa la definicién del perfil del producto (Target Product
Profile-TPP), que hace referencia a la recopilacién de las necesidades del paciente, los
requerimientos de los profesionales de la salud y las expectativas del fabricante. Luego se
determina el perfil de calidad del producto objetivo (Target Product Quality Profile-QTPP).
Esta etapa hace referencia a la definicion de los atributos cuali-cuantitativos que permitan
lograr la eficacia y seguridad deseada para el medicamento. Como ejemplo, algunos de
los componentes principales son los aspectos farmacoldgicos, la dosis, la via de

administracion y la forma de presentacion, entre otros (5,15).
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Figura 1-1 Principales etapas del enfoque de calidad basado en el disefio para el

desarrollo de los productos y sus procesos de fabricacién (5).

Perfil objetivo para el producto
Identificar los atributos criticos de calidad
Disefio/desarrollo producto/proceso

Espacio de disefio

Estrategias de control

| Mejoramiento continuo

La segunda etapa consiste en determinar los atributos criticos de calidad (Critical Quality
Attributes - CQAs). Estos pueden ser identificados mediante andlisis de riesgos, que
permite conocer cuales son las caracteristicas de calidad claves para el producto; estas
propiedades ya sean fisicas, quimicas, microbiol6gicas o biolégicas deben encontrarse

dentro de un rango establecido para poder garantizar la calidad del mismo (9).

La siguiente etapa consiste en el desarrollo del producto planteado y de su proceso de
fabricacién, normalmente se realiza un plan experimental que permita correlacionar los
atributos criticos de calidad con las posibles fuentes de variacibn asociadas a los
componentes de la formulacién, y asi lograr establecer un prototipo de formulacion.
También, mediante la disponibilidad de lineas de produccién, seleccionar un proceso
preliminar de manufactura en el que se detallen sus operaciones unitarias y su articulacion
con los componentes de la formulacion (12). Esta etapa deben identificarse los parametros
criticos del proceso (Critical Process Parameter-CPP), lo que constituye el punto de partida
para la generacion de espacios de disefio a partir del estudio sobre como las variables de
entrada (caracteristicas de los materiales de partida y condiciones del proceso) pueden
presentar variaciones sin afectar el cumplimiento de las caracteristicas de calidad del

producto (9).
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Por dltimo, se establecen estrategias de control que permiten identificar de manera
oportuna factores que afecten la calidad del producto, ya sea mediante controles de los
materiales de partida, monitorizacion de los parametros criticos del proceso o incluso
realizacion de pruebas al producto terminado. Durante el desarrollo de esta etapa suelen
integrarse herramientas como la tecnologia analitica de procesos (PAT), que permite la
evaluacion de atributos criticos de calidad durante las etapas de manufactura y realizar
ajustes de manera inmediata, para lograr obtener el perfil de calidad del producto objetivo
deseado (16).

QbD ha sido utilizado en las diferentes areas del sector farmacéutico, entre las que se
incluye: el desarrollo de medicamentos, metodologias analiticas y procedimientos de
limpieza (12). Como se evidencia en la Tabla 1-1, en el campo de los productos naturales
encontramos algunos estudios enfocados al desarrollo de metodologias analiticas y de
formulaciones de producto. En el campo de fitoterapéuticos se destaca el trabajo realizado
por Yan (2014), acerca del proceso de precipitacion de etanol para la purificacion de
fitoterapéuticos, mostrando como principales dificultades la variacion en la calidad de las
materias primas Yy la dificultad para definir los rangos aceptables en los atributos criticos
de calidad (17). Por esta razdn, es importante continuar reportando casos de estudio sobre

como implementar QbD al desarrollo de productos a partir de fuentes naturales (18).

El disefio de un medicamento a partir de un extracto de origen vegetal representa un reto
a la hora de garantizar su seguridad y eficacia. En el caso particular de esta investigacion,
el desarrollo de un fitoterapéutico a partir de P. quadrangularis L supone una alta
variabilidad en su composicion, debido a factores asociados al material vegetal (forma de
cultivo, almacenamiento, método de recoleccion, lugar de recoleccion y época de
recoleccién, entre otros), proceso de manufactura, atributos de los excipientes, técnicas
para el control de calidad, entre otros (19). Esta alta variabilidad dificulta el cumplimiento
de estandares y la reproducibilidad entre lotes a escala industrial, Io que puede llegar a
comprometer la eficacia y seguridad del producto. Se desea aportar en la implementacién
de QbD como un enfoque que contribuya a garantizar la calidad del fitoterapéutico,
generando una formulacién cualicuantitativa y un proceso robusto (a escala laboratorio)

para su fabricacion.
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Tabla 1-1. Estudios en productos naturales utilizando el enfoque de QbD.

Autor Ao  Especie Tema
Yan B.y 2014 Salvia Estudio del proceso precipitacion de etanol para la
col (17). miltiorrhiza purificacion de S. miltiorrhiza. Se establecieron

estrategias de control para el proceso de precipitacion
de etanol, manteniendo los atributos de calidad del
material vegetal.
Shereen 2019 Curcumalonga Desarrollo de formulaciones tipo nanoemulsiones,
A.y col (Curcumina) teniendo como objetivo mejorar el suministro de
(20). curcumina a la piel para el tratamiento de psoriasis y
cancer de piel.
Carrico C. 2019 Quercus suber Produccion de emulsiones de Pickering, utilizando

y col (21). particulas solidas de Quercus suber como biomaterial
L. para estabilizarlas.

Deepika 2016 Antocianinas Desarrollo de una metodologia analitica por RP-HPLC

T.ycol para evaluar la estabilidad de la cianidina-3-O-

(22). glucosido.

Radhika S 2015 Tamarindus Extraccion de pectina de pulpa de Tamarindus

y col (23). indica L. indica L. empleando descriptores de pureza como
indicador.

1.2 Tratamientos para la ansiedad

El concepto de salud de la OMS, sugiere que es “un estado completo de bienestar fisico,
mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades” (24). En este
contexto, podemos ver la importancia de la salud mental ya que esta es determinante en
la capacidad de interactuar con el medio para lograr su bienestar y el de la comunidad.
Segun la OMS, la ansiedad se encuentra entre los trastornos psiquiatricos de mayor
prevalencia, presenta elevada relevancia clinica y de salud publica debido a los altos
costos generados por la incapacidad y disminucién de la productividad (25). A nivel mundial
aproximadamente el 10 % de las personas desarrollan sintomas de ansiedad y el 30 %
sufren de insomnio.

El Ministerio de Salud y Proteccién Social, siguiendo principios como “no hay salud sin
salud mental”’, determin6 que los problemas y trastornos mentales son considerados

problemas de salud publica en Colombia, dado que son la segunda causa de enfermedad,
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superada solamente por la hipertension arterial (26). La Encuesta Nacional de Salud
Mental 2015, que busca la generacion de informacion sobre esta temética en la poblacion
colombiana, determiné que la ansiedad es una de las principales patologias que afecta la
salud mental de adultos y jovenes, después del consumo de alcohol, consecuencias
psicolégicas por exposicion a eventos traumaticos y la depresion. Sobre esta base, el pais
definié la intervencién en salud mental como una “megameta” para los préximos afos,
debido a que no solamente tiene un impacto importante en la salud de la poblacion sino
también notables costos en el ausentismo laboral y en la disminucién de la productividad
(26).

La década de 1950 fue conocida como “la revolucién de la psicofarmacologia” debido a la
introduccion de los tres principales grupos farmacoldgicos (antidepresivos, antipsicéticos y
ansioliticos) para el tratamiento de trastornos mentales (27). Para el manejo de la ansiedad
antes de la década de 1950 era muy limitado el arsenal farmacolégico, siendo los mas
utilizados los alcaloides de opio, el alcohol, los bromuros y principalmente los barbituricos.
Actualmente las benzodiacepinas (agonistas de los receptores GABA,) y los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina son los farmacos de eleccion para el tratamiento
de este trastorno. Sin embargo, el uso cronico de benzodiacepinas puede ocasionar
tolerancia, lo que disminuye la efectividad del tratamiento y causa dependencia y
somnolencia, entre otros (28). Por eso la busqueda de nuevos compuestos ansioliticos con
menor potencial de producir efectos adversos esta siendo estudiada, encontrando una de

las posibles soluciones, la obtencién de compuestos o extractos a partir fuentes naturales.

Condiciones psiquiatricas como la ansiedad y trastornos del suefio han sido tratados con
medicinas botanicas desde la antigtiedad (29). Las sociedades tradicionales africanas han
utilizado las plantas para promover su salud desde hace aproximadamente 4000 afios,
mucho antes de la llegada de las practicas médicas convencionales (30). En publicaciones
cientificas se encuentran estudios disponibles de extractos vegetales con actividad
ansiolitica; a manera de resumen en la Tabla 1-2 se menciona algunos de los estudios

clinicos por via de administracién oral.
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Tabla 1-2. Estudios de evaluacion del tratamiento de la ansiedad empleando extractos

obtenidos de especies vegetales.

Especie Tipo de Organo Region Dosis Referencia
extracto dela (mg/Kg)
planta
Dichrocephala Extracto acuoso Hojas Camerdn 50 (30)
integrifolia
Brickellia Extracto Partes México 100 (31)
cavanillesii metanolico aéreas
Calotropis Extracto Hojas  Bangladesh 400 (32)
gigantea etanolico
Carica papaya Extracto Frutos Etiopia 100 (33)
hidroalcohdlico
Telfairia Extracto Hojas Nigeria 50-100 (29)
occidentalis hidroalcohdlico
Passiflora Extracto Hojas Brasil 200 (34)
foetida hidroalcoholico
Montanoa Extracto acuoso Hojas México 12 (35)
tomentosa

Adicionalmente en la Tabla 1-3, se presentan diferentes plantas medicinales que se
encuentran reportadas con actividad ansiolitica en el Vademécum colombiano de plantas
medicinales. Entre estas, se destaca P. incarnata perteneciente a la familia Passifloraceae.

Colombia es considerado el pais que posee la mayor diversidad de especies de la familia
Passifloraceae en el mundo, con registro de aproximadamente 167 especies, seguido de
paises como Brasil, Perd y Venezuela. Se estima que de dicho nimero de especies, el 50
% tienen un potencial econdmico y comercial (36). De acuerdo a la clasificacion para frutas
tropicales dada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), el grupo que incluye frutos de especies de Passiflora ocupa el segundo
puesto debido a su importancia econémica, detras de frutas como la pifia, la papaya, el

aguacate y el mango (37).
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Tabla 1-3. Especies vegetales reportadas en el Vademécum colombiano de plantas

medicinales con actividad ansiolitica.

Especie Nombre Tipo de Organo Dosis
coman extracto dela (mg/Kg)
planta
Centella Gotu Kola, Extracto Partes Extracto fluido (1:1):
asiatica (L.) hidrocotile. metandélico aéreas 10-30 gotas. Tintura
Urban (2:20): 50 gotas
cada 8 h.
Hypericum Hierba de Extracto Sumidades Infusion: 2-4 g de la
perforatum San Juan. hidroalcohdlico  floridas planta en 240 mL de
L. agua.
Passiflora  Maracuya, Extracto Hojas Infusion: 2.5 g de
incarnata flor de la metandlico material vegetal al
L. pasion. dia Tintura 1:8 en
alcohol de 45 %:
0.5-2 mL al dia.
Lippiaalba Falsa Extracto Partes Decoccién: 30-50 g
(Mill) melissa, hidroalcohélico aéreas de las partes aéreas
pronto en un litro de agua.
alivio. Infusién: 30 g de las
partes aéreas en
medio litro de agua
Melissa Toronijil. Extracto Tallos y Extracto (1:1 en
officinalis acuoso hojas alcohol de 45 %): 2-
L. 4 mL. Tintura (1.5
en alcohol de 45 %)
2-6 mL.
Cecropia Yarumo. Extracto Hojas Tintura (1:10 en
mutisiana etanolico alcohol): 1-2 mL,
Mildbr una a tres veces al

dia.
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1.3 Passiflora quadrangularis Linn

La familia Passifloraceae cuenta con alrededor de 18 géneros diferentes y con un
aproximado de 630 especies, dentro de las que se destaca el género Passiflora que posee
mas del 80 % del total y con esto, la mayor diversidad (38). Se estima que cuenta con un
total de 520 especies distribuidas en las regiones templadas y tropicales de América Latina,
y también en zonas de Asia, Europa y Africa tropical, aunque con menor frecuencia. Se
dice que tiene la mayor importancia econémica entre los géneros de la familia
Passifloraceae ya que algunas especies son cultivadas para el consumo masivo de sus
frutos o para el uso ornamental de sus flores (39). Las plantas de este género crecen
generalmente en climas tropicales y subtropicales, a alturas inferiores a los 2500 msnm,
son arbustos o plantas herbaceas generalmente enredaderas y raramente arborescentes,

pueden ser bisexuales o unisexuales y tienen una estructura floral diferencial (40).

Es importante resaltar que Colombia es el pais donde se encuentra la mayor riqueza de
especies pertenecientes a la familia Passifloraceae, tanto en formas cultivadas como
silvestres, esto debido a la diversidad en habitats, climas y fauna asociada. En el pais se
dispone de 154 especies inventariadas de la cuales 48 son endémicas, 28 se encuentran

amenazadas y cinco ya se consideran extintas (38).

El uso de especies pertenecientes al género Passiflora tiene miles de afios de antigliedad,
en América del norte se han encontrado semillas de este género mediante expediciones
arqueoldgicas, lo que demuestra su uso desde la prehistoria. Los primeros viajeros
europeos observaron el consumo de frutos por parte de los indios pertenecientes a las
comunidades latinoamericanas nativas y los adaptaron a sus costumbres debido

principalmente a su sabor y valor nutricional (39).

Muchas de estas plantas han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional de
varios paises. A manera de ejemplo, en la Tabla 1-4 se incluyen algunos de estos usos,
destacandose su aplicacién en el tratamiento de enfermedades tales como la ansiedad, la
hipertension, y en problemas del suefio, por lo que resulta un interesante material de

estudio con el fin de lograr el desarrollo de productos fitoterapéuticos.



Aspectos generales

15

Tabla 1-4. Uso en la medicina tradicional de algunas especies del género Passiflora.

Especie Uso Tradicional Region Referencia

Passiflora alata Ansiolitico, sedante, Brasil. (41)
diurético y analgésico.

Passiflora bogotensis Propiedades sedantes y Region (39)
tranquilizantes. Andina-

Colombia.

Passiflora caerulea Sedante y  ansiolitico Brasil, (42)
antiespasmadico, diurético, introducida en
agentes antimicrobianos. Inglaterra,

Uruguay,
Argentina.

Passiflora capsularis Emenagogo. Latinoamérica. (43)

Passiflora edulis Sedante, diurético, América del (44)
antihelmintico, Sur.
antidiarreico, también en el
tratamiento de la
hipertensién, sintomas de
la menopausia.

Passiflora foetida Tratamiento de la histeriay Nigeria, Brasil.  (34)
el insomnio, emético,
antiinflamatorio.

Passiflora Sedante y analgésico. Caribe (45)

quadrangularis Linn. Latinoamérica.

Passifloraincarnata  Tratamiento de la epilepsia, Norteamérica, (46)

para el insomnio, la
ansiedad, analgésico,
antiespasmadico, el asma.

Europa, Brasil.

Una de las especies interesantes de este género es P. quadrangularis, conocida

popularmente como badea, maracuya gigante o tumbo gigante (39). Como se observa en

la Figura 1-2, es una planta trepadora que se extiende de 10 a 20 m, sus hojas son

lanceoladas de color verde claro de entre 10 y 25 cm de largo y 7 a 15 cm de ancho. Su

fruto es caracteristico dado que es el mas grande de las todas las Passifloras, con un

tamafio de 20 a 30 cm de largo y de 12 cm aproximadamente de diametro. La pulpa

presenta un aroma agradable y refrescante, utilizada localmente para la preparacion de

diferentes bebidas. Presenta flores solitarias de 8 a 12 cm y pétalos color violaceo, blanco

rosado por el lado externo (47). Esta especie es utilizada en medicina tradicional para la

preparacion de tranquilizantes (39).



16 Contribucién al desarrollo de una formulacion liquida de administracién oral
para un extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los
conceptos del enfoque de calidad basada en el disefio (QbD)

Figura 1-2. Fotografia de las hojas, frutos y flor de Passiflora quadrangularis L. (27).

Aungue a la fecha se han realizado pocos estudios fitoquimicos para la identificacién de
los compuestos presentes en esta especie, principalmente se han reportado flavonoides y
saponinas. Asi, en un estudio quimico de los frutos de P. quadrangularis fueron
encontrados cuatro monoterpenoides oxigenados y sus respectivos compuestos
glicoconjugados, importantes en la generacion de compuestos volatiles y por lo tanto
considerados como los precursores del aroma caracteristico de las bebidas preparadas

con frutos de Passiflora (48).

Desde hace tiempo se habia demostrado la actividad sedante de P. incarnata y sus
propiedades neurofarmacoldgicas habian sido atribuidas principalmente a flavonoides
glicosilados de apigenina y luteolina (49). Basados en esto y en la similitud taxonémica, se
realizé un estudio que evidencia la actividad sedante de un extracto acuoso de hojas de P.
guadrangularis después de la administracion oral en ratones; se realizé un fraccionamiento
bioguiado en el cual se identificaron cuatro componentes responsables de la actividad
vitexina-2-O-xilésido, vitexina-2-O-glucésido, orientin-2—O-xilésido y orientin-2-O-
glucésido (Figura 1-3), siendo vitexina-2-O-xilésido el constituyente principal responsable
de la actividad sedante del extracto (49). Las estructuras de los flavonoides que
presentaban la actividad ansiolitica incluian las dos agliconas: apigenina y luteolina, como

en los estudios realizados para P. incarnata.

El mecanismo por el cual los flavonoides presentan una actividad ansiolitica no esta

totalmente claro, pero se sabe que existe una relacion directa entre los niveles de
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apigenina Yy el efecto sedante (50). Sobre esta base, se investigo la actividad administrando
la apigenina sola en cantidades similares a las encontradas en los extractos de P.
guadrangularis y en este caso no se evidenci6é actividad ansiolitica, lo que indica que el
efecto del extracto no s6lo depende de la apigenina sino también de otros compuestos
presentes en él (51).

Figura 1-3. Componentes responsables de la actividad sedante de Passiflora
guadrangularis A) Vitexina-2-O-xilésido, B) Vitexina-2-O-glucésido C) Orientin-2—0O-
xilésido D) Orientin-2-O-glucosido (49).

b
) d)

De otro lado, el mecanismo de accién se ha relacionado con la modulacién de los
receptores GABA,, que es el mismo mecanismo de accién de las benzodiacepinas; lo que
fue evidenciado mediante el bloqueo del efecto ansiolitico mediante la administracion de
un antagonista de los receptores GABA (flumazil) (49). Adicionalmente, se evalué esta

actividad mediante experimentos in vitro basados en el posible efecto que tendrian la
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apigenina y la luteolina sobre las subunidades a1, B2 y y2s de los receptores GABAa que son
reportadas en la literatura como las involucradas en la actividad sedante. Estas agliconas
por si solas no presentaron ninguna actividad, aunque al adicionar un modulador de GABA,
(diazepam) a dichas agliconas, se logra un sinergismo en la actividad. Que la actividad
ansiolitica del extracto se demostrara “in vivo”y no ‘in vitro” puede ser explicado de tres
formas: la primera consiste en que los flavonoides pueden actuar como un segundo
modulador sobre otros compuestos presentes en el extracto y que actlan sobre los
receptores GABA. En segundo lugar, mediante el metabolismo se podrian producir los
compuestos que realmente son responsables de la actividad y por ultimo, podria existir un

sinergismo entre los diferentes compuestos del extracto que permite lograr actividad (51).

De acuerdo con lo anterior, la actividad ansiolitica del extracto de P. quadrangularis no
puede ser atribuida a un s6lo componente, por lo que en el disefio de un fitoterapéutico

eficaz es recomendable el uso de un extracto estandarizado y no de compuestos aislados.

Especificamente con P. quadrangularis, en la literatura cientifica, se encuentran los
siguientes estudios desarrollados en trabajos previos dentro del grupo de investigacion de
Tecnologia de Productos Naturales-TECPRONA:

e Desarrollo y validacion de una metodologia analitica para la caracterizacién del
extracto de P. quadrangularis basado en la cuantificacion de flavonoides totales y
vitexina; se incluyen ensayos preliminares para la evaluacién de la estabilidad del
extracto acuoso de P. quadrangularis en condiciones de estrés, como hidrélisis
acida, hidrolisis basica, hidrdlisis a pH neutro y oxidacion (40).

e Estudio para la evaluacion de la solubilidad de flavonoides totales presentes en un
extracto hidro-alcohdlico de P. quadrangularis en algunos solventes de uso
farmacéutico como agua, etanol 98 %, glicerina USP y propilenglicol (47).

e Evaluacién de la compatibilidad del extracto hidro-alcohdélico de P. quadrangularis
frente a algunos excipientes usados cominmente para formulaciones liquidas,
tales como polietilenglicol 600, acido citrico, sorbitol, polisorbato 40 y metil celulosa
(52).
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Objetivos

Objetivo general

Contribuir al desarrollo de una formulacion liquida oral para un extracto de hojas de

Passiflora quadrangularis L. aplicando los conceptos del enfoque de calidad basada en el
disefio (QbD).

Objetivos especificos

Establecer el perfil del producto para una formulacion liquida oral de Passiflora
guadrangularis, a partir de las necesidades del cliente, tanto interno como externo

y los requerimientos regulatorios que debe cumplir el producto.

Realizar actividades de preformulacién y formulacion que satisfagan las
expectativas del perfil del producto, teniendo en cuenta el enfoque basado en

riesgo.



2.Metodologia

Se desarrollé una formulacion liquida oral teniendo como ingrediente activo un extracto de
P. quadrangularis, para lo cual se aplico el enfoque QbD. Inicialmente se recopild
informacion mediante diferentes mecanismos (bibliogréaficos, entrevistas, entre otros), la
gue permitié definir el perfil de calidad y establecer los atributos criticos para el producto.
Posteriormente, se realizaron estudios de preformulacion que suministraron informacion
sobre la estabilidad frente a la temperatura, la fotoestabilidad y el comportamiento
microbiano del extracto, cuyo analisis estadistico permiti6 realizar una primera
aproximacion a la formulacion. En una siguiente etapa, se identificaron los aspectos criticos
de los materiales de partida y del proceso mediante analisis del riesgo (Matriz RAMM -
Risk Analysis and Mitigation Matrix y matriz FMEA - Failure Mode Analysis and Effects).
Se preparo la formulacion a escala laboratorio en las condiciones establecidas para el
proceso y se evalud su estabilidad a condiciones aceleradas. A partir de los resultados de
los analisis de riesgo y la experiencia ganada en la preparacién del producto, se
propusieron las estrategias de control a ser consideradas para ser implementadas en una
futura transferencia de tecnologia. A continuacién, se detalla la metodologia de cada una

de estas etapas.

2.1 Materiales

Los solventes utilizados para el proceso de extraccién fueron etanol (grado analitico, lote
5678, Ciacomeq S.A.S, Colombia) y agua destilada obtenida a través del equipo Direct-Q
System (Millipore®).

Los solventes usados para la cuantificaciéon mediante CLAE (Cromatografia liquida de alta

eficiencia) fueron: acetonitrilo y metanol (grado CLAE, lote 4BA3E - 5wr567
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respectivamente, J.T. Baker, US®), agua grado CLAE obtenida a través del equipo Direct-
Q System (Millipore®) y &cido acético glacial (grado analitico, Scharlau®).

Para los estudios de estabilidad se utilizaron: etanol (grado analitico, lote 5678, Ciacomeq
S.A.S, Colombia), sorbitol (grado analitico, lote 457, Ciacomeq S.A.S, Colombia) y glicerina
(grado analitico, lote 389, Ciacomeq S.A.S, Colombia).

En el estudio microbiolégico se utilizaron los medios diferenciales agar digerido de caseina
y soOja, agar Sabouraud dextrosa deshidratado, agar rojo cristal violeta, agar Sabouraud
oxitetraciclina, agar plate count y agar infusion cerebro corazén (BHI), todos marca
Scharlau®.

2.2 Definicion del perfil del producto (TPP)

Para la definicion del perfil del producto se realizé la busqueda de informacién de las
necesidades del paciente, requerimientos de los profesionales de la salud y expectativas
del fabricante que deben ser tenidos en cuenta para el desarrollo de un fitoterapéutico, en
este caso a partir de un extracto de P. quadrangularis, y asi determinar los atributos cuali-
cuantitativos que tendrian impacto sobre su calidad, seguridad y eficacia. Para esto, se
llevaron a cabo entrevistas a un profesional de la salud en el campo de la neurologia y a
un profesional en el uso de medicinas alternativas. Las preguntas profundizaron en los
requerimientos tanto del producto fitoterapéutico para el tratamiento de la ansiedad y
problemas del suefio, como de la persona que lo prescribe, asi como indagar, desde su

perspectiva, acerca de las expectativas del paciente.

Por otra parte, se tuvo en cuenta la literatura cientifica disponible acerca de la dosis que

podria emplearse para el extracto. Se consultaron las bases de datos Scopus y PubMed,

”

empleando como palabras clave: Passiflora, “Passiflora and clinic studies”, “Passiflora and

Pharmacokinetics”, “Passiflora and dose”, encontrando 52 articulos relacionados con el

tema; de estos se seleccionaron seis, que contenian informacién asociada con el tipo de
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extracto a partir del género Passiflora, tipo de estudio clinico realizado (condiciones y
resultados) y dosis empleada.

Otros aspectos considerados fueron las caracteristicas fisicoquimicas y farmacotécnicas
del extracto de partida, asi como las lineas de produccién disponibles en el Laboratorio de
Farmacia Industrial del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de

Colombia, para la fabricacion de formulaciones liquidas orales a partir de extractos.

Adicionalmente, se consideraron los aspectos regulatorios que deben cumplirse a nivel
nacional para la comercializacion de fitoterapéuticos (Decreto 1156 de 2018),
requerimientos legales para la fabricacion e informacion acerca de los productos
fitoterapéuticos con actividad ansiolitica a partir de especies de la familia Passifloraceae

comercializados en Colombia, consultada en la base de datos del INVIMA en el afio 2019.

A partir de esta revision se definieron el perfil del producto, el perfil de calidad del producto
y los atributos criticos de calidad. Asi, el perfil de calidad del producto se construy6 a partir
de las necesidades evidenciadas en el perfil del producto. Estas necesidades se tradujeron
en atributos cuali-cuantitativos que orientarian las etapas siguientes del desarrollo del
fitoterapéutico. Aquellos atributos, que podrian tener impacto en los materiales de partida
y en el proceso, se les evalud el nivel de criticidad asignandoles una puntuacion (que a su
vez se relaciona con un color), de 1 (verde), 3 (amarillo) o 9 (rojo), teniendo en cuenta la

importancia de cada uno de ellos en la calidad, seguridad y eficacia del producto.

2.3 Preformulacién y formulacion

Los estudios de preformulacién fueron disefiados para dar cumplimiento a los atributos

definidos en el perfil de calidad del producto, propuesto en el apartado anterior.

Se tom6 como punto de partida el extracto fluido de P. quadrangularis, obtenido siguiendo
la metodologia planteada por Echeverry (53). Debido a que no se encontraron reportes en
la literatura sobre el comportamiento de este extracto, la primera parte se enfocd en la
caracterizacion del extracto fluido en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas: pH, indice

de refraccién, densidad, viscosidad y cuantificacion de marcadores.
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2.3.1 Caracterizacién del extracto fluido de P. quadrangularis

e Recoleccion del material vegetal

Las hojas de P. quadrangularis fueron colectadas en Rivera (Longitud: 75° 13” 94.938;
Latitud: 2° 45” 41.899), departamento del Huila, Colombia. Un espécimen completo de la
planta fue identificado y clasificado por el Herbario Nacional de Colombia—Universidad
Nacional de Colombia y una muestra quedoé depositada en sus archivos como referencia
(N.° Col. 589241).

e Extraccion

Para la obtencién del extracto fluido (con un contenido de sélidos totales de maximo 10%
P/P), se pesaron 8 kg de hojas de P. quadrangularis previamente seleccionadas, las que
fueron puestas en un horno de secado con aire circulante durante 72 h a una temperatura
de 50 = 2 °C. El material seco fue pulverizado en un molino de aspas utilizando una malla
No 2 y luego separado en una bateria de tamices (tamices de prueba estandar de EE. UU
No 20, 40, 60 y 80 marca VWR Cientifica Productos®), durante 10 min por cada 100 g de
material. El material de cada tamiz fue recolectado por separado y aquel material

depositado en los tamices 40 y 60 fue mezclado en una proporcion 70:30, respectivamente.

La etapa de extraccién fue realizada mediante percolacién, para lo que se tomaron 50 g
de material vegetal previamente humectado con 50 mL de EtOH:H,0 (1:1). Dicho material
fue transferido a un percolador, al que se le adicionaron 375 mL de la solucién de
EtOH:H20 (1:1), se protegio de la luz y luego de 24 h se dej6é gotear lentamente con una
velocidad aproximada de 100 gotas/min; se procedié a la adicion de 375 mL mas de la
misma solucién y después de 24 h, nuevamente se dej6 gotear a las condiciones

anteriores. Por ultimo, el extracto fue mezclado y almacenado en frasco ambar a 4 °C.
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e Caracterizacion

La determinacion del contenido de flavonoides totales contenidos en el extracto se realizo
de acuerdo con la metodologia de CLAE, reportada por Medina (40). Los analisis fueron
realizados en un equipo de cromatografia liquida Shimadzu® con desgasificador DGU-20,
dos bombas binarias LC-6AD, sistema detector de arreglo de diodos SPD M20-A, horno
para columna CTO-20A, automuestreador SIL-20A HT y médulo de comunicaciéon CMB-
20A. El software utilizado para el procesamiento de datos fue LabSolutions LC.

Como fase movil se trabaj6é un gradiente de elucion, donde la fase movil A correspondi6 a
H20:ACN: CH3;COOH (90:10:1) y la fase movil B fue ACN:H,0:CH;COOH (90:10:1), con
flujo de 1.0 mL/min. Como fase estacionaria se utiliz6 una columna C18 Phenomenex®
(250 mm x 4,6 mm i.d.; 5 um), con una temperatura del horno de 30 + 3 °C y deteccién a
340 nm. Se inyectaron 10 pL del extracto fluido disuelto en MeOH:H>O (1:1) en una
concentracion de 1 mg/mL, previamente filtrado a través de membrana PVDA (0.22 ym),
marca Millipore®. La cuantificacion de flavonoides totales fue realizada por el método del

estandar externo utilizando vitexina como compuesto de referencia (Fluka®, 96 %).

El pH del extracto fue determinado en un potenciometro marca CONSORT® a una

temperatura de 18 + 2 °C. El potenciometro fue previamente calibrado.

Para la medicion del indice de refraccién se utilizé un refractémetro digital Mettler Toledo
30PX.

La determinacion de la densidad fue realizada por el método del picnémetro para el cual
se uso la Ecuacién 2-1. Se utiliz6 agua destilada a 18 °C como sustancia de referencia.
Mp+e” Mp

= ———*F =% p, Ecuaciéon 2-1

pextracto
Mp+w= Mp

Donde:
Pextracto - densidad del extracto.
My . Masa del picnébmetro con extracto.

Mmyp4w - Masa del picnometro con agua.
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m,: masa del picnémetro vacio.

pw - densidad del agua a 18 °C.

Para la medicion de la viscosidad se emple6 un viscosimetro de Ostwald sumergido en un
bafio termostatado marca Lauda® a 25 °C. Para su determinacién se empled la ecuacion
2-2.

Pextracto*t’
Pwxt

Nextracto = Nw * Ecuacion 2-2

Donde:

Nextracto . Viscosidad del extracto.
nw - viscosidad del agua.
Pextracto. densidad del extracto.
pw- densidad del agua.

t': tiempo en fluir el extracto.

t : tiempo en fluir el agua.

Para pH, viscosidad, densidad e indice de refraccidn se hicieron cinco mediciones y el

resultado se presentd como la media de las observaciones = el error estandar.

2.3.2 Estudio de estabilidad del extracto de P. quadrangularis.

2.3.2.1 Influencia de la temperatura, la concentracion de etanol y el tipo de

poliol.

Para la evaluaciéon de la estabilidad del extracto se utilizd6 un disefio estadistico
experimental (DEE) factorial completo 23, en el que se estudiaron tres factores a dos
niveles. Los factores fueron la temperatura de almacenamiento, la concentracién de etanol

en la formulacién y el efecto de dos polioles. En la Tabla 2-1 se describen las condiciones
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gue se utilizaron en cada uno de los experimentos realizados y la nomenclatura empleada
para identificarlos.

Tabla 2-1. Condiciones para el estudio de estabilidad frente a la temperatura del
extracto fluido de P. quadrangularis.

Ensayo Temperatura [Etanol] Poliol
A50G 40°C 50% Glicerina
A50S 40°C 50% Sorbitol
A30G 40°C 30% Glicerina
A30S 40°C 30% Sorbitol
B50G 30°C 50% Glicerina
B50S 30°C 50% Sorbitol
B30G 30°C 30% Glicerina
B30S 30°C 30% Sorbitol

A30G: 40°C, 30% EtOH vy Glicerina A50G: 40°C, 50% EtOH y Glicerina A30S: 40°C, 30% EtOH y Sorbitol
A50S: 40°C, 50% EtOH y Sorbitol B30G: 30°C, 30% EtOH y Glicerina B50G: 30°C, 50% EtOH y Glicerina
B30S: 30°C, 30% EtOH y Sorbitol B50S: 30°C, 50% EtOH y Sorbitol.

Con el fin de observar los cambios en funcion del tiempo se escogieron cuatro tiempos de
muestreo para la evaluacién de cada una de las variables respuesta; a tiempo cero, 15
dias, 1 mes y 3 meses.

Para la preparacion de las muestras, se tomé como punto de partida el extracto fluido y la
concentracion de etanol fue ajustada con agua destilada segun lo previsto para cada uno
de los ensayos propuestos en la Tabla 2-1. Se adicion6 un 5 % p/p del poliol
correspondiente, con agitacion magnética durante 10 min. Las muestras fueron
almacenadas en frascos de vidrio tipo | de 20 mL, cerradas con tapén de caucho y agrafe
y colocadas en la camara de estabilidad (camara climatica Memmert®) a la temperatura
correspondiente. Para el almacenamiento de las muestras se utilizaron condiciones
aceleradas (40 °C + 2 °C/75 % HR £ 5 % HR) y condiciones de envejecimiento natural (30

°C £ 2 °C/65 % HR = 5 % HR). Todos los experimentos fueron preparados por triplicado.
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2.3.2.2 Influencia de la luz, la concentracion de etanol y el tipo de poliol

Para la evaluacion de la fotoestabilidad del extracto, de manera similar al estudio anterior,
se empled un DEE factorial completo 23, en el que se cambid el factor temperatura de
almacenamiento por exposicion a la luz, manteniendo constante los otros dos factores
(concentracién de etanol y tipo de poliol). En la Tabla 2-2 se describen las condiciones que
se utilizaron en cada uno de los experimentos y la nomenclatura empleada para identificar
cada ensayo. Las variables respuesta se evaluaron a diferentes tiempos: cero, 15 dias, 1

mes y 3 meses.

Tabla 2-2. Condiciones para el estudio de fotoestabilidad del extracto fluido de P.

guadrangularis.

Ensayo Luz [Etanol] Poliol
C50G Presencia 50% Glicerina
C50S Presencia 50% Sorbitol
C30G Presencia 30% Glicerina
C30S Presencia 30% Sorbitol
D50G Ausencia 50% Glicerina
D50S Ausencia 50% Sorbitol
D30G Ausencia 30% Glicerina
D30S Ausencia 30% Sorbitol

C30G: Luz, 30% EtOH y Glicerina; C50G: Luz, 50% EtOH y Glicerina; C30S: Luz, 30% EtOH y Sorbitol; C50S:
Luz, 50% EtOH y Sorbitol; D30G: No luz, 30% EtOH y Glicerina; D50G: No luz, 50% EtOH y Glicerina; D30S:
No luz, 30% EtOH y Sorbitol; D50S: No luz, 50% EtOH y Sorbitol.

La preparacion de las muestras se realizé de manera similar a las del estudio anterior, con
la diferencia de que para aquellas muestras expuestas a la condicién ausencia de luz el
envase fue recubierto totalmente con papel aluminio. Ambos tipos de muestras, recubiertas
0 no, se colocaron en una camara de fotoestabilidad. En la Figura 2-1, se muestra el
prototipo de la camara empleada en este estudio y desarrollada en el grupo de
investigacion de Sistemas de Liberacion Controlada de Moléculas Biol6gicamente Activas,
gue cuenta con una fuente de luz compuesta por una lampara hal6égena y una fluorescente;

con emision de radiacién a unas longitudes de onda entre 300 nm — 900 nm, con poca
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capacidad de emitir en la zona del infrarrojo y con valor de exposicion de 118,2 Klux*h.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Figura 2-1. Camara de fotoestabilidad. Tomado de Herrera 2016 (54).

2.3.2.3 Variables respuesta evaluadas

Para los dos DEE se evaluaron las propiedades pH, color, cuantificacion de precipitado y
concentracion de los marcadores farmacolégicos, como indicadores de que el extracto

mantiene sus caracteristicas de calidad.

v" Medicién de pH
La evaluacién del pH se realiz6 por triplicado, segin se describié anteriormente para la
determinacion del pH del extracto, en un potencidmetro (CONSORT®).
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v' Evaluacion del color

Los cambios que las muestras pudieran presentar frente a su color fueron evaluados
mediante registro fotografico. Posterior a la toma de fotografias cada una de las muestras
fue clasificada en una escala semicuantitativa establecida arbitrariamente a partir de la
comparacion entre ellas. La escala se establecio en funcion de la opacidad evaluada, en
un rango de 1 a 10, donde 1 eran las muestras mas claras y 10 las mas opacas.

v' Cuantificacién de marcadores farmacoldgicos
La cuantificacion de los flavonoides se realiz6 mediante el método de estandar externo
utilizando vitexina como compuesto de referencia y haciendo uso de la Ecuacion 2-3

previamente descrita en la validacion de la metodologia analitica por Medina (40).

y = 16856x + 535.1 Ecuacién 2-3

Donde “y” corresponde al &rea de las sefiales cromatograficas de cada uno de los
flavonoides: orientina 2”-O-glucésido, orientina 2”-O-xilésido, orientina, vitexina 2”-O-
glucdsido, vitexina 2”-O- xilésido y vitexina. Para la cuantificacion de flavonoides totales se
utilizé “y” como la sumatoria de las sefiales cromatogréaficas mencionadas anteriormente.
Adicionalmente, se utilizo la Ecuacidn 2-4 para expresar la cantidad relativa de cada uno

de los flavonoides evaluados.

Area de seiial cromatografica x

Cantidad relativa, = * 100 Ecuacion 2-4

Area total de las sefiales cromatograficas

v' Cuantificacion del precipitado

La determinacion del material precipitado se realiz6 por filtracion al vacio por membrana
de 0,45 pm (Millipore®). Se pes6 de manera preliminar la membrana limpia y se filtraron 5
mL de la muestra a evaluar. Luego, la membrana fue puesta a secar hasta peso constante
en una estufa a 25 °C. Este ensayo no fue realizado con las muestras de fotoestabilidad,

debido a que se manejaron volimenes menores que no permitieron la cuantificacién del
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precipitado, pero visualmente se detectd precipitacion principalmente en las muestras
expuestas a la luz.

2.3.2.4 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados derivados del DEE (ANOVA con un nivel de
confianza del 95 %, efectos principales e interacciones de dos factores) fue realizado
mediante el software Statgraphics XVII ®, con el que se analizaron los cambios en cada
una de las variables respuesta (cuantificacion de flavonoides, cantidad de precipitado,

cambios de color, cambios de pH) entre tiempo cero y 3 meses.

2.4 Andlisis microbioldgico extracto de P. quadrangularis

Para el desarrollo de la formulacién a partir del extracto de P. qguadrangularis es necesario
conocer cual es su comportamiento microbiano y sobre esta base, definir el sistema
preservante mas adecuado para el producto. Este ensayo fue realizado en dos etapas: la
primera, un ensayo preliminar en medios de cultivo diferenciales y la segunda, la prueba

de eficacia antimicrobiana reportada en la Farmacopea de los Estados Unidos (55).

2.4.1 Ensayo en medios de cultivo diferenciales

Para este ensayo se evalu6 el extracto fluido de P. quadrangularis y los tres productos
fitoterapéuticos (soluciones orales) que se encuentran actualmente disponibles en el
mercado colombiano.

Para la cuantificaciébn de microorganismos se utilizé el método de recuento en fondo, en
los medios diferenciales agar rojo cristal violeta, agar Sabouraud oxitetraciclina, agar plate
count y agar infusion cerebro corazén. Para el ensayo se tomé 1 mL del producto a
evaluar, se realizaron tres diluciones en serie de 1:10 con agua peptonada al 0,1. Luego,

se tom6 1 mL de cada una de las diluciones, se colocaron en el fondo de las cajas de Petri,
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se agreg0 el agar correspondiente a una temperatura de 50 °C y se homogenizaron antes
de la gelificacion.

Las muestras fueron incubadas para el caso de agar rojo cristal violeta, agar plate count y
agar infusion cerebro corazon a 37 °C por 48 h y para agar Sabouraud oxitetraciclina a 25
°C por 5 dias. Posterior al tiempo de incubacién se realiz6 el conteo de las unidades
formadoras de colonias (UFC).

2.4.2 Prueba de eficacia antimicrobiana

Para el desarrollo de este ensayo se siguieron las etapas de preparacion de las cepas de
prueba, promocion del crecimiento de los medios, aptitud del método de recuento en
presencia del producto y prueba al producto (extracto fluido de P. quadrangularis y a los

ensayos propuestos en el estudio de estabilidad).

v' Preparacién de las cepas de prueba

Las cepas seleccionadas fueron: Escherichia coli (ATCC N° 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC N° 9027), Staphylococcus aureus (ATCC N° 10231), Candida albicans
(ATCC N°10231) y Aspergillus brasiliensis (ATCC N°16404). La concentracion de
microorganismos que se adicion6 se encontraba en un rango entre 0,75 x108 UFC y 1,25
x108 UFC.

Para la estandarizacién del inéculo inicial con bacterias (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus)
se hizo una curva de crecimiento exploratoria. Para ello, se realiz6 la reactivacién en
superficie de la cepa ATCC correspondiente, en agar tripticasa de soja (TSA) y se incubd
a 37 °C por 24 h. Se tomé con un aza estéril una cantidad del microorganismo y se
suspendié en 15 mL de caldo Mueller-Hinton hasta lograr una densidad 6ptica (DO) de
0,045. Se realiz6 la lectura de DO a 590 nm en un lector de absorbancia de microplacas
de 96 pozos iMark™ (Biorad®), con 110 pl de muestra. De esta dispersion se tom6 1 mL
y se diluyé en serie 1:10 hasta una dilucién -8. Las ultimas cuatro diluciones (-5, -6, -7 y -
8) fueron sembradas en fondo en agar TSA e incubadas por 24 h. Al finalizar este tiempo
se realiz6 el conteo de los microorganismos. De nuevo, la suspension se incubé a 37 °Cy

cada hora se tomé una muestra, repitiendo el procedimiento anteriormente descrito.
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A lo largo del estudio, se manejé un control negativo (sin la adicion de microorganismos),

para asegurar la esterilidad del caldo y del agar.

La concentracion del indculo inicial en hongos y levaduras (C. albicans, A. brasiliensis) fue
determinada in-situ por medio de una cdmara de Neubauer y correspondid a una

concentracion final de 1,0x108 UFC/mL.

v" Promocion del crecimiento de los medios

A los medios de cultivo preparados a partir de agar digerido de caseina y soja y agar
Sabouraud dextrosa deshidratados, se les adicion6 1 mL de suspension de los
microorganismos a una concentracion aproximada de 100 UFC/mL. En la Tabla 2-3 se
presentan las condiciones de crecimiento para cada uno de los microorganismos
evaluados. Después de los respectivos tiempos de incubacion se realizé el recuento en

placa.

Tabla 2-3. Microorganismos y condiciones evaluadas para la prueba de eficacia

microbiana.
Microorganismo Medio de cultivo Tiempo de Temperatura de
incubacion incubacion
E. coli Agar digerido de 18-24h 37+2°C
caseinay soja
P. aeruginosa Agar digerido de 18-24h 37+2°C
caseinay soja
S. aureus Agar digerido de 18-24h 37+2°C
caseinay soja
C. albicans Agar Sabouraud 5 dias 25+2°C
dextrosa
A. brasiliensis Agar Sabouraud 5 dias 25+2°C
dextrosa
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v' Aptitud del método de recuento en presencia del producto

Se siguio la metodologia para la preparacion de muestras de productos solubles en agua
gque propone la Farmacopea de los Estados Unidos (55). Se realizaron las diluciones del
extracto estandarizado de P. quadrangularis en una solucién amortiguadora de fosfatos pH
7.2; este extracto fue previamente inoculado con los microorganismos de prueba en una
concentracion final de 1x10° UFC/mL. Las condiciones de crecimiento fueron las
establecidas en la Tabla 2-3 y al finalizar el tiempo de incubacion se realiz6 el recuento en
placa. Considerando que la principal sustancia de interferencia es el etanol, se seleccion6
el método de dilucion para neutralizar el efecto de este agente. Adicionalmente, se utilizé

como blanco positivo una muestra sin la adicion del extracto.

v" Prueba al producto

Para la realizacion de la prueba se utilizaron 10 mL de cada una de las muestras. En la
Tabla 2-4, se detalla su composicién y nomenclatura correspondiente, relacionados con
los ensayos de estabilidad propuestos anteriormente. A cada una de ellas se les agreg6 1
mL de suspensidén de microorganismos a una concentracion previamente estandarizada
de 1 + 0.25 x 10® UFC/mL. Los microorganismos adicionados corresponden a los
presentados en la Tabla 3-3. Los productos se almacenaron a 25 °C y fueron muestreados
a tiempo cero, 14 dias y 28 dias. A cada uno de los tiempos de muestreo, se realizaron las
diluciones con una solucién amortiguadora de fosfato pH 7.2 y sembrados en los medios y
condiciones definidas en la Tabla 2-3. Después del periodo de incubacion se realizd el

recuento en placa.
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Tabla 2-4. Composicion de los ensayos evaluados microbiolégicamente.

Ensayos Flavonoides Etanol (%) Poliol Agua
(%)

El 4-5 50 csp 70 mL
F30G 4-5 30 Glicerina (5%) csp 70 mL
F30S 4-5 30 Sorbitol (5%) csp 70 mL
F50G 4-5 50 Glicerina (5%) csp 70 mL
F50S 4-5 50 Sorbitol (5%) csp 70 mL

*E1: Extracto fluido P. quadrangularis F30G: Flavonoides 4%- 5%, Etanol 30% y Glicerina 5%; F50G: Flavonoides 4%- 5%,
Etanol 30% y Glicerina 5%; F30S: Flavonoides 4%- 5%, Etanol 30% y Sorbitol 5%; F50S: Flavonoides 4%- 5%, Etanol
30% y Sorbitol 5%.

2.5 Propuesta de la formulacion del producto y del

proceso de fabricacion

2.5.1 Formulacion del producto

Para esta etapa se consideraron los resultados de los ensayos realizados en la
preformulacién, que incluyeron los estudios de estabilidad frente a la temperatura y a la
luz, en presencia de dos polioles y dos concentraciones de etanol. Se elaboré una matriz
de analisis que incluia las variables respuesta de los estudios de estabilidad y su
porcentaje de influencia en el perfil de calidad del producto. Con los resultados de los
analisis estadisticos asociados a los DEE propuestos para los estudios de estabilidad y los

aspectos microbiolégicos evaluados, se definié un prototipo de formulacién.

2.5.2 Proceso de fabricacion

Este fue propuesto teniendo en cuenta la forma farmacéutica y los componentes del

prototipo de formulacion. Ademas, considerando una futura transferencia, se tuvieron en
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cuenta los equipos y las areas de fabricacién del laboratorio de Farmacia industrial del
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.

2.5.3 Analisis de riesgos asociados ala formulacidon del producto

y al proceso de fabricaciéon

En esta etapa se analiz6 la influencia tanto de los componentes de la formulacién como de
cada una de las etapas del proceso, en la calidad, seguridad y eficacia del producto. Asi,
en una primera aproximacion para identificar la criticidad de cada una de las variables
estudiadas, se emple6 la matriz de Andlisis de Riesgos y Mitigacion — RAMM (56).
Posteriormente fue llevado a cabo el andlisis de riesgos detallado para las variables

consideradas criticas utilizando el método de Andlisis de Fallas y Efectos - FMEA (57).

Para el diligenciamiento de las matrices RAMM se emple6 una escala de ponderacion en
la que se asigna un valor de 1, 3 0 9 a cada aspecto a evaluar 0 etapa del proceso,
dependiendo de la importancia que tiene cada componente de la formulacion en cada uno
de los atributos de calidad. El valor ponderado corresponde a la sumatoria del producto
entre el valor que se le asignd y el valor de criticidad asignado a cada atributo de calidad,
este valor es el que determina la criticidad del material de partida o de la etapa de
fabricacién. Para facilitar la interpretacion, se utilizé un cédigo de colores en el cual los
componentes de alta criticidad estan de color rojo, los de mediana criticidad de color

amatrillo y los de baja criticidad de color verde.

Para elaborar las matrices FMEA, cada una de las operaciones unitarias del proceso de
fabricacién fueron divididas en subetapas. Se realizé la identificacién del riesgo basado en
las matrices RAMM de cada una de las etapas del proceso de fabricacién. Luego se
procedié a la valoracion del riesgo, en el cual se identificaron las posibles causas y las
actividades de control al realizar una posible preparacion en el Laboratorio de Farmacia
Industrial. La ocurrencia fue calificada en una escala de 1, 3 y 9, segln la estimaciéon de
gue un evento no ocurra, ocurra esporadicamente u ocurra con frecuencia. La severidad
fue calificada en una escala de 1, 3 y 9, segln si se estima un impacto bajo, medio o

elevado para la calidad del producto o para el desempefio eficiente de la linea de
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produccion. Por ultimo, la detectabilidad calificada en una escala 1, 3y 9 segun si podrian
existir controles del proceso que funcionan eficientemente, si los controles posibles no
resultan adecuados o si no se cuenta con mecanismos de control. A partir del analisis
anterior se calcul6 el niUmero prioritario de riesgo y se evalué el riesgo. Para aquellas
subetapas en las que su evaluacion del riesgo no fue aceptable se procedié a plantear
posibles estrategias de mitigacion.

2.6 Evaluacion de la estabilidad de la formulacion
seleccionada y elaborada bajo las condiciones

establecidas para el proceso

Se elaboré la formulacion definida de acuerdo con las etapas previas, en las condiciones
establecidas para el proceso. Luego, muestras del producto fueron sometidas a estudio de
estabilidad en condiciones aceleradas (40 °C £ 2 °C/75 % HR £ 5 % HR). Se realiz6 la
comparacion entre el contenido de flavonoides a tiempo 0 y 30 dias para verificar la
estabilidad del producto. La formulacion fue preparada por triplicado, partiendo de
extractos obtenidos mediante el mismo protocolo de extraccion y a partir del mismo
material vegetal.

El analisis de las muestras se realiz6 por CLAE siguiendo la metodologia propuesta por
Medina (40), descrito previamente para la cuantificacion de flavonoides totales contenidos
en el extracto de P. quadrangularis. Se evaluaron cada uno de los seis flavonoides
identificados  (vitexina-2-O-xilésido, vitexina-2-O- glucdsido, orientina-2-O-xilésido,

orientina-2-O-glucésido, vitexina e isovitexina).

Para este estudio se realiz6 la comparacion estadistica mediante la prueba de similitud f2,
empleando la Ecuacion 2-5, buscando evidenciar si existe diferencia entre los perfiles
fitoquimicos de 0 dias y 30 dias. Cuando f;esta comprendido entre 50 y 100, los dos

perfiles se consideran similares estadisticamente, ya que este rango indica que no hay una



Metodologia 37

diferencia media de punto a punto de mas del 10 %. Si el valor de f, es menor a 50 se

considera que existe diferencia estadisticamente significativa entre las dos formulaciones.

Ecuacion 2-5. Ecuacion de Factor de similitud f2.

= 0.5
1 n R
S = 5010 14 — Rt — Tt)~ x 100
fy=50log4 |14~ 3" (Rt~ T)

r=1

Donde:
fo : es el factor de similitud

R:. Los porcentajes del marcador de interés (de cada uno de los flavonoides evaluados)
de referencia. Se toma como referencia la formulacion evaluada a los 0 dias

T: : Los porcentajes del marcador de interés (de cada uno de los flavonoides evaluados)
de prueba

n : Es el numero de compuestos fitoquimicos evaluados.

El pH de la formulacion final fue determinado en un potenciometro marca CONSORT® a
una temperatura de 18 = 2 °C. EIl potenciometro fue previamente calibrado. Para la
medicion del indice de refraccidén se utilizé un refractémetro digital Mettler Toledo 30PX.
La determinacion de la densidad fue realizada por el método del picnébmetro para el cual

se uso la Ecuacién 2-1, utilizando agua destilada a 18 °C como sustancia de referencia.



3. Resultados y discusidén

Como se presenta en la Figura 3-1, la primera etapa de QbD es la definicion del perfil del
producto (TPP, por sus siglas en inglés), ésta corresponde a la planificaciéon que permite
describir las caracteristicas fundamentales del producto deseado en funcion de lo que
quiere la empresa, las necesidades del cliente y los aspectos regulatorios.

Figura 3-1. Esquema metodologia QbD. Adaptado de Pramod, 2016 (58).

Conocimiento del producto

Definicien
OTPP

Diseno del
producto-
procesoc

Comprensién del proceso

*QbD: Calidad basada en el disefio, QTPP: perfil de calidad del producto objetivo y CQAs: Atributos criticos de
calidad.
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Como se menciona en la guia de orientacion para la industria y personal de revision sobre
el perfil de producto objetivo, publicada en 2007 por la FDA (59), el TPP plasma el objetivo
del producto, el cual guia las demas etapas del desarrollo del producto. Se debe tener en
cuenta que el TPP es un concepto dindmico, es decir, que cambia a medida que se avanza
el conocimiento del producto farmacéutico, por lo que si se considera pertinente, debe
actualizarse durante las diferentes etapas del ciclo de vida del medicamento (59).

En la presente tesis, el primer paso para el desarrollo del fitoterapéutico a partir del extracto
de P. quadrangularis definieron los atributos cuali-cuantitativos fundamentales para
garantizar la calidad del producto. La Figura 3-2 ilustra la interaccion de cinco elementos
gue se consideraron con este propoésito, i.e., las necesidades del paciente, los
requerimientos de los profesionales de la salud, las caracteristicas fisicoquimicas y
farmacotécnicas del extracto, las lineas de produccion disponibles en el Laboratorio de
Farmacia Industrial del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia y los aspectos regulatorios. Como se observa, cada uno de estos elementos
guarda relacion con algunos de los atributos de calidad del producto a disefiar. Por
ejemplo, se conoce que la eficacia y seguridad del fitoterapéutico son una necesidad del
paciente, pero estas también son controladas desde el punto de vista regulatorio y ademas

se convierte en un requerimiento por parte de los profesionales de salud.

A continuacién, se presentan las consideraciones iniciales para el disefio del producto,
evidenciadas a partir del analisis de cada uno de los elementos ilustrados en la Figura 3-
2. Para facilitar la interpretacién, dichos elementos fueron agrupados en tres categorias:
necesidades del paciente, necesidades del profesional de salud y las necesidades del

fabricante (que incluye los aspectos regulatorios y las lineas de produccion).
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Figura 3-2. Elementos considerados para la definicion del perfil del producto y sus
interrelaciones (Elaboracion propia).
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3.1 Consideraciones iniciales

Los trastornos del suefio, problemas de ansiedad y depresion, entre otros, son
enfermedades que estan relacionadas con el sistema nervioso central, pero culturalmente
han sido agrupados en un término que se conoce como “nervios”, “nerviosismo” o
“alteracion de los nervios”. Los nervios, a diferencia de las patologias anteriormente
mencionadas, estan referidos mas a una enfermedad popular (sindromes ligados a la
cultura); pueden ser definidos como una amplia gama de expresiones de sentimientos
negativos que son resultado de situaciones estresantes (60). Tradicionalmente las terapias
han sido principalmente enfocadas a recuperar la salud mediante la administracion de
plantas preparadas como infusiones, decocciones, etc, que se administran por via oral. En
otros casos se usan también preparados naturales mediante inhalaciones o bafios a base

de plantas arométicas.
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El tratamiento de este tipo de patologias tradicionalmente busca el empleo de plantas y
preparaciones liquidas, lo que esta asociado a una percepcion de accion rapida y mayor
aceptabilidad por parte del paciente. La idea de disponer de un producto fitoterapéutico
para el tratamiento de la ansiedad, elaborado a partir de extractos de plantas y en una
forma farmacéutica liquida homogénea de administracién oral, podria asemejarse a la
terapia tradicional. Las soluciones orales, clasificadas como formas farmacéuticas liquidas
homogéneas, presentan ventajas derivadas de la alta biodisponibilidad del activo.
Adicionalmente, facilitan la ingestion, garantizan la distribucion uniforme del principio
activo, tienen una menor variabilidad de dosis y pueden emplearse en pacientes con
problemas de deglucion, tanto en nifios como en adultos mayores. Entre sus desventajas
sobresalen el elevado riesgo de contaminacion microbiana, la mayor posibilidad de

interacciones quimicas y problemas de estabilidad de las sustancias activas (61).

3.1.1 Informacion del paciente y profesionales de la salud

A partir de la informacion obtenida mediante entrevista a profesionales de la salud, es
deseable que los componentes del producto sean en su gran mayoria de origen natural
(por ejemplo, excipientes de origen natural), que el producto sea facil de dosificar, pero
que permita un adecuado control de la dosis. Igualmente, es recomendable un sabor
amargo (considerando el sabor caracteristico de los extractos vegetales), que no cause

adiccion, que sea de accién inmediata y que tenga efecto durante toda la noche.

El profesional de la salud desea prescribir un producto que tenga estudios desarrollados
sobre la base de investigaciones que demuestren su seguridad y eficacia, esto debido a
gue se conoce el uso de extractos con poca 0 ninguna evidencia de sus propiedades
farmacoldgicas, toxicoldgicas o de su mecanismo de accién (62). Ademas, el aumento en
el uso de plantas en la medicina ya sea como coadyuvante o como alternativa al
tratamiento convencional, debido a factores como el bajo costo y el facil acceso a las
especies naturales, ha llevado a que exista una gran diversidad de productos sin los
estudios suficientes (63). También, se han encontrado productos herbales que interactian
o interfieren con la farmacologia normal de algunos farmacos con consecuencias
desfavorables (64—66). ElI conocimiento de estas propiedades es indispensable para

comprobar el uso terapéutico seguro y efectivo de las fuentes herbales (67).



42 Contribucién al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral
para un extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los
conceptos del enfoque de calidad basada en el disefio (QbD)

El profesional de la salud igualmente manifiesta que el producto a diseiiar debe demostrar
su seguridad y estabilidad, y que su calidad se encuentre valorada a través de marcadores
analiticos o farmacologicos, que tenga un balance costo/beneficio positivo, que su precio
esté al alcance del paciente y que se encuentre disponible en el mercado.

3.1.2 Actividad farmacologica

Para la definicion de la dosis del fitoterapéutico, se realiz6 una busqueda bibliografica
acerca de los estudios clinicos que tuvieran como ingrediente activo extracto de alguna
especie de la familia Passifloraceae. Como se observa en la Tabla 3-1 aunque existen
estudios para extractos de P. incarnata, en ninguno de ellos se define la cantidad de
marcadores analiticos que deben estar presentes. Tener el control en estos marcadores
permite que factores como la época y el lugar de colecta del material vegetal y el método

de extraccion, no afecten la potencia.

De manera complementaria, en la Tabla 3-2 se reportan las dosis de los productos
disponibles en el mercado que contienen P. incarnata en formulaciones liquidas. Existe
consenso por parte las agencias regulatorias, respecto a un contenido minimo de 2 % de

flavonoides, expresados como vitexina.

Actualmente, en Colombia se encuentran 24 productos con registro sanitario vigente a
base de especies de la familia Passifloraceae (68), de los cuales en forma farmacéuticas
liguidas se encuentran 11 soluciones orales, una suspension oral, un elixir y un jarabe.
Ademas, nueve productos son a partir de extractos de P. mollisima y cinco de P. incarnata;

para los demas no se especifica la especie.



Tabla 3-1. Estudios clinicos de extractos de especies de la familia Passifloraceae

grupo paralelo.

estado de animo
ansioso.

mg).

Tipo de Muestra de la Edad Tratamiento  Control Duracion Resultados Referencia
estudio poblacion
Aleatorizado 36 pacientes Entre 19y 45 gotas Oxazepam 4 semanas. Disminucion en HAMAZ, (69)
doble ciego; ambulatorios 47 afios. diarias de 30 mg/ dia No hay diferencia
grupo paralelo.  diagnosticados extracto de mas significativa entre los dos

con GAD. Passiflora gotas de tratamientos.

incarnata. placebo.

Aleatorizado 60 pacientes Entre 25y 500 mg Placebo. Como Las puntuaciones de (70)
doble ciego; sometidos a 45 afios. Passiflora premedicacion ansiedad NRS? fueron
grupo paralelo.  herniografia incarnata, via 90 min antes de  significativamente mas

inguinal. oral. la cirugia. bajas en el grupo de

pasionaria.

Aleatorizado Voluntarios Promedio 1200 mg Placebo. Una Unica Cambios en gEEG* (71)
doble ciego; sanos, numero de edad extracto de administracion. consistente con efectos
grupo paralelo. de participantes 53.77 +5.6 Passiflora sedantes.

12. anos. incarnata.
Estudio doble Voluntarios Promedio Bolsas de té Placebo. Dos semanas. Mejora de la calidad del (72)
ciego, con sanos, humero de edad (2 g secos de suefio.
disefio de de participantes 22.73 + partes aéreas
medidas 41, 6.22. de plantas).
repetidas.
Aleatorizado 31 pacientes No Passiflora Placebo 28 dias. Mejora respecto al (73)
doble ciego; ambulatorios especifica. incarnata (40 control.

1 GAD. Trastorno de ansiedad generalizada

2 HAMA. Escala de ansiedad Hamilton

3 NRS. Escala de calificacién numérica
4 gEEG. Electroencefalografia cuantitativa







Tabla 3-2. Fitoterapéuticos en formulaciones liquidas a partir de extractos de especies de

la familia Passifloraceae (74).

Preparacion Forma de Pais Periodo de uso
dosificacion medicinal

Triturado de Bolsas de té (1-2 g Austria. Registrado en
sustancia herbal. material vegetal en 20009.

150 mL agua).
Extraccion liqguida 0,89 g de la Austria. En el mercado
1:6 solvente etanol preparacion herbal. desde 1981.
60% V/V.
Extraccion liqguida  0,3a0,4 mL Austria. En el mercado
1:8 solvente etanol preparacion herbal, desde 1963.
54% VIV, glicerina  que corresponde a
4%, agua 60%. 0,456 mg. 5 veces

al dia
Extraccion liqguida 2 mL 3 veces al Alemania. Al menos desde
1:1 Solvente etanol dia. 1978.
70% V/V.
Extraccion liqguida 1,9 mL 3 veces al Alemania. En el mercado

1:1 Solvente etanol

dia.

desde 1992.

37% VIV.

Como se evidencid a partir de la literatura cientifica, no existe una dosis definida para el
tratamiento de la ansiedad y/o problemas del suefio en formulaciones liquidas a partir de
un extracto de P. incarnata. Estas dosis varian dependiendo del método y los solventes
utilizados en el proceso de extraccion, tal como se ve en la Tabla 3-2, a pesar de que ha
sido ampliamente reportado que factores propios del material vegetal (época de colecta,
lugar de colecta, etc.) pueden afectar la concentracion de los compuestos responsables de
la actividad (75).

Para la definicidn de la dosis del producto fitoterapéutico a desarrollar, se decidi6 tener en
cuenta la informaciéon de P. incarnata de la monografia de la OMS sobre plantas
medicinales y de la monografia comunitaria a base de hierbas de la Agencia Europea de
Medicamentos, en las que, para preparados herbales a partir de partes aéreas de P.
incarnata, extraidos con una relacién droga:solvente de 1:8 (utilizando como solvente
etanol), se recomienda una dosis entre 1,0 mL y 4,0 mL, tres a cuatro veces al dia.
Adicionalmente, el fitoterapéutico debe tener un contenido minimo del 2 % de flavonoides
expresados en vitexina, esto con el fin de asegurar la efectividad del producto. Es

importante destacar que no se cuenta con informacion acerca de la seguridad del extracto
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de P. quadrangularis, por lo cual se siguen las recomendaciones de posologia para P.

incarnata mencionadas anteriormente.

3.1.3 Necesidades del fabricante

Uno de los requisitos para la fabricacion de un fitoterapéutico es disponer de una
metodologia que permita la identificacion del material vegetal que es utilizado como
materia prima en el proceso de produccion. Aunque es dificil conocer la combinacion
exacta de sustancias quimicas que producen el efecto biolégico, debido a que un
fitoterapéutico contiene una gran cantidad de compuestos quimicos (acidos grasos,
esteroles, alcaloides, flavonoides, glucésidos, saponinas y otras mas), se debe tener una
metodologia que permita identificar y cuantificar el ingrediente o ingredientes que sean
responsables o participen en la actividad farmacolégica. De esta forma, tal como lo
propone Bent (2008), esto es importante para obtener un producto seguro, eficaz y que

mantenga su calidad durante todo el proceso de fabricacién (76).

Otro requisito importante es conocer la estabilidad del fitoterapéutico debido a que es un
sistema multicomponente y que existe una mayor probabilidad de sufrir degradacién al
estar presentado como una formulacion liquida, ya que las moléculas activas estan
disponibles en el medio a nivel molecular o coloidal (51). Es asi como resulta necesario
evaluar la estabilidad del extracto en solucion frente a factores externos (luz, temperatura,
oxigeno, etc) e internos (vehiculo, pH, constante dieléctrica, etc), asi como la estabilidad
de la formulacién completa. Desde el punto de vista microbiolégico y fisicoquimico es
fundamental garantizar la composiciébn adecuada de la formulacibn que asegure
estabilidad durante la vida util del producto (61). No menos importante es la consideraciéon
de los aspectos asociados a la via de administracion, tanto los relacionados con la

correccion organoléptica como aquellos asociados a los parametros biofarmacéutico (77).

Desde el punto de vista regulatorio el producto debe cumplir con los requisitos para la
comercializacion en Colombia, expuestos en el decreto 1156 de 2018 del Ministerio De

Salud y Proteccién Social (78), entre los que se destacan:
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e Forma farmacéutica y presentacion comercial, especificando material de envase y
empagque.

e Férmula cuali-cuantitativa del producto, expresando la cantidad de planta
medicinal, nombre cientifico y nombre comun, género, especie, variedad, parte de
la planta utilizada, solvente utilizado, proporcion en peso de la planta medicinal, el
volumen de solvente utilizado, entre otras.

e Formulacion, expresada por cada mL.

e Certificado de inscripcion y clasificacion botanica de la planta medicinal.

e Certificado de andlisis del patron de referencia, marcador cromatografico utilizado
para el control de calidad del material de la planta medicinal.

e Formula del lote estandarizado de fabricacion.

e Descripcion detallada del proceso de fabricacion del producto.

Otro factor de interés para el fabricante es la linea de produccion disponible, en este caso
en el Laboratorio de Farmacia Industrial del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia. Los equipos con los que se cuenta son: una llenadora y dosificadora
marca ERWEKA® FDS N° 23797, un agitador eléctrico EKATO-WERK® N° 61/04309 y un

tanque de acero inoxidable de 8 L.

En esencia, el fabricante busca que el producto sea elaborado con los equipos disponibles
en sus instalaciones, que sea estable a lo largo de la linea de produccion y que se cumplan
las exigencias de Buenas Practicas de Manufactura que le aplican (Decreto 549 de 2001)
(79). Ademas, que el producto tenga la facilidad de rotar en el mercado, con una ganancia

econdmica favorable, que cumpla con los requerimientos legales para su comercializacion.

3.2 Perfil del producto objetivo (TPP)

De acuerdo con la informacion anterior, el producto fitoterapéutico que se pretende disefiar
corresponde a una forma farmacéutica en gotas, indicada como coadyuvante en el
tratamiento de trastornos del suefio y problemas de ansiedad en pacientes adultos; de

accion rapida sin generar dependencia. Como ingrediente activo se utilizard un extracto
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hidroalcohdlico estandarizado de hojas de P. quadrangularis. Via de administracion oral,
en multidosis, con propiedades organolépticas aceptables. Se considera importante la
seleccién del material de envase con el fin de mantener de la estabilidad fisica, quimica y
microbiolégica del producto.

3.3 Perfil de calidad del producto (QTPP) y definicion de

los atributos criticos de calidad (CQAS)

Como se ha mencionado anteriormente, a partir del perfil del producto y la informacion
recopilada acerca de los requerimientos farmacoldgicos, de uso y regulatorios
esperados, se define el Perfil de Calidad del Producto (QTPP). La Tabla 3-3 sintetiza
el QTPP para el fitoterapéutico que se pretende desarrollar en esta investigacion.
Como resultado se obtienen los atributos de calidad del producto, que en la Tabla 3-4
son evaluados respecto a su criticidad utilizando una puntuacion de 1, 3 0 9 segun la

importancia de cada uno de ellos en la calidad, seguridad y eficacia del producto.

Tabla 3-3. Definicion de los objetivos de calidad asociados al perfil del producto para

el desarrollo del fitoterapéutico a partir de extracto de P. quadrangularis.

Atributos del Objetivo Atributos de calidad
producto Prueba Criterios de
aceptacion
Forma de Solucién oral. - Gotas orales.
dosificacion
Identidad Positivo para CLAE-DAD. Cromatograma
ingredientes coincide con
activos. estandar de
referencia para los
5 marcadores
analiticos.
Potencia Tintura 1- 4 mL CLAE-DAD Contenido minimo
(1:8,5 extraccién de flavonoides 2,0
con etanol al 50% % expresados en
VIV). vitexina.
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Modo de
administracion

Oral.

Tres
administraciones
diarias.

Contenido Requerido para un - 70 mL.
tratamiento
maximo de 2
semanas.

Sabor - - Palatable

Edad Pacientes adultos. - Mayores de 18

anos.

Estabilidad Conservar las CLAE-DAD. Los ensayos de
propiedades pH. estabilidad
fisicoquimicas, Color. demuestran el
microbioldgicas y indice de cumplimiento de
la potencia del refraccion. especificaciones.
extracto durante al  Prueba de recuento
menos 24 meses. microbiano.

Propiedades Mantener las pH. Pruebas

fisicoquimicas propiedades que Viscosidad. fisicoquimicas
aseguran la calidad indice de cumplan
del fitoterapéutico.  refraccion. especificaciones*:

pH 4.7-5.2

viscosidad: 1,504 —
2,015 cP al7°C
IR: 1,364+0,012

Limites
microbioldgicos

Cumple con los
requisitos de la
Farmacopea de los
Estados Unidos.

Prueba de
recuento
microbiano.

Recuento total de
microrganismos
aerobios <10°.
Recuento total
combinado de
hongos y levaduras
< 102

*Definidos experimentalmente a partir de la evaluacion de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Passiflora
guadrangularis en ensayos previos.

Otras consideraciones a tener en cuenta

Objetivo

Criterios de aceptacion

de produccién

Utilizacién linea Proyectar el uso de las lineas de
produccion disponibles en el
Departamento de Farmacia.

Uso del 80 % de las lineas de
produccién disponibles en el
Departamento de Farmacia.

Produccioén

Tener una produccién acorde
con la rotacién del producto en

el mercado.

Produccion de 3000 unidades
por mes.




50 Contribucion al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral para un
extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los conceptos del enfoque de
calidad basada en el disefio (QbD)

Como se observa en la Tabla 3-4, los mayores puntajes fueron para la identidad, la
potencia, la estabilidad y el aspecto del producto. Estos atributos se consideraron criticos
debido a que tienen un impacto directo en la seguridad y eficacia del producto.

Tabla 3-4. Atributos criticos de calidad para el producto gotas orales de extracto de P.

gquadrangularis.

Propiedades organolépticas Propiedades fisicoquimicas Calidad Estabilidad
Aspecto | Color Sabor |Viscosidad pH I. Refraccion| Identidad | Potencia | microbiologica
3 3 3

Estos atributos de calidad junto con el perfil de calidad del producto, guiaron las demas

etapas del desarrollo del fitoterapéutico.

3.4 Preformulaciéon y formulacion

El extracto hidroalcohdlico fue obtenido a partir de las hojas de P. quadrangularis,
siguiendo la metodologia previamente definida. Corresponde a un liquido de color marrén

oscuro, con olor caracteristico y sabor amargo (Figura 3-3).

Figura 3-3. Extracto hidroalcohélico de Passiflora quadrangularis.

B
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3.4.1 Caracterizacion del extracto fluido de P. quadrangularis

Como se mencioné en la metodologia, el extracto fluido de P. quadrangularis fue
caracterizado respecto al perfil cromatografico, la cantidad de marcadores farmacolégicos
y algunas caracteristicas fisicoquimicas. El perfil cromatografico del extracto se muestra
en la Figura 3-4 y coincide con lo reportado por Modesti (2013), Medina (2014) y Echeverry
(2017) (40,53,80). En este sentido, incluye los flavonoides diglicosilados: vitexina 2”-O-
glucésido, vitexina 2” -O-xilésido, orientina 2”-O-glucésido, orientina 2”-O-xildsido y, por

otro lado, los monoglicésidos vitexina y orientina.

Figura 3-4. Perfil cromatogréafico del extracto de Passiflora quadrangularis.
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Los productos fitoterapéuticos normalmente estan compuestos de varias sustancias que
son responsables de la actividad farmacolégica. Dada la complejidad quimica, muchos de
los medicamentos disponibles en el mercado son estandarizados cuantitativamente
respecto al contenido de algunos marcadores para garantizar la actividad farmacoldgica
del extracto. En la Tabla 3-5 se presenta la concentracién y la cantidad relativa de cada
uno de los flavonoides contenidos en el extracto fluido de P. quadrangularis obtenido en la
presente investigacion. Para el caso de los flavonoides totales, los resultados obtenidos

coinciden con lo reportado por Echeverry (2017), 65,3 + 2,1 mg-equivalentes de vitexina/g
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de extracto (53). El contenido similar de los flavonoides se debe a que en ambos casos se
empled el mismo protocolo de extraccion; la diferencia de un 4,3 % es propia de las
caracteristicas intrinsecas del material vegetal. Al comparar con la literatura se encuentra
reportado un contenido de flavonoides de 55,1 mg/g de extracto para un extracto de hojas
secas de P. quadrangularis obtenido por infusibn acuosa, en la proporcién
planta:disolvente de 1:10 (m/v) a 95 °C, durante 10 min (80).

Tabla 3-5. Concentracion y cantidades relativas de los flavonoides presentes en el
extracto fluido de P. quadrangularis.

Marcador Concentracion Cantidad relativa (%)
(mg/mL)*
Orientina 2™-0-glucdsido 3,50 £ 0,40 5,73 +£0,23
Orientina 2”-O-xilésido 8,81 + 0,66 14,46 + 0,17
Orientina 0,52 +0,11 0,86 £ 0,16
Vitexina 2”-O-glucosido 14,62 + 1,10 24,00 £ 0,20
Vitexina 2”-O-xil6sido 32,10 £ 2,46 52,69 + 0,29
Vitexina 0,62 £0,13 1,02 +0,13
Iso-Vitexina 0,77 £0,18 1,25 +£0,20
Flavonoides Totales 60,95 + 4,92 100,00

*La concentracion de flavonoides es expresada como mg-equivalente de vitexina/mL extracto. Nimero de
réplicas analiticas n=6. Los datos se presentan como la media de las observaciones + error estandar.

De otro lado, las caracteristicas fisicoquimicas del extracto se reportan en la Tabla 3-6. La
importancia de la medicién del pH, de acuerdo con lo reportado en la literatura, es que su
variacion respecto a su caracteristica inicial puede ser un indicativo de que los flavonoides

presentes en el extracto de P. quadrangularis sufrieron hidrélisis 4cida o basica (40,53,81).
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Tabla 3-6. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto fluido de P. quadrangularis

Propiedad fisicoquimica Resultado
Densidad (g/mL) 0,995 + 0,002
Viscosidad (Cp) 1,902 + 0,078

pH 4,99 + 0,020
indice de refraccion 1,3632 — 1,3654

* Numero de réplicas analiticas n=5. Los datos se presentan como la media de las observaciones + error
estandar.

La caracterizacion fisicoquimica inicial del extracto fluido de P. quadrangularis es el punto
de referencia a la hora de garantizar la seguridad y la eficacia del producto. Sin embargo,
estos valores pueden variar en el tiempo debido a la influencia de factores como la

temperatura, la humedad, la luz, el tipo de solvente empleado, etc.

Debido a que en la literatura no se encuentra informacion relacionada con la estabilidad
del extracto fluido de P. quadrangularis frente a los factores anteriormente mencionados
(se encuentra informacién correspondiente al extracto seco) (40,53), se hace necesario el

desarrollo de los estudios de estabilidad pertinentes.

En este sentido, ademas de los factores ambientales, se busca conocer la influencia en la
estabilidad del extracto de los cambios en la concentracion de etanol, esto debido a que
se tom6 como punto de partida un extracto hidroalcohdlico cuya concentracion inicial de
etanol en el extracto es del 50 %. Igualmente se investigo la influencia del tipo de poliol
(glicerina o sorbitol), teniendo en cuenta que la presencia de polioles en este tipo de
formulaciones resulta fundamental para regular la pérdida de solvente y evitar
inconvenientes futuros de concentracién de los componentes del extracto en el producto

final.

Se selecciond sorbitol, ya que en preparaciones liquidas es utilizado como vehiculo,
estabilizador de algunos principios activos (al variar la polaridad del vehiculo), ademas de
regulador de la evaporacion, genera aumento en la viscosidad, contribuye en la

preservacion y es edulcorante. El sorbitol (D-glucitol) es un alcohol con seis radicales



54 Contribucion al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral para un
extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los conceptos del enfoque de
calidad basada en el disefio (QbD)

hidroxilos, tiene un poder edulcorante del 50 % — 60 % respecto a la sacarosa. Es un polvo
cristalino, inodoro y con una elevada higroscopicidad. Se han identificado cuatro polimorfos
y una forma amorfa (82). Se recomienda la identificacion del polimorfo, debido a que los
diferentes polimorfos tienen diferentes velocidades de disolucién que pueden afectar el
tiempo de mezcla. Se recomienda que su almacenamiento se realice a humedades

relativas inferiores al 60 % a 25 °C.

La glicerina, de manera similar al sorbitol, es utilizada en formulaciones orales como
cosolvente, al modificar la polaridad del vehiculo puede estabilizar el activo, es edulcorante
(0,6 veces mas dulce que la sacarosa), sinergiza la accion del conservante antimicrobiano,
contribuye al aumento en la viscosidad, ademas de regulador de la evaporacién. Es un
liquido transparente, incoloro, inodoro y viscoso, es altamente higroscopico por lo que es
necesario almacenarlo correctamente teniendo en cuenta que a bajas temperaturas puede
cristalizar. No se recomienda el calentamiento debido que la temperatura facilita la

generacion de acroleina un producto de degradacion toxico (83).

3.5 Estudio de estabilidad del extracto

Factores como la temperatura, la luz, la polaridad del medio y la concentracién de etanol,
entre otros, podrian afectar de manera directa la estabilidad de los componentes presentes
en el extracto de P. quadrangularis. Por tal razén, en la presente investigacion se llevaron
a cabo estudios de estabilidad durante tres meses, para evaluar el efecto de la temperatura
y la luz sobre composiciones de muestra en las que también se varian la concentracion de

etanol y el tipo de poliol empleado.
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3.5.1 Influencia de la temperatura, la concentracion de etanol y el

tipo de poliol.

A continuacion, se explica la influencia de los factores estudiados en las variables
respuesta medidas.

e Evaluacion del pH

Los valores de pH obtenidos en el estudio de estabilidad a los cuatro tiempos de muestreo
para cada una de las formulaciones evaluadas, se presentan en la Tabla 3-7. Con estos
resultados se realizaron las comparaciones estadisticas mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %, para establecer si las formulaciones tenian
diferencias estadisticamente significativas en funcion del tiempo. El Fexperimenta de 0,219
inferior al Fqrico, permite aceptar la hipétesis nula de la prueba, indicando que no se detecta
diferencia estadisticamente significativa de las muestras en los diferentes tiempos
evaluados.

Tabla 3-7. Resultados de la evaluacién de pH de cada uno de los ensayos a los cuatro

tiempos de muestreo estudiados.

Muestra 0 dias 15 dias 30 dias 90 dias
A30G 4,98 + 0,04 4,96 + 0,01 4,94 + 0,02 4,92+ 0,02
B30G 4,99 + 0,02 4,97 £ 0,02 4,96 + 0,02 4,97 £ 0,01
A50G 5,25+ 0,01 5,24+ 0,01 5,21+0,01 5,22+0,01
B50G 5,25+ 0,01 5,25+ 0,02 5,22+0,01 5,23+0,01
A30S 4,96 + 0,02 4,92 +0,01 4,89+ 0,02 4,90+0,01
B30S 4,96 + 0,01 4,94 + 0,01 4,90+ 0,02 4,90+ 0,02
A50S 5,22+0,01 5,22+0,01 5,16 £ 0,03 5,12+0,01
B50S 5,23+0,01 5,24+ 0,01 5,18 £ 0,01 5,20 +£0,02

* Numero de réplicas analiticas n=9. Los datos se presentan como la media de las observaciones + error
Estandar. A30G: 40°C, 30% EtOH y Glicerina A50G: 40°C, 50% EtOH y Glicerina A30S: 40°C, 30% EtOHy
Sorbitol A50S: 40°C, 50% EtOH y Sorbitol B30G: 30°C, 30% EtOH y Glicerina B50G: 30°C, 50% EtOH y
Glicerina B30S: 30°C, 30% EtOH y Sorbitol B50S: 30°C, 50% EtOH y Sorbitol.
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Como se observa en la Figura 3-5, la temperatura no presenta efecto significativo sobre el
pH del producto, entre el analisis inicial (cero dias) y el andlisis después de 90 dias. No
obstante, es posible que ocurran reacciones de degradacion en las que no sean evidentes
cambios en el pH debido al tipo o0 a la cantidad de subproducto formado.

Figura 3-5. Comportamiento del pH a los diferentes tiempos, para los ensayos con el
extracto de Passiflora quadrangularis.
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* Numero de réplicas analiticas n=9. Los datos se presentan como la media de las observaciones + error
Estandar. A30G: 40°C, 30% EtOH y Glicerina A50G: 40°C, 50% EtOH y Glicerina A30S: 40°C, 30% EtOHy
Sorbitol A50S: 40°C, 50% EtOH y Sorbitol B30G: 30°C, 30% EtOH y Glicerina B50G: 30°C, 50% EtOH y
Glicerina B30S: 30°C, 30% EtOH y Sorbitol B50S: 30°C, 50% EtOH y Sorbitol.

Se observan diferencias en los valores de pH entre las muestras que tienen un 50 % de
etanol (A50G, A50S, B50G y B50S) y aquellas que tienen un 30 % (A30G, A30S, B30G y
B30S), posiblemente debido a la variacion en la proporcion de la mezcla cosolvente que
conlleva a un cambio de la constante dieléctrica del medio y por consiguiente, en el
equilibrio de disociacién de acidos y bases, modificando la capacidad de solvatacion y
estabilizacion de las especies ibnicas. Puesto que el etanol presenta una menor constante
dieléctrica que la del agua, en los ensayos preparados con una mayor concentracion (50
%) de etanol, se presenta una menor capacidad de estabilizar las especies idnicas, en

consecuencia, la ionizacidn seria menor en estas muestras.
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El pH es un factor que debe ser tenido en cuenta debido a que en la literatura se encuentra
ampliamente documentado que los cambios en el pH son indicativos de la degradacion de
los extractos naturales. Sin embargo, en este caso, los posibles productos de degradacion
formados son débilmente disociables al ser en su mayoria OH fendlicos, lo que no
evidenciaria modificaciones importantes en el pH. En este sentido, la siguiente es la
informacion disponible en el grupo de investigacion TECPRONA acerca de estudios de
degradacion del extracto seco de P. quadrangularis bajo condiciones de estrés:

Para la hidrolisis basica, Medina (2017) y Echeverry (2018), clasificaron el extracto seco
como labil bajo condiciones alcalinas de estrés, disminuyendo la concentracién de los
flavonoides C-glicosilados y los C-O diglicosilados en estas condiciones (81). Esto se
explica debido a que el medio basico favorece la apertura del anillo C de los flavonoides,

produciendo dos fragmentos como se muestra en la Figura 3-6 (84).

Figura 3-6. Mecanismo de degradacion flavonoides en medio basico.
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En medio &cido el extracto de P. quadrangularis también fue considerado como labil bajo
condiciones de estrés. Esto se evidencido en un aumento de la concentracion de los
flavonoides C-glicosilados, asi como de sus isbmeros, debido a la degradacién de los
flavonoides C-O diglicosilados de acuerdo al mecanismo presentado en la Figura 3-7. No
se presenta degradacion de los flavonoides C-glicosilados dado que son estables a la
hidrolisis acida del glicésido debido a la unién carbono-carbono entre el aztcar y el ndcleo

fundamental (85).
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Figura 3-7. Mecanismo de degradacion flavonoides en medio acido.
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Sobre esta base, aunque no se evidenciaran cambios importantes en el pH durante los
tres meses del estudio, no significa que la degradacion no se diera. Se espera una lenta
velocidad de degradacion debido a que las condiciones del estudio realizado son menos
drasticas que aquellas de estrés mencionadas en la literatura. Segun lo reportado en los
estudios previos, es necesario realizar un control del pH, al pensar posteriormente en una
formulacion, puesto que la degradacion de los flavonoides en las condiciones extremas de

pH, pueden conllevar a una pérdida en la actividad ansiolitica (51).

e Evaluacion del color

Los cambios de color en la formulacion pueden ser indicativos de la inestabilidad o
degradacién de algunos compuestos dentro del extracto; un ejemplo de esto son los
compuestos fendlicos entre los que encontramos derivados de acidos fendlicos vy
flavonoides, los que al degradarse presentan cambios en la tonalidad (86). También, se ha
demostrado que las antocianinas monomeéricas pertenecientes al grupo de los flavonoides,
pueden degradarse con facilidad formando compuestos marrones o incoloros por factores

como la temperatura, el pH, la luz y la presencia de iones metalicos, entre otros (87,88).

La medicion del color se realiz6 mediante una escala semicuantitativa establecida en
funciéon del grado de opacidad al comparar las fotografias tomadas de cada muestra
(siendo 10 el mayor grado de opacidad). En la Tabla 3-8 se pueden ver los resultados a
tiempo cero y después de 90 dias y en la Figura 3-8, a manera de ejemplo, se presentan
las fotografias de unas muestras preparadas a concentraciones del 50 % (A50G) y del 30

% de etanol (A30G), a tiempo 0. Como se observa, existe diferencia en la coloracion debido
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al cambio en la proporcion de mezcla cosolvente, que aparentemente influye en la
solubilidad diferencial de algunos componentes del extracto. Esto ocurri6 en todas las
muestras independientemente del poliol presente.

Tabla 3-8. Resultados de la evaluacion de la tonalidad del extracto fluido de P.
guadrangularis a tiempos 0 y 90 dias.

Muestras evaluadas
Tiempo | A30G | B30G | A50G | B50G | A30S | B30S | As0s | BS50S
Cero dias 5 5 3 3 5 5 7 7

90 dias 7 5 5 3 7 5 10 6

* A30G: 40°C, 30% EtOH — Glicerina; A50G: 40°C, 50% EtOH — Glicerina; A30S: 40°C, 30% EtOH — Sorbitol;
A50S: 40°C, 50% EtOH — Sorbitol; B30G: 30°C, 30% EtOH — Glicerina; B50G: 30°C, 50% EtOH — Glicerina;
B30S: 30°C, 30% EtOH — Sorbitol; B50S: 30°C, 50% EtOH - Sorbitol.

Figura 3-8. Fotografia de muestras de concentracion de: A) 30% etanol-A30G y B) 50%
etanol-A50G.

* A30G: 40°C, 30% EtOH — Glicerina; A50G: 40°C, 50% EtOH — Glicerina

Después de 90 dias se observa que las muestras con un 30 % de etanol presentan la
mayor variacion en el color. lgualmente, como en el caso de la concentracién de etanol, a
manera de ejemplo en la Figura 3-9 se ilustra el comportamiento de la muestra A30S
almacenada a 40 °C, 30 % etanol y sorbitol como poliol, en las que se observa un color
mas opaco respecto al tiempo inicial y la presencia de un precipitado en el fondo. Esto

puede ser explicado debido a que variaciones en la constante dieléctrica tienen efecto
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sobre la solubilidad de algunos de los componentes, llevando a un cambio en la apariencia
fisica. Un comportamiento similar fue observado en un estudio realizado por Ortmann
(2013) en un extracto acuoso de Cecropia glaziovii, también rico en flavonoides
glicosilados, en el que después de la exposicibon a la temperatura, se observo
oscurecimiento (89).

Adicional a esto, algunos flavonoides como las antocianinas pueden adoptar diferentes
estructuras dependiendo del medio y del pH. En consecuencia, exhiben diferentes
tonalidades. Las formas principales en las antocianinas son: cation flavilio (rojo),
pseudobase carbinol (incoloro), base quinonoidal (violeta), base quinonoidal aniénica
(azul) y chalcona (incoloro). A pHs entre 3 y 5, rango en el que se encuentra el extracto,
hay mezclas de cuatro formas: pseudobase carbinol, catién flavilio, chalcona y base
qguinonoidal (90). Debido a que estas especies se encuentran en diferentes proporciones
dependiendo del valor de pH, cambios en el pH o en la proporcion de la mezcla cosolvente

pueden modificar la tonalidad.

Figura 3-9. Fotografia de muestras almacenadas a 40 °C, utilizando 30 % etanol y sorbitol

como poliol. A) Tiempo cero y B) Tiempo 90 dias.
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e Cuantificacién del precipitado

En la Figura 3-10 se presentan los resultados de la cantidad de precipitado a los diferentes
tiempos evaluados, mostrando que en todos los casos con el paso del tiempo hay un
aumento en la cantidad de sélido formado.

Figura 3-10. Comparacion de la cantidad de precipitado a los diferentes tiempos de
muestreo para las muestras evaluadas.

35 r
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mg precipitado

10

A30G B30G A50G B50G A30S B30S A50S B50S

Ensayos
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* A30G: 40°C, 30% EtOH — Glicerina; A50G: 40°C, 50% EtOH — Glicerina; A30S: 40°C, 30% EtOH — Sorbitol;
A50S: 40°C, 50% EtOH — Sorbitol; B30G: 30°C, 30% EtOH — Glicerina; B50G: 30°C, 50% EtOH — Glicerina;
B30S: 30°C, 30% EtOH - Sorbitol; B50S: 30°C, 50% EtOH - Sorbitol.

De manera similar a lo realizado para el pH, se compararon los resultados mediante
ANOVA con un nivel de confianza del 95 %. En este caso se obtuvo un valor de Fexperimental
de 8,880, que es superior al Feriico, por lo que la hipdtesis nula de la prueba fue rechazada,
es decir, que existe una diferencia estadisticamente significativa en la cantidad de

precipitado dependiendo del tiempo de muestreo.

Para conocer cuales eran las muestras diferentes se aplic6 la prueba HSD (Honestly

significant difference) de Tukey con 95 % de confianza, con la cual se establecié como
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umbral un HSD de * 4,437. Se encontr6 que solamente hay diferencia estadisticamente
significativa entre 15 y cero dias, lo que demuestra que la inestabilizacion (representada
por la precipitacion) ocurre dentro de los primeros 15 dias y posterior a este tiempo no hay

un aumento significativo en el precipitado.

Un factor importante que se debe tener en cuenta para el disefio de una forma farmacéutica
liquida homogénea es la solubilidad de los ingredientes activos, dado que determina el
vehiculo correcto para la formulacion (91). Sin embargo, dicha solubilidad puede verse
afectada a la hora de elaborar un medicamento por factores como la temperatura, la
polaridad del vehiculo, el pH y la naturaleza del soluto (92). Asi, la presencia de precipitado
es una clara evidencia de una inestabilidad que puede ser originada por procesos de
insolubilizacién de algunos componentes del extracto ocasionados por cambios en la
proporcion de la mezcla cosolvente o por la aparicion de productos de degradacion que

son insolubles en el medio (93).

e Cuantificacion de flavonoides

Como se ha mencionado, los flavonoides diglicosilados vitexina 2”-O-glucdsido, vitexina 2”
-O-xilésido, orientina 2”-O-glucésido, orientina 2”-O-xilésido son responsables en gran
medida de la actividad ansiolitica que presenta el extracto de P. quadrangularis y el
monoglicasido vitexina es indicador de la degradacién de los anteriores flavonoides. Como
se observa en la Figura 3-11, en la que se presentan los resultados obtenidos en el estudio
de estabilidad en funcion de la temperatura, los flavonoides diglicosilados tuvieron una
tendencia a disminuir su concentracion (Orientia-2-O-glucésido), mientras que el
flavonoide monoglicésido presenta una tendencia a aumentar (Vitexina). Esto nos indica,
de manera preliminar, que las condiciones evaluadas (temperatura, etanol y poliol) tienen
influencia en la estabilidad del extracto, siendo mas marcado en las muestras expuestas a
40 °C (A30G, A50G, A30S y A50S). También se observa en todos los ensayos un aumento

de vitexina después de los 90 dias.
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Figura 3-11. Efecto de la concentracion de extracto, la temperatura, la concentracion de

alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre la concentracion de

A) Orientina-2-O-glucosido B) Vitexina en funcién del tiempo.

A)

4,1

39

Concentracién remanente de orientina-2-o-
glucdsido (mg/mL)

2[5 1 1 1

0 20 40 60
tiempo (dias)

B)

0,95

0,9

80

(mg/mL)

0,85

0,8

0,75

Concentracién remanente de vitexina

100

0,7 L 1 1 1
0 20 40 60

Tiempo (dias)

80

100

—A— A30G
—4&— B30G

A50G
—— B50G
—&— A30S

B30S
—&— A50S
—&— B50S

—A&— A30G
—&— B30G

A50G
—— B50G
—&— A30S

B30S
—&— A50S
—— B50S

* La concentracion de flavonoides es expresada como mg-equivalente de vitexina/ mL extracto. A30G: 40°C,
30% EtOH — Glicerina; A50G: 40°C, 50% EtOH — Glicerina; A30S: 40°C, 30% EtOH - Sorbitol; A50S: 40°C,
50% EtOH — Sorbitol; B30G: 30°C, 30% EtOH — Glicerina; B50G: 30°C, 50% EtOH — Glicerina; B30S: 30°C,

30% EtOH — Sorbitol; B50S: 30°C, 50% EtOH - Sorbitol.
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Para facilitar la interpretacion de los resultados, en la Figura 3-12 se muestran las
concentraciones de cada uno de los flavonoides a cero dias y 90 dias.

Figura 3-12. Efecto de la concentracion de extracto, la temperatura, la concentracion de
alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre la concentracion de
flavonoides presentes en las formulaciones de P. quadrangularis en funcion del tiempo. A)
Orientina-20-glucésido B) Orientina-20-xilésido C) Vitexina-20-glucdsido D) Vitexina-20-
xilésido E) Vitexina.
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* La concentracion de flavonoides es expresada como mg-equivalente de vitexina/ mL extracto. Numero de
réplicas analiticas n=6. Los datos se presentan como la media de las observaciones * error Estandar A30G:
40°C, 30% EtOH — Glicerina; A50G: 40°C, 50% EtOH — Glicerina; A30S: 40°C, 30% EtOH - Sorbitol; A50S:
40°C, 50% EtOH — Sorbitol; B30G: 30°C, 30% EtOH — Glicerina; B50G: 30°C, 50% EtOH — Glicerina; B30S:
30°C, 30% EtOH — Sorbitol; B50S: 30°C, 50% EtOH - Sorbitol.
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Estos resultados fueron analizados mediante la prueba t Student, con un nivel de confianza
del 95 % (Tabla 3-9), evidenciando que todos los flavonoides diglicosilados presentaron
cambios estadisticamente significativos a los 90 dias, mientras que para la vitexina no. Un
resultado similar fue reportado por Ortmann (2013) en sus investigaciones con un extracto
acuoso de Cecropia glaziovii sometido a una temperatura de 80 °C durante 5 dias, donde
se observo una disminucion en la concentracion de flavonoides en un 75 % y un aumento

de vitexina e isovitexina (89).

Tabla 3-9. Prueba de t Student evaluando los cambios de concentracion de los flavonoides
a 90 dias.

Ho No se detecta diferencia significativa entre la
concentracion de flavonoides a tiempo inicial y después
de 90 dias.

t critico 2,364

t experimental flavonoides
Orientina 2”-O-glucosido 7,581
Orientina 2”-O-xilosido 3,222
Vitexina 2”-O-glucésido 3,262
Vitexina 2”-O-xilésido 6,718
Vitexina -2,076

Concepto Se rechaza la Ho: se detecta diferencia significativa en
las concentraciones de flavonoides diglicosilados.
Se acepta la Ho para vitexina.

Ho: Hipétesis nula

e Andlisis del disefio estadistico experimental

El analisis realizado al DEE mediante el software Statgraphics XVII, evalu6 los cambios en
cada una de las variables respuesta (considerando los resultados a cero dias y 90 dias):
cuantificacién de vitexina 2”-O-glucésido, vitexina 2”-O-xilésido, orientina 2”-O-glucdsido,
orientina 2”-O-xilosido, vitexina, cantidad de precipitado, cambios de color y cambios de
pH. Para ninguna de las variables respuesta se evidencié que los factores evaluados
tuvieran efecto significativo. Sin embargo, a partir del andlisis de los efectos se definieron

las condiciones mas favorables respecto a la estabilidad del extracto.
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En la Figura 3-13 se ilustra, a manera de ejemplo, el diagrama de Pareto estandarizado
para vitexina 2”-O-glucésido, en el que se evidencia que ninguna variable del ensayo tiene
efecto significativo sobre las variables respuesta estudiadas. Del analisis de los efectos se
interpreta, que el extracto presentd un mayor cambio (una mayor inestabilidad) cuando se
encontraba a una temperatura de 40 °C, una concentracion de etanol de 50 % y en
presencia de sorbitol.

Figura 3-13. Diagrama de Pareto estandarizado para vitexina 2”-O-glucésido (V20G) en
el estudio de estabilidad.
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La Tabla 3-10 resume las condiciones que presentan un menor cambio de cada una de las
variables respuesta, lo que indica que serian favorables para favorecer la estabilidad del

extracto.
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Tabla 3-10. Interpretacion de los resultados del DEE respecto a las condiciones de
temperatura, porcentaje de etanol y naturaleza del poliol, que favorecen la estabilidad
del extracto de P. quadrangularis.

Temperatura %Etanol Poliol
pH 30°C 50 Glicerina
Color 30°C 30 Glicerina
Precipitado 30°C 50 Sorbitol
Orientina-20- 30°C 30 Sorbitol
Xilésido
Orientina-20- 30°C 30 Glicerina
Glicosido
Vitexina-20- 30°C 30 Glicerina
Xilésido
Vitexina-20- 30°C 30 Glicerina
Glicosido
Vitexina 30°C 50 Glicerina

3.5.2 Influencia de la luz, la concentracion de etanol y el tipo de

poliol.

El estudio de fotoestabilidad llevado a cabo en esta investigacion estuvo enfocado a
demostrar si la exposicién a la luz da lugar a cambios significativos en el extracto fluido de
P. quadrangularis, aunque también se consideraron las variables de concentracion de
etanol (30 % y 50 %) y presencia de un poliol (glicerina y sorbitol), como en el estudio

anterior.
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e Evaluacién del color

Como se observa en la Tabla 3-11, las muestras expuestas a la luz (C30G, C50G, C30Sy
C50S) evidencian un cambio mayor en la tonalidad. Flavonoides como la luteolina y la
apigenina (agliconas de los flavonoides presentes en el extracto de P. quadrangularis) al
exponerse a la luz se degradan, generando cambios en la tonalidad (94). También se
observa que las muestras que presentaron mayor cambio corresponden a aquellas que
tenian sorbitol como poliol (C30S y C50S), lo que podria atribuirse a que las soluciones de
sorbitol pueden reaccionar con trazas metalicas, llevando a un cambio en el aspecto de la

solucion (82).

Tabla 3-11. Resultados de la evaluacion cuali-cuantitativa del color en el extracto de P.

gquadrangularis en el ensayo de fotoestabilidad.

Muestras evaluadas
Tiempo C30G D30G C50G D50G C30S D30S C50S D50S
Cero dias 5 5 3 3 5 5 7 7

90 dias 8 6 6 3 8 5 12 6
*C30G: Luz, 30% EtOH — Glicerina; C50G: Luz, 50% EtOH — Glicerina; C30S: Luz, 30% EtOH — Sorbitol; C50S:
Luz, 50% EtOH — Sorbitol; D30G: No luz, 30% EtOH — Glicerina; D50G: No luz, 50% EtOH — Glicerina; D30S:
No luz, 30% EtOH — Sorbito; D50S: No luz, 50% EtOH - Sorbitol.

e Evaluacion del pH

Respecto al andlisis del pH (Figura 3-14), las muestras expuestas a la luz (C30G, C30S,
C50G y C50S) presentan una mayor variacion después de 30 dias que aquellas que no
fueron expuestas a la luz (D30G, D30S, D50G y D50S). Al realizar la comparacion
estadistica mediante la prueba t de Student (nivel de confianza del 95 %) para las medidas
de pH a tiempos cero y 30 dias expuestas a la luz, se obtuvo un texerimenta de 3,772 (teritico
2,364), por lo que se rechaza la hipétesis nula y se determina que existe diferencia
estadisticamente significativa. Para las muestras en ausencia de luz se obtuvo un texperimetal
de 1,684 (teriico 2,364), por lo que se acepta la hipétesis nula, es decir, no se detecta

diferencia estadisticamente significativa. Estos resultados se encuentran en linea con el
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estudio de fotoestabilidad realizado por Echeverry al extracto seco de P. quadrangularis
(53).

Figura 3-14. Comparacion del pH a los diferentes tiempos, para las diferentes
composiciones a partir del extracto de Passiflora quadrangularis, en presencia y ausencia

de luz.
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C30G: Luz, 30% EtOH - Glicerina; C50G: Luz, 50% EtOH — Glicerina; C30S: Luz, 30% EtOH — Sorbitol; C50S:
Luz, 50% EtOH — Sorbitol; D30G: No luz, 30% EtOH — Glicerina; D50G: No luz, 50% EtOH — Glicerina; D30S:
No luz, 30% EtOH — Sorbitol; D50S: No luz, 50% EtOH - Sorbitol.

La diferencia entre las muestras con un 30 % de etanol (C30G, D30G, C30S y D30S) y las
gue contienen un 50 % de etanol (C50G, D50G, C50S y D50S), como se menciond
anteriormente, podria atribuirse al cambio en la constante dieléctrica del medio. Los
ensayos preparados con mayor concentracion (50 %) de etanol, presentan una menor

capacidad de estabilizar las especies idnicas, en consecuencia, tendran un pH mayor.
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e Cuantificacion de flavonoides

El cambio en el contenido de flavonoides (vitexina 2”-O-glucésido, vitexina 2” -O-xilésido,
orientina 2”-O-glucésido, orientina 2”-O-xilésido y vitexina), al comparar los resultados a
los 90 dias con el tiempo cero en presencia y ausencia de luz, se muestran en la Figura 3-
15. Se observa una notable disminucion en los flavonoides diglicosilados vitexina 2”-O-
glucésido, vitexina 2”-O-xilésido, orientina 2”-O-glucésido y orientina 2”-O-xilésido al
comparar las muestras expuestas a la luz (C30G, C50G, C30S y C50S) frente a las que
estuvieron protegidas de ella (D30G, D50G, D30S y D50S). En el caso de vitexina, también
se observa una disminucién en las muestras expuestas a la luz y un aumento en aquellas

gue estan protegidas.

Figura 3-15. Comparacion de los diferentes flavonoides presentes en el extracto fluido de
P. quadrangularis a cero dias y 90 dias para las muestras evaluadas en el ensayo de
fotoestabilidad. A) Orientina-20-glucésido B) Orientina-20-xilésido C) Vitexina-20-

glucésido D) Vitexina-20-xilésido E) Vitexina.

A)

C30G D30G C50G D50G C30S D30S (C50S D50S

M0 Dias ¥ 90 Dias



72 Contribucion al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral para un
extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los conceptos del enfoque de
calidad basada en el disefio (QbD)

B)
12 ¢
el 7 7
g’ Z 7
3 ¢ A Z
/ v,
7 W 7
2 7 / /
7 W Z
0 1 1 1
C30G D30G C50G D50G (€30S D30S C50S D50S
W0 Dias #90 Dias
C)
20
16
—E' 12
®
€ 8
4
0
C30G D30G C50G D50G C30S D30S C50S D50S
W0 Dias [#90 Dias
D)

C30G D30G C50G  D50G C30s D30S C50S D50S

W0 Dias 90 Dias



Resultados y discusion 73

E)

1,2 |

- 09 ;

5 b b B 2

: R .4
U 2 7
0,0 ' Z ' Z ' ' ' Z '
, C30G D30G C50G D50G C30S D30S C50S D50S

M 0 Dias 90 Dias

* La concentracion de flavonoides es expresada como mg-equivalente de vitexina/ mL extracto. C30G: Luz,
30% EtOH — Glicerina; C50G: Luz, 50% EtOH — Glicerina; C30S: Luz, 30% EtOH — Sorbitol; C50S: Luz, 50%
EtOH — Sorbitol; D30G: No luz, 30% EtOH — Glicerina; D50G: No luz, 50% EtOH — Glicerina; D30S: No luz,
30% EtOH — Sorbito; D50S: No luz, 50% EtOH - Sorbitol.

Como se observa en la Figura 3-15 existe degradacion de los flavonoides expuestos a la
luz, la que podria explicarse por las propiedades antioxidantes de los flavonoides,
estudiadas ampliamente debido a su importancia nutricional y médica (95). Las plantas
crecen en ambientes naturales expuestos a condiciones variables de luz en términos de
radiacion fotosintética activa (400 — 700 nm) y radiacion ultravioleta (290 — 400 nm), por lo
gue poseen diferentes mecanismos fotoprotectores para tolerar la radiacion solar, siendo

la presencia de flavonoides uno de ellos (96).

El principal mecanismo asociado a la reaccién fotoprotectora de los flavonoides se da con
el oxigeno singlete. La molécula de oxigeno en su estado fundamental posee un par
electrénico no apareado; cuando éste es expuesto a un exceso de energia, los electrones
no apareados en el orbital externo pueden emparejarse y generar un oxigeno singlete (97).
La tendencia electrofilica de dicho oxigeno hace que moléculas ricas en electrones como
los flavonoides, sean su obijetivo (82), siendo el ataque al doble enlace C2-C3 (por su alta
densidad electrénica), la ruta mas probable de su degradacion por fotoxidacion lo que lleva
a la ruptura de los enlaces C2-C3 y C3-C4 (94).
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e Analisis del disefio estadistico experimental

Considerando los resultados a cero dias y 90 dias, se realizd el analisis estadistico
mediante el software Statgraphics XVII, de manera similar a lo realizado para el DEE
anterior, evaluando cada una de las variables respuesta (cuantificacion de vitexina 2”-O-
glucésido, vitexina 2” -O-xilésido, orientina 2”-O-glucésido, orientina 2”-O-xilosido, vitexina,
cambios de color, y cambios de pH). En este caso se observd que la luz tiene efecto
significativo sobre la concentracion de vitexina 2”-O-glucosido, vitexina 2” -O-xil6sido y
orientina 2”-O-glucdsido. En la Figura 3-16, a manera de ejemplo, se ilustra el diagrama de
Pareto estandarizado para vitexina 2”-O-glucésido, en el cual se evidencia que la
exposicién a la luz contribuye a la degradacion de los flavonoides. A partir del analisis de
efectos se proponen las condiciones que favorecen la estabilidad del extracto (Tabla 3-12)

correspondientes a aquellas que presentaron una menor variabilidad (mayor estabilidad).

Figura 3-16. Diagrama de Pareto estandarizado para vitexina 2”-O-glucésido (V20G) en

el estudio de fotoestabilidad.
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Tabla 3-12. Condiciones que favorecen la fotoestabilidad del extracto de P.

guadrangularis.

Luz %Etanol Poliol
pH Ausencia 50 Glicerina
Color Ausencia 30 Glicerina
Orientina-20- Ausencia 30 Sorbitol
Xilésido
Orientina-20- Ausencia 30 Glicerina
Glicésido
Vitexina-20- Ausencia 30 Glicerina
Xilésido
Vitexina-20- Ausencia 50 Sorbitol
Glicésido
Vitexina Ausencia 50 Glicerina

Los resultados de la evaluacion de fotoestabilidad, junto con los demas estudios de
preformulacién seran considerados mas adelante en este mismo trabajo para disefiar la

propuesta de formulacién que se explica en el numeral 3.7.

3.6 Estudio microbiologico

3.6.1 Ensayo en medios de cultivo diferenciales

Como se mencion6 en la metodologia, para la cuantificacién de los microorganismos que
pudieran estar presentes en el extracto de P. quadrangularis se utilizaron cuatro medios
de cultivo diferentes. El agar rojo cristal violeta, que permite la identificacion de coliformes;
el agar sabouraud oxitetraciclina, para la identificacién de hongos y levaduras; el agar plate
count Gtil en la identificacion de mesofilos y, por ultimo, el agar infusion cerebro corazén,
medio enriquecido que promueve el crecimiento de una amplia variedad de

microorganismos. En la Figura 3-17, se muestran los agares a los que se les adicioné el
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extracto fluido de P. quadrangularis después del tiempo de incubacion. Como se observa,

no se detecta crecimiento de ninguno de los microorganismos.

Figura 3-17. Resultados del analisis microbiolégico del extracto fluido de P.
guadrangularis. A) Agar rojo cristal violeta; B) Agar BHI; C) Agar Sabouraud oxitetraciclina
y D) Agar plate count.

De otro lado, se realizé la comparacion del contenido microbiano del extracto de P.
guadrangularis frente al de tres fitoterapéuticos (A, B y C) disponibles en el mercado
colombiano (Tabla 3-13). De acuerdo con los resultados, se destaca el producto B, dado
gue posee una elevada cantidad de mesoéfilos evidenciando inconvenientes en su sistema
preservante. Por el contrario, se observa que el extracto de P. quadrangularis sin la adicion
de preservante, no permitio el crecimiento de ningun tipo de los microorganismos
evaluados. Sobre esta base, se realizé la prueba de desafio microbiano al extracto sin la

adicion de excipientes con actividad preservante.
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Tabla 3-13. Conteo de microorganismos evaluados en los medios de cultivo

diferenciales.

Dilucién Coliformes Hongos Mesofilos

Extracto P. quadrangularis

Producto A

Producto B

Producto C

1-10
1-100
1-1000
1-10
1-100
1-1000
1-10
1-100
1-1000
1-10
1-100
1-1000

Incontables
Incontables
150 UFC

*UFC: Unidad formadora de colonias.

3.6.2 Desafio microbiano

v Estandarizacion del in6culo inicial

En la Tabla 3-14, se relaciona el rango de densidad o6ptica (DO) correspondiente a

valores cercanos a 1,0 x108 UFC.

Tabla 3-14. Relacién de medida de la densidad 6ptica con las UFC para cada uno de

los microorganismos evaluados.

Microorganismo Absorbancia UFC
Staphylococcus aureus 0,060 - 0,065 0,8-1,1x108
Pseudomonas aeruginosa 0,053 - 0,057 0,6 - 0,9 x108
Escherichia coli 0,048 - 0,052 0,8-1,1x108

*UFC: Unidad formadora de colonias.
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v" Promocién del crecimiento de los medios

Una vez estandarizado el in6culo, se evaluaron los medios y condiciones propuestas
en la Tabla 2-3 para desafiar el extracto y las diferentes composiciones del mismo. En
la Tabla 3-15 se presenta el nimero de UFC obtenidas bajo las condiciones
propuestas, demostrando que se promueve el crecimiento de las cepas evaluadas.
Adicionalmente, se comprobé que mediante turbidimetria es posible calcular la
concentracion de los microrganismos, ya que todos ellos crecieron en valores cercanos

a los esperados, que para este caso era de 100 UFC.

Tabla 3-15. Crecimiento de los microorganismos a las condiciones propuestas.

Microorganismo UFC/mL
E. coli 1,09 + 0,20 x10?
P. aeruginosa 0,84 + 0,18 x10?
S. aureus 1,10 + 0,25 x10?
C. albicans 0,95 + 0,22 x10?
A. brasiliensis 1,02 + 0,12 x10?

*UFC: Unidad formadora de colonias.

v' Aptitud del método de recuento en presencia del producto

En este ensayo se determind si alguno de los componentes presentes en el extracto
interferia con el crecimiento de los microorganismos evaluados, dado que esto dificultaria
el conteo en placa. En la Figura 3-18 se observa el crecimiento para las cepas bacterianas
(S. aureus, E. coli y P. aeruginosa), y para los hongos y levaduras (C. albicans y A.
brasiliensis), luego de que éstas estuvieran en solucién junto con el extracto de P.
guadrangularis. Se demostrd que los componentes presentes en el extracto no interfirieron
en el crecimiento en placa, por lo que se puede determinar la concentracion real de
microorganismos presentes en el extracto. Ademas de esto, se demostré que la dilucién
en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.2 tiene la capacidad de neutralizar el etanol,

permitiendo el crecimiento de los microrganismos para la realizacion del conteo en placa.
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Figura 3-18. Crecimiento microbiano en un medio con extracto fluido de P. quadrangularis.
A) S. aureus B) E. coli C) P. aeruginosa D) C. albicans E) A. brasiliensis.

v" Prueba al producto

Luego de demostrar que se tenia la concentracién inicial de microorganismos
estandarizada, que las condiciones de incubacién permitian el crecimiento y que era
factible el conteo de microorganismos en presencia del extracto, se realiz6 la evaluacion
microbioldgica del extracto fluido de P. quadrangularis. La Tabla 3-16, registra el recuento
de microorganismos para el extracto fluido de Passiflora quadrangularis comparando el
conteo inmediatamente inoculado, con los valores obtenidos a los 14 y 28 dias; como se

observa, hubo una disminucion de la carga microbiana a estos tiempos.
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Tabla 3-16. Resultados de la prueba de eficacia microbiana para el extracto fluido de

P. quadrangularis

Microorganismo 0 dias (UFC/mL) 14 dias (UFC/mL) 28 dias UFC/mL)
Dilucion  Dilucion  Dilucion | Dilucion  Dilucion  Dilucion | Dilucion  Diluciéon  Dilucion

-1 2 -3 -1 2 -3 -1 -2 -3
E. coli NC 130 7 10 2 0 0 0 0
P. aeruginosa NC 98 2 28 7 1 0 0 0
S. aureus NC 102 8 5 0 0 0 0 0
C. albicans NC 89 3 10 2 0 2 0 0
A. brasiliensis NC 95 4 13 8 0 0 0 0

*NC-Incontables

*UFC: Unidad formadora de colonias.

Adicionalmente, en la Tabla 3-17 se reportan los resultados de recuento microbiano

obtenidos al evaluar las cuatro composiciones del extracto, segin con lo presentado en la

Tabla 2-4. Para los cinco microorganismos empleados se observa disminucion en el

niamero de UFC. Segun la USP 38 se considera que el producto tiene eficacia

antimicrobiana, si para el caso de bacterias, se tiene una reduccion logaritmica de no

menos de 1,0 desde el recuento inicial. Para el caso de hongos o levaduras, no debe existir

ningun incremento con respecto al recuento inicial (55).

Tabla 3-17. Resultado prueba de eficacia microbiana en los ensayos evaluados.

Formulacion E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans A. brasiliensis
(UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC)

F30G Tinicial | 1,08 x10° 0,90 x10° 0,85 x10° 0,95 x10° 1,10 x10°

28 dias <1,0x10° <1,0x10° <2,0x10° <5,0x10* <2,0x10*

F30S Tinicial | 1,01 x10° 0,75 x10° 0,95 x10° 1,15 x10° 1,15 x10°

28 dias <2,0x10° <3,0x10° <1,0 x10° <3,0x10* <1,0x10*

F50G T inicial 0,90 x10° 0,75 x10° 1,17 x108 1,25 x10° 0,95 x10°

28 dias <1,0x10° <1,0x10° <6,0 x10° <1,0x10* <2,0x10*

F50S T inicial 1,25 x10° 1,01 x10° 0,88 x10° 1,02 x10° 0,70 x10°

28 dias <1,0x10° <2,0x10° <5,0x10° <4,0x10* <1,0x10*

Control T inicial | 0,85 x10° 0,92 x10° 1,15 x10° 0,85 x10° 1,00 x10°
28 dias NC NC NC NC NC

*NC-Incontables

*F30G: Flavonoides 5%, Etanol 30% y Glicerina 5%; F50G: Flavonoides 5%, Etanol 30% y Sorbitol 5%; F30S: Flavonoides
Etanol 30% y  Sorbitol

5%, Etanol

30%

y

Glicerina

*UFC: Unidad formadora de colonias.

5%;

F50S:

Flavonoides 5%,

5%.
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De acuerdo con esto, las formulaciones evaluadas cumplen con el criterio de eficacia
antimicrobiana. Este comportamiento podria atribuirse a diferentes factores. Uno de ellos
es la presencia de etanol en la formulacién, que reduce la tensién superficial de la pared
celular del microorganismo facilitando la desnaturalizacion proteica. Sin embargo, se sabe
gue el maximo de eficacia antibacteriana del etanol ocurre a concentraciones entre el 60
% y el 80 %, valores superiores a las concentraciones de etanol empleadas en las
diferentes composiciones del extracto. Esto lleva a considerar que el extracto de P.

guadrangularis tendria un efecto preservante, independiente de la presencia de etanol.

En este sentido, los estudios fitoquimicos realizados a P. quadrangularis muestran la
presencia de metabolitos secundarios (polifenoles, flavonoides, terpenos, saponinas,
taninos, etc), podria dar una explicacion preliminar sobre su actividad antibacteriana
(48,99,100). Algunos de ellos, como los flavonoides, han demostrado efectos

antimicrobianos, antivirales, antioxidantes y antineoplasicos, entre otros (101).

Igualmente, para especies de la familia Passifloraceae se han reportado estudios

relacionados con la tematica, entre los que se destacan:

e Extracto hidroalcohdlico de Passiflora cincinnata, en el que se demostré su
potencial como agente antibacteriano en combinacién con otros antibiéticos; esta
actividad es atribuida a la accion de los compuestos fendlicos presentes (102).

e Extracto de hojas de Passiflora tetranda, se identificé 4-hidroxi-2-ciclopentenona
como compuesto activo frente a bacterias gramnegativas y grampositivas
(Escherichia coli, Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa); esta actividad se
atribuye a la alquilacion, por la reaccion de Michael, de los grupos sulfhidrilo (-SH)
de algunas enzimas reguladoras (103).

e Extracto metandlico de Passiflora edulis, se determiné que en concentraciones
entre 128 y 1024 pg/ml inhibié el crecimiento del 89,5 %, de un panel de 19
bacterias gramnegativas (104).

e Extracto de Passiflora edulis Sims, se identificaron proteinas pertenecientes a la
familia de la albimina 2S, que presentaban actividad antifingica frente a C.
lindemuthianum, C. musae , F. oxysporumyS. cerevisiae, estas proteinas
producen una inhibicion de la germinacion conidial y del alargamiento hifal (105).
También, se evidenci6 la inhibicién de la acidificacion del medio, lo que lleva a una

inhibicion del crecimiento por la alteracion de la membrana plasmatica (106,107).


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/musa

82 Contribucion al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral para un
extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los conceptos del enfoque de
calidad basada en el disefio (QbD)

En sintesis, de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo y la evidencia
disponible en la literatura, en términos generales, el extracto de P. quadrangularis y las
diferentes composiciones evaluadas presentan actividad antimicrobiana sin la adicién de
excipientes con actividad preservante. Este argumento permite el desarrollo de un
fitoterapéutico, como un “producto mas natural” como se expresa en las necesidades del

paciente.

3.7 Propuesta de la formulacién del producto y del

proceso de fabricacion

3.7.1 Formulacion del producto

A partir de la informacion obtenida en los ensayos de preformulacion (estabilidad frente a
temperatura, tipo de poliol, concentracion de etanol, fotoestabilidad y desafio microbiano)
y del analisis estadistico correspondiente, se propone una formulacién para el producto
fitoterapéutico que se pretende desarrollar. En la Tabla 3-18 se presentan cada una de las
variables respuesta estudiadas (pH, color, precipitado, Orientina-20-Xilésido, Orientina-
20-Glucésido, Vitexina-20-Xilésido, Vitexina-20-Glucosido, flavonoides totales),
asignando a cada una de ellas un porcentaje que representa su influencia en el perfil de
calidad del producto. Igualmente, se incluyen las condiciones mas favorables para la
estabilidad del producto que fueron determinadas a partir de los DEE utilizados en los

estudios de estabilidad térmica y de fotoestabilidad.

El porcentaje de influencia fue estimado segun la importancia de cada una de estas
variables en el perfil de calidad del producto, dando un valor mayor a pH, vitexina-20-
xilésido y a flavonoides totales, cada uno con un 20 %. Lo anterior se justifica en que
cambios en el pH afectan la estabilidad de los flavonoides comprometiendo asi su eficacia.
Por su parte, vitexina-20-xilésido es el principal componente al que se le atribuye la
actividad ansiolitica y para el caso de los flavonoides totales, al no tener la cantidad
necesaria también se puede ver comprometida la eficacia del producto, debido a que al
ser el extracto un sistema multicomponente la actividad depende de todos sus compuestos

presentes.
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Tabla 3-18. Condiciones favorables para la estabilidad del extracto de P. quadrangularis,
derivadas de los estudios realizados frente a la temperatura y a la luz, para cada una de
las variables respuesta estudiadas.

Variable Influencia  Estudio de fotoestabilidad Estudio de estabilidad frente
respuesta (%) a la temperatura
Luz Etanol Poliol T Etanol Poliol
(%) C) (%)
pH 20 Ausencia  30-50 Glicerina 30 50 Sorbitol
Color 5 Ausencia 50 Sorbitol 30 30-50 Sorbitol
Precipitado 5 - - - 30 50 Sorbitol
Orientina-20- 10 Ausencia  30-50 Glicerina 30 30 Sorbitol
xilosido
Orientina-20- 10 Ausencia 30 Glicerina 30 30 Glicerina
glicésido
Vitexina-20- 20 Ausencia 30 Glicerina 30 30 Sorbitol
xilésido
Vitexina-20- 10 Ausencia 50 Glicerina 30 30 Glicerina
glicésido
Flavonoides 20 Ausencia 30 Sorbitol 30 30 Glicerina
totales

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad y teniendo en cuenta
la ponderacion explicada anteriormente, para el 100 % de las variables respuesta se
prefiere una temperatura en su nivel bajo (30 °C); y para un 70 % de ellas (orientina-20-
xilésido, orientina-20-glicésido, vitexina-20-xilosido, vitexina-20-glicésido y flavonoides
totales) es recomendable una concentracion baja de etanol (30 %). La glicerina y el sorbitol
tienen porcentajes iguales de recomendacion (50 % cada uno) respecto a su inclusion
dentro de la formulacién final del producto mantienen la estabilidad en el 50 % de las

variables evaluadas.

A partir de las conclusiones obtenidas del estudio de fotoestabilidad, para todas las
variables evaluadas se prefiere la proteccién a la luz para garantizar la estabilidad del
producto. En el caso de etanol, para el 40 % de las variables respuesta (orientina-20-
glicésido, vitexina-20-xilosido y flavonoides totales) una concentracion del 30 % favorece
la estabilidad. El poliol que se recomienda en mayor medida (70 % de las variables

respuesta) es glicerina.



84 Contribucion al desarrollo de una formulacion liquida de administracion oral para un
extracto de hojas de Passiflora quadrangularis L aplicando los conceptos del enfoque de
calidad basada en el disefio (QbD)

En sintesis, en la Tabla 3-19 se propone la formulacién para un producto fitoterapéutico,
en gotas orales de un extracto de Passiflora quadrangularis.

Tabla 3-19. Propuesta de formulacién cuali-cuantitativa de un producto fitoterapéutico en

gotas orales a partir del extracto hidroalcohdlico de P. quadrangularis.

Componentes Cantidad
Extracto 109
Etanol (96 %) 3049
Glicerina 59
Agua purificada c.s.p. 100 mL

Para la formulacion se decidié utilizar etanol en una concentracién de 30 %. Esta condicion,
ademas de que favorece la estabilidad de los flavonoides, que son los principales
responsables de la actividad farmacoldgica, presenta una mejor aceptabilidad
organoléptica con respecto a las formulaciones con un mayor contenido de etanol (50 %)
y desde el punto de vista microbiol6gico, no se encuentra diferencia en el comportamiento
de las concentraciones. La glicerina fue seleccionada como poliol dado que porque
contribuye a mantener la estabilidad de los componentes presentes en el extracto y cumple
las funciones de cosolvente, regulador de la evaporacion; igualmente mejora la

aceptabilidad organoléptica del producto.

3.7.2 Proceso de fabricacion

En la Figura 3-19 se propone un proceso para la fabricacion del producto fitoterapéutico
propuesto, en el cual se involucran las etapas de dispensacion de las materias primas, la

mezcla de componentes, el envasado del granel y el empaque.
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Figura 3-19. Diagrama de un proceso para la preparacion de gotas orales a base de
extracto de P. quadrangularis.
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3.8 Andlisis de riesgos asociados ala formulacion vy al

proceso de fabricacion.

Para el desarrollo de las gotas orales a partir del extracto hidroalcohélico de P.
guadrangularis siguiendo QbD, es necesario identificar la influencia que tienen los

materiales de partida y el proceso productivo en el cumplimiento de los estandares de
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calidad propuestos. Con este propdsito, en el presente trabajo se utilizé la metodologia de
andlisis de riesgos.

Se conoce que en un producto farmacéutico todos los componentes tienen una funcién y
con esto, un papel importante en la calidad del producto. Sin embargo, algunos de ellos
resultan més determinantes. Para su identificacién se emple6 una matriz RAMM con una
escala de ponderacion en la que se asigna un valor de 1, 3 0 9, dependiendo de la
importancia que tiene cada componente de la formulacion en el cumplimiento de cada uno
de los atributos de calidad del fitoterapéutico. El valor ponderado, es decir el que determina
la criticidad del material de partida, corresponde a la sumatoria del producto entre el valor
gue se le asignd y el valor de criticidad de cada atributo de calidad. Para facilitar la
interpretacion, se utilizé un codigo de colores en el que los componentes de alta criticidad
se resaltan con color rojo, los de mediana criticidad con color amarillo y los de baja

criticidad con color verde.

Asi, de acuerdo con los resultados que se presentan en la Tabla 3-20, el extracto de P.
guadrangularis es la materia prima que presenta la mayor criticidad y define en gran
medida el cumplimiento de los estdndares de calidad. Ademas, otros componentes como
el etanol y el envase tienen una criticidad media, por tanto, debe prestarseles atenciéon

durante el desarrollo del producto.

El extracto de P. quadrangularis tiene como principales especificaciones el aspecto, el
indice de refraccion, el pH y el contenido de flavonoides. Es interesante notar que para la
especificacion de calidad del extracto, el contenido de flavonoides podria ser considerada
la propiedad mas importante, es decir, aquella que resulta innegociable en su cumplimiento

cuando se realice el escalamiento del producto a nivel industrial.

El etanol tiene una criticidad media debido a que cambios en su concentracion podrian
tener impacto en la solubilidad de los componentes del extracto y en menor grado en la
estabilidad microbiolégica. Para el envase su criticidad esta fundamentada en la proteccion
a la luz por la fotolabilidad del extracto, evidenciada en los estudios de preformulacion. Por
€s0 se hace necesario en el escalamiento, realizar pruebas de compatibilidad del envase

con el extracto para hacer una adecuada seleccion de este.
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Tabla 3-20. Matriz RAMM para el analisis de la criticidad de cada uno de los componentes
de la formulacién gotas orales a partir de extracto de P. quadrangularis.

Propiedades organolépticas Propiedades fisicoquimicas

Marterial De Partida| Aspecto | Color | Sabor |Viscosidadl pH |l Refraccion| Identidad | Potencia
3 3 3

Ftanol 3 146

Frtracto 2 3 3

5licerina 3 3 3

Paua 3

Frivase 3 3 144

Microbioldgico | Estabilidad

Luego de evaluar el impacto que tienen las materias primas en la formulacion, se realizé
un analisis similar para identificar las etapas del proceso productivo propuesto que resultan
criticas en el cumplimiento de las especificaciones de calidad del producto fitoterapéutico
desarrollado. Como se presenta en la Tabla 3-21, la etapa de mezcla resulta ser la mas

critica, y las etapas de dispensacion y envase son calificadas como de mediana criticidad.

Tabla 3-21. Matriz RAMM para el andlisis de la criticidad de cada una de las etapas del

proceso de fabricacidén de gotas orales a partir de extracto de P. quadrangularis.

Propiedades organolépticas |  Propiedades fisicoquimicas
Marterial De Partida| Aspecto | Color | Sabor [Viscosidad] pH  |I.Refraccion| Identidad | Potencia

3 3 3
Dispensacion 3 3 3 3 3 3 180
Mezcla 3 3
Envase 3 162
Empague 3 3

icrobioldgico| Estabilidad

Este andlisis de criticidad fue complementado con el andlisis de riesgo del proceso, para
lo que fue empleada la herramienta de Analisis de Fallas y Efectos (FMEA, Failure Mode
and Effect Analysis). Como se observa en la Tabla 3-22, el analisis se encuentra detallado
para cada una de las sub-etapas del proceso de fabricacion y se fundamenta en la
experiencia adquirida durante la preparacion de la formulacién a escala laboratorio
empleando los equipos disponibles en el laboratorio de Farmacia Industrial de la
Universidad Nacional de Colombia (llenadora y dosificadora marca ERWEKA® FDS N°
23797, agitador eléctrico EKATO-WERK® N° 61/04309 y un tanque de acero inoxidable
de 8 L). Por ultimo, las estrategias de mitigacion del riesgo estan planteadas como una

proyeccion a la etapa siguiente del escalamiento, que es la preparacion de lotes piloto.



Tabla 3-22. Andlisis de riesgo para el proceso de fabricacién del producto gotas orales de Passiflora quadrangularis.

materias  primas

en bodega

Pesaje de las

materias primas

material vegetal antes
de la extraccion (3).
Degradacion del
extracto (9).

Etapade Valoracién del riesgo Control del problema
Dispensaci(’)n Identificacion Analisis del riesgo Evaluacién | Estrategias para mitigacién del
del riesgo del riesgo | riesgo
Subetapa de | ¢Qué puede Posibles Causas Actividades de O|S|D]|NPR ¢(Es
proceso salir mal? consecuencias Imaginables control aceptable
el riesgo?
Andlisis de control | Que el | Retrabajo del | Confusién en la | Rotulacion y No aplica.
. producto no | producto  (3). | identificacion de | almacenamiento

de calidad de las cumpla con | Rechazo del | extracto fluido (9). | correcto de las
materias primas los requisitos | producto  (3). | Confusion en la | materias primas (1).

de identidad, | Eliminacién del | seleccion de excipientes

potenciay pH. | lote (9). 3).
Seleccion de las Diferencias propias del | No (9). Verificacion del protocolo de

extraccion previo. Documentacion
del protocolo de extraccion.
Generacion de protocolo para la
evaluacion  fisicoquimica  del
extracto. Inspeccion del extracto
por parte del funcionario.

Error al momento de
realizar la pesada (3).
Balanzas descalibradas
(3). Error célculos de la
cantidad de materia
prima (3).

Revision periddica
de la calibracién
(3). Verificacion por
parte del operario

3.

Verificacion de los calculos por
otro funcionario. Procedimiento
para la generacion de
documentos  obligatoria para
verificar los célculos. Verificacion
del peso por otro funcionario.

*NPR: Namero Prioritario de Riesgo

*O: Ocurrencia, calificada en una escala 1, 3, 9 segln la estimacion de que un evento no ocurra, ocurra esporadicamente u ocurra con frecuencia, respectivamente.

*S: Severidad, calificada en una escala 1, 3, 9 segln si se estima un impacto bajo, medio o elevado para la calidad del producto o para el desempefio eficiente de la linea de produccién.
*D: Detectabilidad, calificada en una escala 1, 3, 9 segun si podrian existir controles del proceso gque funcionan eficientemente, si los controle posibles no resultan adecuados o si no
se cuenta con mecanismos de control, respectivamente.
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Tabla 3-22. Andlisis de riesgo para el proceso de fabricacion del producto gotas orales de Passiflora quadrangularis. Continuacion

Detener el equipo

es el correcto (9).
Tiempo de exposicién a
la luz (3). Cantidad de
material no es correcta
(3). Temperatura no
adecuada (3).

parte del operario

(3). No hay control

para el tiempo de

agitacion, ni para el

control de
temperatura (9)

Ninguna (1).

No (9).

*NPR: NUmero Prioritario de Riesgo
*O: Ocurrencia, calificada en una escala 1, 3, 9 segln la estimacion de que un evento no ocurra, ocurra esporadicamente u ocurra con frecuencia, respectivamente.

Etapa de Valoracion del riesgo Control del problema
Mezcla Identificacion Analisis del riesgo Evaluacién | Estrategias para mitigacién del
del riesgo del riesgo | riesgo

Subetapa de | ¢Qué puede Posibles Causas Actividades de O|S|D]|NPR ¢(Es

proceso salir mal? consecuencias Imaginables control aceptable

el riesgo?

Ensamble del | Que el | Retrabajo del | El agitador seleccionado | No (9). No aplica

equipo producto no | producto  (3). | no es el adecu_ado (3).
cumpla con | Rechazo del | Posicién del agitador no
los requisitos | producto  (3). | es la correcta (3).
de aspecto, | Eliminacion del | Tanque incorrecto (9).

Iniciar equipo color, lote (9). | La velocidad no es | Verificacion por Registrar velocidad de mezclado.
viscosidad, Degradacion ajustada correctamente | parte del operario Configuracién en una UGnica
indice  de | del extracto (9). | aliniciar el equipo (3). 3). velocidad de mezclado.
refraccllon y Capacitacion al operario en el uso
potencia. del equipo.

Mezcla Tiempo de agitacion no | Verificacién por Verificacion del funcionamiento

antes del inicio. Registro de la
hora de inicio y fin de la agitacion.
Cubrir los equipos o uso de
lamparas de sodio. Generar
documentacion para el control de
temperatura. Registro de
temperatura durante el proceso.

No aplica

*S: Severidad, calificada en una escala 1, 3, 9 segln si se estima un impacto bajo, medio o elevado para la calidad del producto o para el desempefio eficiente de la linea de produccion.
*D: Detectabilidad, calificada en una escala 1, 3, 9 segun si podrian existir controles del proceso que funcionan eficientemente, si los controle posibles no resultan adecuados o si no
se cuenta con mecanismos de control, respectivamente.
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Tabla 3-22. Andlisis de riesgo para el proceso de fabricacion del producto gotas orales de Passiflora quadrangularis. Continuacion

Detener el equipo

correcta (9). Tiempo de
exposicion a la luz (3).
Incorporacién de aire,

funcionamiento
antes del inicio. (3).
No hay control para

mayor presencia de | la velocidad de
oxigeno (3). llenado (9).
Ninguna (1). No (9).

*NPR: NUmero Prioritario de Riesgo
*O: Ocurrencia, calificada en una escala 1, 3, 9 segln la estimacion de que un evento no ocurra, ocurra esporadicamente u ocurra con frecuencia, respectivamente.

*S: Severidad, calificada en una escala 1, 3, 9 segln si se estima un impacto bajo, medio o elevado para la calidad del producto o para el desempefio eficiente de la linea de produccién.
*D: Detectabilidad, calificada en una escala 1, 3, 9 segun si podrian existir controles del proceso que funcionan eficientemente, si los controle posibles no resultan adecuados o si no
se cuenta con mecanismos de control, respectivamente.

Etapa de Valoracion del riesgo Control del problema
Envase Identificacion Analisis del riesgo Evaluacién | Estrategias para mitigacion del
del riesgo del riesgo | riesgo
Subetapa de ¢Qué puede Posibles Causas Actividades de NPR (Es
proceso salir mal? consecuencias Imaginables control aceptable
el riesgo?
Ensamble del | Que el | Retrabajo del | Error en la seleccién de | No (9). 81 No Generacion de documentacion
equipo producto  no | lote (3). la boquilla dosificadora para el ensamble del equipo.
cumpla con los (3). Mala calibracion del Capacitacion del operario en la
requisitos de contenido por unidad calibracion del equipo.
aspecto, (3).
Iniciar equipo estabilidad y Ninguna (1). Verificacion por No aplica.
calidad parte del operario
microbioldgica. 3).
Envasado Velocidad de llenado no | Verificacion del Verificacion del funcionamiento

antes del inicio. Registro de la
velocidad de llenado. Entrenar al
operario en la actividad
especifica.

No aplica.




Una vez se realiza el andlisis detallado de cada etapa del proceso, es Util priorizar la
gravedad del riesgo con el propésito de disponer de elementos de juicio respecto a su
impacto en la calidad del producto, asi como en el nivel de atenciéon que debe prestarse al
momento de su estandarizacion, entrenamiento del personal y registro en la
documentacion de cada lote. Para tal fin, los nimeros de prioridad del riesgo obtenidos en
la matriz FMEA, fueron comparados con una escala arbitraria (Tabla 3-23) que permite su
clasificacién como de alta, media o baja gravedad.

De acuerdo con lo anterior, se identificaron tres subetapas del proceso que son criticas
parar alcanzar los objetivos de calidad del producto: la caracterizacion inicial del extracto
fluido de P. quadrangularis, el tiempo de exposicion a la luz durante la etapa mezcla y la

incorporacion de aire durante la etapa de envase.

Tabla 3-23. Criterios para la estimacion de la gravedad de los riesgos identificados para

el proceso de fabricacion del producto gotas orales de Passiflora quadrangularis.

Gravedad Color de Umbral Observaciones
del riesgo | identificacion | (NPR)
Alta

=200 | Aspecto clave a tener en cuenta en la
estandarizacion  del  proceso. Podria
requerirse la definicibn de espacios de
disefio. El personal involucrado en su
realizacién debe ser advertido y entrenado,
acerca de las condiciones de trabajo. Punto
critico de control. Se requiere registro de la
condicion de trabajo empleada en la
fabricacion de cada lote.

Media 50-100 | Aspecto a tener en cuenta en la
estandarizacion del proceso definiendo
condiciones de trabajo especificas. No es
necesario establecer espacios de disefio. El
personal involucrado en produccion debe
reconocer la importancia de este aspecto. No
se requiere registro de la condicidon de trabajo
empleada para cada lote.

<49 Aspecto a tener en cuenta en el
entrenamiento del personal involucrado en la
etapa del proceso.

Baja

*NPR: Namero Prioritario de Riesgo
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Asi en la Figura 3-20 se presenta una nueva propuesta de proceso de fabricacion basada
en los resultados del andlisis de riesgo efectuados. La dispensacion del extracto fluido de
P. quadrangularis como materia prima constituye un punto critico, por lo que es necesario
implementar controles para disminuir los riesgos. Para ello, se recomienda realizar una
caracterizacion basica del extracto que permita asegurar sus caracteristicas de calidad. Se

propone la evaluacién del indice de refraccion, el pH y la cuantificacion de los flavonoides.

En la etapa de mezcla es indispensable asegurar el correcto ensamble del equipo,
mediante la capacitacion al operario. Asi mismo, debe garantizarse el registro de las
condiciones de operacién empleadas en la fabricacion de cada lote, es decir, la velocidad
de agitacion, que debe ser a bajas revoluciones para evitar incorporar aire, el tiempo y el
control de temperatura. Adicionalmente, se recomienda implementar estrategias para la
supervision del operario en esta etapa, por ejemplo, la revision de la documentacion.
Respecto al tiempo de exposiciéon del producto a la luz, se busca contar con tanques de
acero inoxidable, preferiblemente cerrados. Ademas, capacitar al operario acerca de la

importancia de la fotosensibilidad de la formulacién.

La etapa de llenado es un proceso semiautomatico, ya que la alimentacién de la tolva, asi
como el cambio de envase, deben ser realizados por un operario. Por esta razén, se debe
contar con protocolos del proceso, que orienten el desarrollo de esta actividad en forma
eficiente. Igualmente, deben registrarse los tiempos de operacion y durante la capacitacion
del operario, debe enfatizarse en los cuidados requeridos para evitar la fotodegradacion

del producto.
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Figura 3-20. Diagrama del proceso con los puntos criticos y las estrategias de control para

la obtencion de gotas orales de extracto de P. quadrangularis.
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3.9 Evaluacion de la estabilidad de la formulaciéon
seleccionada y fabricada bajo las condiciones

establecidas para el proceso

Los lotes de producto fitoterapéutico a base de P. quadrangularis fueron investigados
respecto a su estabilidad a 40 °C + 2 °C/75 % HR + 5 % HR durante un mes. El andlisis de
los resultados se realizd por comparacion del contenido de flavonoides mediante pruebas
de similitud de los perfiles fitoquimicos obtenidos por CLAE, con el fin de comprobar que
la formulacién propuesta mantiene la estabilidad de sus componentes activos. Tal como
se observa en la Figura 3-21, en la que se realiza la comparacion de extracto remanente,
expresado como cada uno de los seis marcadores analiticos, no se detecta una diferencia
estadisticamente significativa en cuanto a la concentracion de cada uno de ellos. Respecto
a la prueba de similitud f;, se obtuvo un valor de 79,23, el que al ser mayor de 50 indica
gue los perfiles no presentan una variacion mayor al 10 % en los flavonoides presentes en
el extracto (orientina-20-xilésido, orientina-20-glicosido, vitexina-20-xil6sido, vitexina-20-
glicésido, vitexina e isovitexina). De manera complementaria, se determinaron las
propiedades fisicoquimicas de la formulacion final; en la Tabla 3-24 se presentan la
comparacion de los valores de densidad, indice de refraccion y pH a tiempo 0 y después
de un mes. Estos resultados confirman la estabilidad de la formulacion de gotas orales

para el extracto de P. quadrangularis, bajo las condiciones estudiadas
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Figura 3-21. Comparacion del porcentaje de extracto remanente para cada uno de los seis
marcadores seleccionados vitexina-2-O-xilésido (Vi-O-Xil), vitexina-2-O-glucésido (Vi-O-
Glc), orientina-2-O-xilosido (Or-O-Xil) y orientina-2-O-glucésido (Or-O-Glc), vitexina (Vi) e
iso-vitexina (Iso-Vi) a una concentracion de 25 puL/mL, a tiempo cero y 30 dias.

120 +
100 -
80 -
60 -

W 0 Dias

40 - [4 30 Dias

%Extracto remanente

20 -

Or-O-Glc Or-O-Xil Vi-O-Glc Vi-O-Xil Vi Iso-Vi

Flavonoides

Tabla 3-24. Caracteristicas fisicoquimicas de la formulacibn de gotas de P.

guadrangularis

Propiedad fisicoquimica Resultado
0 dias 90 dias
Densidad (g/mL) 0,998 + 0,004 0,998 + 0,003
pH 4,95 + 0,018 5,01 +£ 0,018
indice de refraccion 1,3532 — 1,3649 1,3590 - 1,3630

* Numero de réplicas analiticas n=5. Los datos se presentan como la media de las observaciones + error
estandar.



4.Conclusiones

Este trabajo permiti6 la implementacion de algunos de los principios del enfoque de
QbD, para el desarrollo de un producto fitoterapéutico liquido de administracion
oral, a partir de un extracto hidroalcohdlico de hojas de P. quadrangularis.

A partir del conocimiento adquirido a través de la revision bibliografica, asi como de
la informacién suministrada por los clientes interno y externos, se establecio el perfil
de calidad del producto y los atributos criticos de calidad, siendo estos el punto de

partida que oriento las etapas siguientes en su desarrollo.

Dentro de las actividades de preformulacion y formulacion, se caracterizd
fisicoguimicamente el extracto fluido de P. quadrangularis, profundizando el
conocimiento hasta ahora disponible por el grupo de investigacion en Tecnologia
de Productos Naturales. El estudio de estabilidad del extracto frente a la
temperatura, concentracion de etanol y a la adicion de un poliol, evidencié que
ninguno de estos factores tiene un efecto estadisticamente significativo sobre los
atributos evaluados, mientras que el estudio frente a la luz, concentracion de etanol
y adicion de un poliol, determind que la exposicion a la luz lo afecta de manera
estadisticamente significativa, siendo un factor a controlar durante el manejo del
extracto como materia prima y en el proceso de fabricacion de producto. Los
ensayos microbioldgicos realizados al extracto y al producto demostraron su
capacidad de autopreservaciéon debido a su composiciéon y a la concentracién de

etanol.

A partir del perfil del producto, los atributos criticos de calidad y los ensayos de

preformulacién, se definié una formulacién cuali-cuantitativa y se propuso un
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proceso de fabricacion con miras a un posible escalamiento en el Laboratorio de
Farmacia Industrial del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de

Colombia.

e Los andlisis de riesgos realizados permitieron identificar como material critico de la
formulacion del producto, al extracto de P. quadrangularis y como etapas criticas
del proceso la mezcla de componentes y al envasado del producto. A partir de este
andlisis, se establecieron estrategias de control que deben considerarse al
momento de realizar una posterior transferencia de tecnologia para el producto en

desarrollo.
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5.Recomendaciones

El trabajo presenté como uno de los resultados la propuesta de un proceso para la
fabricacion a escala laboratorio de las gotas orales del extracto de P. quadrangularis, por
lo tanto, para continuar con la implementacién del enfoque de QbD, es necesaria la
transferencia tecnolégica del proceso productivo hasta llegar a la escala industrial. A estos
niveles, la informacién recopilada y el analisis de riesgos permitiran evaluar cémo las
variaciones que se hagan afectan los atributos criticos de calidad del producto. Esto llevara
a la definicion de los espacios de disefio y a establecer las estrategias de control, en las

nuevas condiciones de produccion.

Teniendo en cuenta que el extracto fluido de P. quadrangularis es de naturaleza fotolabil y
es la materia prima mas importante segun los andlisis de riesgos desarrollados, es
necesario realizar investigaciones complementarias que permitan encontrar estrategias
para garantizar la calidad del extracto generando una adecuada obtencion,

almacenamiento y trasporte.
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Anexo A. Datos estadisticos de los disenos
experimentales

Para evaluar los cambios en la concentracion de flavonoides, el color, la cantidad de
precipitado y el pH como funcion de las variables propuestas en el estudio de estabilidad
(temperatura, luz, concetrancion de etanol y tipo de poliol). Se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 95 %, los resultados del valor de pcaicuiado
y los coeficientes de regresidon son presentados a continuacién para cada una de las
variables respuesta. Adicionalmente, los datos experimentales se usaron para generar los
coeficientes de los modelos de polinomios cuadraticos, presentando para cada una de las

variables respuesta la ecuacién respectiva.
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Tabla Al. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la temperatura,

la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

el pH en los ensayos de P. qguadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,4365 -0,00025

Porcentaje de etanol 0,7952 -0,003

Tipo de poliol 0,4365 -0,01
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,7952 0,000075
Temperatura-Tipo de poliol 0,9296 0,00025

Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,7952 0,000375

. * Nivel de significaciéon 0,05
pH =0,07 —0,00025 « Temperatura — 0,003 * Etanol — 0,01 = Poliol + 0,000075
* Temperatura = Etanol + 0,00025 * Temperatura * Poliol

+ 0,000375 *« Etanol « Poliol

Tabla A2. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre el

pH en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresién
Luz 0,3918 0,14
Porcentaje de etanol 1,00 0,0

Tipo de poliol 0,6082 -0,03
Luz-Porcentaje de etanol 0,6257 -0,002

Luz-Tipo de poliol 0,7952 -0,02
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 1,00 0,0

. * Nivel de significacién 0,05
pH = 0,055+ 0,14 « Luz + 0,0 * Etanol — 0,03 = Poliol — 0,002 * Luz = Etanol
— 0,02« Luz = Poliol + 0,0 = Etanol = Poliol

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Tabla A3. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la temperatura,
la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre
el color en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,0704 0,125
Porcentaje de etanol 0,5000 -0,075

Tipo de poliol 0,5000 -1,25
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,5000 0,0025
Temperatura-Tipo de poliol 0,5000 0,025
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,5000 0,0125

. * Nivel de significaciéon 0,05
Color = -3,75+ 0,125 x Temperatura — 0,075 » Etanol — 1,25 * Poliol + 0,0025
* Temperatura * Etanol + 0,025 * Temperatura * Poliol + 0,0125

*x Etanol *« Poliol

Tabla A4. Resultados ANOVA y coeficientes de regresién para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre el

color en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresién
Luz 0,0747 2,0

Porcentaje de etanol 0,6667 -0,0125

Tipo de poliol 0,3918 -2,5
Luz-Porcentaje de etanol 0,5000 0,025

Luz-Tipo de poliol 0,5000 0,5

Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,2048 0,075

. * Nivel de significacién 0,05
Color =0,5+2,0«Luz — 0,0125 * Etanol — 2,5 = Poliol + 0,025 x Luz + Etanol
+ 0,5+ Luz = Poliol + 0,075 = Etanol = Poliol
*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido

*O20X. Orientina-2"-O-xil6sido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Tabla A5. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la temperatura,
la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre
orientina-2”-O-glucésido en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,9413 237,988
Porcentaje de etanol 0,3013 417,071
Tipo de poliol 0,6093 -7846,09
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,8549 -5,4109
Temperatura-Tipo de poliol 0,6298 153,313
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,7825 41,4647

. * Nivel de significaciéon 0,05

020G = —-10260,0 + 237,988 * Temperatura + 417,071 * Etanol — 7846,09
* Poliol — 5,4109 x Temperatura = Etanol + 153,313 * Temperatura
* Poliol + 41,4647  Etanol » Poliol

Tabla A6. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

orientina-2”-O-glucdsido en los ensayos de P. guadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresidn
Luz 0,1593 19987,2
Porcentaje de etanol 0,9310 -32,3036
Tipo de poliol 0,6541 -5214,9
Luz-Porcentaje de etanol 0,9535 -25,1107
Luz-Tipo de poliol 0,8340 1830,29
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,8950 57,1237

. * Nivel de significacion 0,05
020G =8092,87 + 19987,2 « Luz — 32,3036 = Etanol — 5214,9 = Poliol — 25,1107
* Luz = Etanol + 1830,29 « Luz = Poliol + 57,1237 = Etanol = Poliol

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Tabla A7. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la temperatura,

la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

orientina-2"-O-xilésido en los ensayos de P. quadrangularis.
Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,5290 -1666,7
Porcentaje de etanol 0,4154 -1573,79
Tipo de poliol 0,7864 13390,6
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,5905 59,9056
Temperatura-Tipo de poliol 0,9661 42,6463
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,5538 -337,245

. * Nivel de significaciéon 0,05
020X =53938,1 —1666,7 x Temperatura — 1573,79 » Etanol + 13390, 6 * Poliol
+ 59,9056 * Temperatura = Etanol + 42,6463 + Temperatura
* Poliol — 337,245 x Etanol * Poliol

Tabla A8. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la

concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

orientina-2”-O-xilésido en los ensayos de P. guadrangularis.
Factor P-valor Coeficientes de regresidn
Luz 0,2411 62488,5
Porcentaje de etanol 0,5814 720,877
Tipo de poliol 0,8166 22599,2
Luz-Porcentaje de etanol 0,6748 -604,17
Luz-Tipo de poliol 0,5948 15937,0
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,6426 -677,925

. * Nivel de significacion 0,05

020X = —-11788,9 + 62488,5 « Luz + 720,877 = Etanol + 22599, 2 * Poliol — 604,17
* Luz * Etanol + 15937,0 « Luz = Poliol — 677,925 * Etanol = Poliol

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido

*O20X. Orientina-2"-O-xil6sido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Tabla A9. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la temperatura,
la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre
vitexina-2”"-O-glucdsido en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,4343 -788,396
Porcentaje de etanol 0,3493 -917,697
Tipo de poliol 0,8708 -7460,04
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,6887 46,7658
Temperatura-Tipo de poliol 0,6306 576,203
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,6236 -295,06

. * Nivel de significacién 0,05

V206G =17710,0 — 788,396 * Temperatura — 917,697 * Etanol — 7460,04 * Poliol
+ 46,7658 +* Temperatura » Etanol + 576,203 * Temperatura
* Poliol — 295,06 * Etanol = Poliol

Tabla A10. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

vitexina-2"-O-glucésido en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresién
Luz 0,0185 4446,28
Porcentaje de etanol 0,2614 -233,298

Tipo de poliol 0,1887 -14269,3
Luz-Porcentaje de etanol 0,0566 1315,4

Luz-Tipo de poliol 0,1135 13012,7
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,1488 492,496

. * Nivel de significacién 0,05
V20G = 13199,5 + 4446,28 « Luz — 233,298 « Etanol — 14269,3 = Poliol + 1315,4
* Luz = Etanol + 13012,7 « Luz = Poliol + 492,496 = Etanol = Poliol

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Tabla All. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la
temperatura, la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de
almacenamiento sobre vitexina-2”-O-xilésido en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,6218 2991,77
Porcentaje de etanol 0,4867 2374,4

Tipo de poliol 0,9991 -59242,4
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,9713 -15,7573
Temperatura-Tipo de poliol 0,7495 1451,23
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,9237 210,606

. * Nivel de significaciéon 0,05

V20X = -107500 + 2991,77 x Temperatura + 2374,4 * Etanol — 59242,4 * Poliol
— 15,7573 * Temperatura = Etanol + 1451,23 « Temperatura
* Poliol + 210,606 = Etanol * Poliol

Tabla Al2. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

vitexina-2”"-O-xilésido en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresidn
Luz 0,0486 69830,3
Porcentaje de etanol 0,4509 -601,864
Tipo de poliol 0,8341 3753,89
Luz-Porcentaje de etanol 0,3407 1003,97
Luz-Tipo de poliol 0,2028 36097,2
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,8429 -149,965

. * Nivel de significacion 0,05
V20X = 37656,9 + 69830,3 « Luz — 601,864 = Etanol + 3753,89 = Poliol + 1003,97
* Luz = Etanol + 36097,2 « Luz = Poliol — 149,965 = Etanol = Poliol
*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido

*O20X. Orientina-2"-O-xil6sido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Tabla A13. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la
temperatura, la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de

almacenamiento sobre vitexina en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,5587 183,081
Porcentaje de etanol 0,2346 74,8182
Tipo de poliol 0,3261 961,767
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,5420 -3,6999
Temperatura-Tipo de poliol 0,5246 39,084
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,2597 -48,856

. * Nivel de significacién 0,05
V = —-3465,5+ 183,081 * Temperatura + 74,8182 « Etanol + 961,767 * Poliol
— 3,6999 x Temperatura * Etanol + 39,084 * Temperatura * Polio
— 48,856 x Etanol = Poliol

Tabla Al4. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre

vitexina en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresién
Luz 0,9945 -2386,56
Porcentaje de etanol 0,4296 -45,6905
Tipo de poliol 0,4316 12766,7
Luz-Porcentaje de etanol 0,3926 59,5365
Luz-Tipo de poliol 0,1899 2746,39
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,0888 -300,631
* Nivel de significacion 0,05

V =4968,56 —2386,57 * Luz — 45,6905 « Etanol + 12766,7 = Poliol + 59,5365
* Luz *» Etanol + 2746,39 « Luz « Poliol — 300,631 = Etanol = Poliol

Tabla A15. Resultados ANOVA y coeficientes de regresién para el efecto de la

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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temperatura, la concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de
almacenamiento sobre la cuantificacion de precipitado en los ensayos de P.

gquadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Temperatura 0,2625 0,90875
Porcentaje de etanol 0,4255 0,56275

Tipo de poliol 0,2174 9,0675
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,2948 -0,017675
Temperatura-Tipo de poliol 0,5186 -0,08325
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,1492 -0,184875

. * Nivel de significaciéon 0,05
V =-21,8025+ 0,90875 x Temperatura + 0,56275 x Etanol + 9,0675 * Poliol
—0,017675 * Temperatura = Etanol — 0,08325 = Temperatura
* Polio — 0,184875 * Etanol + Poliol

Tabla Al16. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la
temperatura, la concentracién de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de
almacenamiento sobre la concentracion de flavonoides totales presentes en los ensayos

de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresién
Temperatura 0,5881 -1603,43
Porcentaje de etanol 0,3601 -776,42

Tipo de poliol 0,8864 -73469,1
Temperatura-Porcentaje de etanol | 0,8322 133,658
Temperatura-Tipo de poliol 0,7856 17347
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,9469 207,179

. * Nivel de significacién 0,05

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Flavonides = 6621,0 — 1603,43 « Temperatura — 776,42 x Etanol — 73469,1
* Poliol + 133,658 * Temperatura > Etanol + 1734,7 * Temperatura
* Poliol + 207,179 = Etanol « Poliol

Tabla Al7. Resultados ANOVA y coeficientes de regresion para el efecto de la luz, la
concentracion de alcohol, la naturaleza del poliol y el tiempo de almacenamiento sobre la

concentracion de flavonoides totales presentes en los ensayos de P. quadrangularis.

Factor P-valor Coeficientes de regresion
Luz 0,0543 262461,3
Porcentaje de etanol 0,3799 1951,61
Tipo de poliol 0,8145 50209,7
Luz-Porcentaje de etanol 0,9045 -231,276
Luz-Tipo de poliol 0,3105 57729,2
Porcentaje de etanol-Tipo de poliol | 0,6053 -1092,87

. * Nivel de significacion 0,05

FT = —62486,0 + 262461,3 « Luz + 1951,61 * Etanol + 50209,7 = Poliol — 231,276
* Luz * Etanol + 57729,2 « Luz = Poliol — 1092,87 * Etanol = Poliol

*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina
*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Anexo B. Cromatogramas de la formulacidon
final de P. quadrangularis.

A continuacion, se muestran los cromatogramas correspondientes a la formulacion final de
gotas de P. guadrangularis evaluada en el estudio de estabilidad durante 90 dias.

Figura B1l. Cromatograma formulacion P. quadrangularis evaluada a los O dias.

uy
4
] 1 Onentina 2"-C-glucdsido
2000 2 Orientina 2"-0-xildsido
3 Vitexina 2°-O-glucdsido
4 Vitexaina 2°-O-xaldsido
| 3 Vitesana
| 3 6 Iso-vitexing
1M1+ 2
1 1
=
-
0 5 1o 15 20 25
min
*O20G. Orientina-2"-0O-glucoésido *V20X. Vitexina-2"-O-xil6sido
*O20X. Orientina-2"-O-xil6sido *V. Vitexina

*V20G. Vitexina-2"-O-glucoésido *FT. Flavonoides totales
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Figura B2. Cromatograma formulacion P. quadrangularis evaluada a los 30 dias.

v 25000 = —
¢ 1 4
200004 1 Orientina 2"-O-ghuc 6sido
] 2 Orientina 2"-O-xiésido
] 3 Vitexina 2"-O-glucdsido
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10000+ 3
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Figura B3. Cromatograma formulacion P. quadrangularis evaluada a los 90 dias.
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*020G. Orientina-2"-O-gluc6sido *V20X. Vitexina-2"-O-xilésido
*O20X. Orientina-2"-O-xilésido *V. Vitexina

*V20G. Vitexina-2"-O-glucésido *FT. Flavonoides totales



