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RESUMEN

El desarrollo de nuevas matrices para la liberacion de farmacos es un tema de gran interés
en la actualidad. Las pectinas son polimeros de origen natural que poseen diversas
aplicaciones en la industria farmacéutica tales como agente detoxificante, reductores de la
tasa de digestion de alimentos por inmovilizacién de los componentes en el intestino,
reguladores en el nivel de colesterol en la sangre, y materiales de liberacion controlada. En
este trabajo se compararon las cinéticas de disolucion de distintos comprimidos de
paracetamol de 80 mg los cuales fueron fabricados con distintas pectinas al 30 % p/p,
provenientes pectinas citricas comerciales, de residuos de pera y coseta agotada de
remolacha, obtenidos por método convencional acido y método enzimatico, utilizandose la
pectinasa Rohapect DAGL. Se realizo el estudio de cinética de disolucion en un equipo USP
tipo 2 a 50 rpm en un medio de buffer fosfato a pH 5,8 y se tomaron muestras a 5 tiempos
distintos (5, 15, 30, 45, 60 minutos). Los resultados obtenidos demuestran que todas las
pectinas obtenidas retardan la liberacion del paracetamol, pero aquellas obtenidas de pera y
coseta por el método convencional son quienes presentan un mayor efecto. En conclusion,
segun lo establecido por la USP 29, a los 15 min un comprimido de liberacion modificada
debe tener disuelto entre un 45-60% Yy a los 60 min debe tener un 85% disuelto, tomando
esto en cuenta solo los comprimidos fabricados con las pectinas obtenidas por el método

convencional cumplen con estos parametros.



ABSTRACT

The development of new matrices for drugs release is a nowadays an issue of great interest.
Pectins of natural origin polymers that have several applications in the pharmaceutical
industry as activities as detoxifying agent, food digestion rate regulators via component
immobilization in the intestine, blood cholesterol level regulators and controlled material
release, among others; one of their main characteristics is that they possess is the gel
forming capacity, this is why they are considered a potential candidate to reach this
purpose. In this work, it was compare the dilution kinetics of different 80 mg
acetaminophen tablets, which where manufactured with different pectins to 30% wi/w, from
pear and beet residuals, obtained by conventional and enzymatic methods. The study was
made in a type 2 USP equipment at 50 RPM in a pH 5, 8 phosphate buffer, at 5 different
time points (5, 15, 30, 45 and 60 minutes). The results obtained demonstrate that all pectins
delayed the acetaminophen release, being the pear and beet pectins obtained via the
conventional method of the higher effect. In conclusion, it is necessary to obtain pectins of

a higher degree of esterification to observe a higher effect on drug release.



1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Generalidades

En la ultima década, la agroindustria hortofruticola en Chile ha sido uno de los sectores
mas dindmicos de la economia nacional, vendiéndose (mercado interno y externo) cerca de
6.040 millones de dolares, representando esto alrededor de un 3% del PIB (Consejo

Nacional de Produccion Limpia, 2005).

En lo relativo a la generacion de residuos, este sector valoriza casi el 100% de los residuos
solidos organicos, 93,2% lo dispone como alimentacion animal, 3,6% como compostaje y
un 1,5% como mejorador de suelo. Si bien este tipo de residuos no representa un riesgo
para las personas, la disposicion inadecuada puede dar origen a la contaminacion del aire
(generacion de malos olores), del agua (subterranea y superficial) y del suelo (Manterola,
1999).

En nuestro pais, la valorizacion de residuos es un tema emergente, so6lo un pequefio nimero
de industrias dispone de estos materiales para la extraccion de aceites esenciales, pectinas,
flavonoides, entre otros, situacion gue otorga un valor adicional a un material considerado
de descarte. En este sentido, hoy en dia la obtencidn de sustancias a partir de estos residuos
se realiza convencionalmente empleando procedimientos quimicos los cuales son costosos
y contaminantes. Es por esto que contribuyendo directamente a los Acuerdos de Produccion
Limpia (APL) que Chile ha adquirido con la comunidad internacional, se ha considerado el
uso de enzimas en los procesos para el tratamiento de estos residuos, con esto se ve
favorecido la obtencion de un producto mas limpio el cual se podria considerar con

potencial uso farmacéutico.



1.2 SUSTANCIAS PECTICAS

1.2.1 Definicion y estructura de las sustancias pécticas.

Las sustancias pécticas son macromoléculas glicosidicas complejas de alto peso molecular,
acidas y cargadas negativamente, que estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal.
Estas moléculas constituyen los componentes mayoritarios de la laminilla media y la pared
celular primaria de las plantas superiores (Sainz, 2008; Caffall et al., 2009; Yapo, 2011)
(Figura 1-1) y se pueden clasificar en cuatro principales grupos segun la American
Chemical Society (Sainz, 2008):

e Acidos péctinicos: el término es usado para definir a los 4cidos poligalacturénicos
coloidales que contienen una proporcion considerable de grupos metil éster.

e Acidos pécticos: sustancias pécticas compuestas principalmente por &cido
poligalacturédnico coloidal y esencialmente libre de grupos metil éster.

e Pectina: designa a los acidos pécticos solubles en agua, con diferente contenido de
grupos metil éster y grado de neutralizacion, los cuales son capaces de formar geles
con azUcar y acido bajo condiciones favorables.

e Protopectina: sustancias insolubles en agua, las cuales se encuentran en las plantas

y, bajo hidrolisis restringida, producen acidos péctinicos.

Figura 1-1. Esquema de pared celular vegetal(Soriano, 2004).
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Estructuralmente, la molécula de pectina se divide en dos partes (Figura 1-2): la cadena
principal y las cadenas laterales. La cadena principal esta formada por unidades lineales de
acido D-galacturénico unidas mediante enlaces a-(1,4) (Nikolic™ et al., 2007; Sainz, 2008;
Zapata et al, 2009) interrumpidas por enlaces a-(1,2) de unidades de L-ramnosa. De esta
manera, la cadena principal estd formada por dos regiones (A) la region “lisa” u
homogalacturonano (HG) integrada por unidades lineales de acido D-galacturénico y (B)
La region “pilosa” o ramno-galacturonano esta formada por dimeros de D-galacturénico y
L-ramnosa. Las cadenas laterales estdn formadas por restos de azUcares neutros que se
encuentran unidos covalentemente al atomo de carbono 4 de las unidades de ramnosa

dentro de la region del ramno-galacturonano (Sainz, 2008).

|
Arabinan |

_________________

Rhamnogalacturano | (RGI)
Acido Galacturénico
Ramnosa
Galactosa
Arabinosa

Xilosa

Aplosa

Acido acerico
Fucosa

Acido Glucorénico
Metil ester

[o]

P C®©@0O0®OO0

Linear B(1-4) galactans
and arabincgalactans

Figura 1-2. Estructuras propuestas de pectina (Maxwell et al, 2011).
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1.2.2 Usosy aplicaciones de las sustancias pécticas en la industria farmacéutica

En la industria farmacéutica el uso de pectinas ha tendido a ampliarse cada vez mas.
Inicialmente era empleado principalmente como astringente en unguentos, agente natural
profilactico contra el envenenamiento con cationes toxicos, donde se demostro su eficacia
en la eliminacion de plomo y mercurio en el tracto gastrointestinal y érganos respiratorios;
agente de coagulacion de la sangre, acortando el tiempo de hemorragia o sangrado local y

generador de sensacion de saciedad, reduciendo el consumo de alimentos.

Por otra parte, en la ultima década, debido a la capacidad de formar hidrogeles las pectinas
se han utilizado en formulaciones de tabletas como agente aglutinante, adhesivo dental, y
matrices en la formulacion de comprimidos de liberacion controlada (Sriamornsak, 2003;
Beneke, 2009; Fishman, 2001; Awasthi, 2010; Chasquibol et al., 2008; Ahmed et al.,
2011). Cabe destacar que estas moléculas por su inocuidad pueden ser utilizadas en la
liberacion de farmacos por via oral, nasal (Morris et al., 2010 a; Liu et al., 2007) y vaginal
(Figura 1-3) (Morris et al., 2010 a).

c Estémago
Duodeno
Colon Transversal

Colon Intestino Delgado
| Ascendente

Colon
Descendente
Recto

Figura 1-3. Principales sitios de administracion de farmacos que contiene pectina. Se muestra
la cavidad nasal, la via vaginal y el tracto gastrointestinal (Morris et al., 2010 a).

Una caracteristica positiva e interesante de resaltar acerca de las pectinas es el hecho de que
al emplearse como vehiculo de farmacos provoca una disminucion en la toxicidad de estos

y prolonga su actividad sin la disminucion de su efecto terapéutico (Tabla 1-1). Esto ha
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llevado a que ultimamente se desarrollen microglébulos de pectina para su potencial uso en
quimioterapia de cancer localizado como sistema de liberacion de farmacos intravascular
biodegradable. Las sustancias pécticas probablemente también tengan un efecto favorable
homeostatico y antifribinolitico. Adicionalmente, en el sector de cosmética se utiliza la

propiedad tradicional de la pectina, que es la de formar geles y pastas (Sainz, 2008).

Tabla 1-1. Formulacion de liberacion controlada usando pectinas (Tabla modificada de
Sriamornsak, 2003)

Forma de dosis Tipo de pectina Aplicaciones

Agente aglutinante y liberacion retardada
Tableta Pectina pura y estandarizada del farmaco

Propiedades de liberacion sostenida en
Tableta Pectina-AM tabletas de compresion directa
Tableta Pectina-AM (pura y estandarizada) Sistema de matriz hidrogel

Compresion directa de la mezcla de
Tableta Pectina-AM pectina-AM y HPMC

Sistema de liberacion sostenida usando
Perlas de gel Pectina-BM (amidada) pectinato de calcio

Microesferas de pectina preparadas por
Microesferas Pectina-BM técnica de emulsificacion
Tableta Pectinato de calcio Compresion del pectinato de calcio

Compresion directa de solo pectina-AM o
Tableta Pectina-AM y Pectina-BM pectina-BM

Pectina-AM= pectina de alto metoxilo; Pectina-BM= pectina de bajo metoxilo; HPMC= hidroxipropil metilcelulosa

En lo que respecta de la calidad de las pectinas, dos son los criterios empleados para
verificar la pureza, (1) el porcentaje de &cido galacturénico (AGA) y (2) el porcentaje de
cenizas (Chasquibol et al., 2008). El acido galacturdnico presente en las frutas se encuentra
variablemente esterificado por metanol. Este metanol puede perderse con relativa facilidad
por hidrolisis acida o enzimatica, dejando el grupo acido libre. En funcion del porcentaje de
restos de acido galacturdnico esterificado las pectinas se clasifican como de alto metoxilo
cuando este porcentaje es superior al 50% y de bajo metoxilo cuando es inferior
(Chasquibol et al., 2008).

Las pectina de alto metoxilo forman geles a pH menor de 4.0 (Morris et al., 2010 a). Estas

caracteristicas se alcanzan usualmente con un contenido de solidos solubles entre 55 y 85%,
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de los cuales el 60% debe ser sacarosa. En estas condiciones se logra que los grupos
carboxilo de la pectina no se disocien y se reduzcan las interacciones por repulsion de
cargas, ademas se minimizan las interacciones pectina solvente y se favorece la formacion
de puentes de hidrogeno entre la sacarosa y la pectina (Lajolo et al., 2006; Urias et al.,
2010; Yapo et al., 2007). Los geles de pectinas de alto metoxilo son estabilizados por
enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas débiles individuales (Chasquibol et al.,
2008).

Mientras, las pectinas de bajo metoxilo forman redes de geles estabilizados
electroestaticamente con o sin azlcar y con cationes metalicos divalentes, usualmente
calcio (Ca*?) en lo que es conocido como modelo de “la caja de huevo” (Figura 1-4). Este
modelo es formado en un proceso de dos pasos, una dimerizacién seguida por una
agregacion de “cajas de huevo” preformadas (Morris et al., 2010 a); la formacion de geles
con estas pectinas se puede alcanzar en sistemas cuyo pH se encuentre en un rango entre
1,0 y 7,0; sin que se requiera la presencia de sacarosa y el rango de sélidos solubles puede
estar entre 0 y 80%. EIl nivel de calcio requerido depende del porcentaje de grupos
carboxilo disponible (Levigne et al., 2002; Urias et al., 2010; Kubo et al., 2004; Yapo et
al., 2007).

Figura 1-4. Representacion esquematica de la “caja de huevo” de las pectinas de bajo
metoxilo (Sriamornask, 2003).

El gel de pectina se forma cuando las porciones de homogalacturonano (HG) estan unidas
entrecruzadas formando una red cristalina tridimensional en donde el agua y los solutos

quedan atrapados. Son varios los factores que determinan las propiedades gelificantes de
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las sustancias pécticas entre los que se incluyen la temperatura, el tipo de pectina, el grado
de esterificacion con metanol, el grado de acetilacion, el pH, los azucares, el calcio y otros
solutos (Sainz, 2008).

Mientras que las caracteristicas quimicas de las pectinas que influyen en la fuerza del gel
son el grado de esterificacion y el peso molecular; por lo tanto, el grado de esterificacion es
un factor clave para determinar la conformacién y las propiedades reoldgicas de las
pectinas. A mayor grado de esterificacion mayor seran las interacciones hidrofobicas, por lo
que el gel sera mas fuerte. Un alto grado de esterificacion conlleva mayor temperatura de
gelificacién. Cuanto mas alto es el peso molecular mayor la viscosidad de la pectina, por
consiguiente mayor su grado de esterificacion (Chasquibol et al., 2008).

1.3 FORMAS FARMACEUTICAS.

En nuestro pais segin el Reglamento Nacional de Control de Productos Farmacéuticos
(MINSAL, 2005) se define a la forma farmacéutica o cosmética como la forma o estado
fisico en el cual se presenta un producto para facilitar su fraccionamiento, dosificacion y
administracion o empleo. Para que el principio activo pueda ser administrado y absorbido
debe estar contenido en una formulacién o forma farmacéutica, que de acuerdo a su aspecto

fisico puede ser s6lida, semisdlida, liquida o gaseosa (Tabla 1-2).

Tabla 1-2. Formas de presentacion de los farmacos (Silva, 2011)

Forma Estériles No Estériles

farmaceéutica

Soélida Polvo estéril para inyeccién, Comprimidos, polvos capsulas,
liofilizados granulados

Liquida Soluciones parenterales, emulsiones Soluciones, jarabe, elixir,
parenterales y soluciones oftadlmicas  emulsiones, suspensiones.

Semisélida Unguentos oftalmicos Cremas, unglentos, pomadas,

geles
Gaseosa Aerosoles
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Las formas farmacéuticas a su vez pueden ser aplicadas por diversas vias o rutas de
administracion (Tabla 1-3) dependiendo si es para un efecto local (en el sitio de aplicacion)

0 para un efecto sistémico (en un sitio diferente al sitio de aplicacion) (Silva, 2011).

La via mas popular para la administracion de medicamentos segun el personal médico y
los pacientes es a través de la boca y el tracto digestivo: la via oral (Morris et al., 2010 b;
Villanova et al., 2011). El principal sitio de absorcion del farmaco por esta viaes el
intestino delgado el cual ofrece una superficie de epitelio de 100 m? aproximadamente. Si
el farmaco es poco soluble, o esta en la forma de liberacion controlada, una absorcion
significativa del farmaco también puede ocurriren el intestino grueso. Esta via de
ingreso es de particular interés ya que la administracion de farmacos por ella es menos
invasiva, es mas comoda, hay mayor cumplimiento y el riesgo de infeccion es reducido en
comparacion con las inyecciones subcutaneas. Sin embargo, hay desventajas asociadas a
esta via de administracion como son baja biodisponibilidad debido a un relativamente bajo
paso de agentes activos a través del epitelio de la mucosa, protedlisis enzimatica y
degradacion acida en el estbmago de los farmacos administradas por esta via (Morris et al.,
2010 a).

Tabla 1-3. Clasificacién de vias de administracion de farmacos (Silva, 2011)

Externa o topica Interna Percutanea
Piel Entérica (a través del tubo digestivo) A través de la piel
Mucosas - oral o bucal, para ejercer su
- fosas nasales, - sublingual, accion en otro sitio
- uretra, - rectal
- vagina, Parental (por inyecciones)
- conjuntiva ocular - intradermica,
Oido - subcutanea,
Orofaringe - intramuscular,
- endovenosa,
- intraarterial,
- intratecal,
- otras
Inhalatoria
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El proceso de liberacion de los principios activos desde las formas de dosificacion
constituye un factor limitante de la absorcion de aquellos medicamentos que se administran
por via extravascular. En el caso de las formulaciones orales, la liberacidon es un proceso
previo a la absorcion gastrointestinal y puede modificar su biodisponibilidad, tanto en
magnitud como en velocidad y, en consecuencia, condicionar la intensidad y duracion del

efecto terapéutico (Dominguez-Gil y Suérez., 2000).

Para toda sustancia farmacologicamente activa existen dos concentraciones limites que
deben estar perfectamente determinadas y que dependen de la propia naturaleza del
farmaco y de sus interacciones con el organismo. Estas son: la concentraciéon minima
efectiva, por debajo de la cual las dosis administradas no tiene valor terapeutico y el
farmaco resulta totalmente ineficaz, y la concentracion minima tdxica, por encima de la
cual el farmaco origina la aparicion de efectos secundarios, resultando tdxico para el

organismo (Escobar et al., 2002).

La dosificacion de un determinado farmaco (Figura 1-5) debe estar siempre entre estos

dos limites, de tal manera que se define el indice terapéutico, IT, como la relacion entre la

concentracion minima toxica y la concentracion minima efectiva (Escobar et al., 2002):
Concentracion minima toxica

IT = , . -
Concentracion minima efectiva

Cuanto mas alto sea el valor del indice terapéutico mayor sera la tolerancia y las

posibilidades de dosificacion de un farmaco (Escobar et al., 2002).
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Nivel minimo téxico

Nivel minimo Efectivo \

Tiempo

Nivel de farmaco

Dosis

Figura 1-5. Perfil de liberacion controlada de farmacos (Escobar et al., 2002).

1.3.1 TIPOS DE FORMAS FARMACEUTICAS.

Las formas farmacéuticas, de acuerdo a la Real Farmacopea Espafiola (2003), se dividen
en: de liberacién convencional y de liberacion modificada (Tabla 1-4), ésta Gltima, ademas,
incluye las formas farmacéuticas de sistemas de liberacidn acelerada, diferida, prolongada,

sistemas flotantes y bioadhesivos (Silva, 2011).

La definicion que la Real Farmacopea Espafiola (2003) da para la forma farmacéutica de
liberacion convencional es “preparaciones en las que la liberacion de la sustancia o
sustancias activas no esta deliberadamente modificada por un disefio de formulacién
particular ni por un método de fabricacion especial ” Mientras que la forma farmacéutica
de liberacion modificada se define como la “preparaciones en las que la velocidad y el
lugar de liberacion de la sustancia o sustancias activas es diferente del de la forma
farmacéutica de liberacion convencional administrada por la misma via. Esta modificacion
deliberada se consigue por una formulacion particular o por un método de fabricacién

especial. ”.

La importancia de la forma farmacéutica reside en que determina la eficacia del
medicamento, ya sea liberando el principio activo de manera lenta, o en el lugar de mayor
eficiencia, evita dafios al paciente por interaccion quimica, solubiliza sustancias insolubles,

mejora sabores y/o mejora el aspecto (Silva, 2011).
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Tabla 1-4. Formas farmacéuticas de liberacion modificada (CHUS, 2002)

Formas farmacéuticas de Caracteristicas principales
liberacion modificada
Sistemas de liberacion acelerada - Disolucién rapida del farmaco sin necesidad de

administracién de liquidos.
- No se prolonga el efecto terapéutico.
Sistemas de liberacion diferida - Retardadas: disefiadas para salvar el pH
gastrico o para evitar gastrolesividad del
farmaco. No prolongan el efecto terapéutico.

- Pulsétil: liberacion secuencial del
medicamento.

Sistemas de liberacion prolongada - Disefiados para prolongar la concentracion
plasmatica del farmaco o para mejorar las
caracteristicas farmacocinéticas del
medicamento.

Sistemas flotantes y bioadhesivos - Disefiados para prolongar el efecto terapéutico.

1.3.2 FORMA FARMACEUTICA LIBERACION MODIFICADA.

La formulacion de una forma farmacéutica de liberacion modificada del tipo prolongada
(Figura 1-6) resulta muy apropiada para muchos farmacos, ya que permite mejorar el
perfil terapéutico de numerosos medicamentos. Sin embargo, no todo principio activo es
apropiado para su incorporacion en este tipo de forma farmacéutica. Por ejemplo, un
principio activo que tiene un estrecho rango terapéutico o una vida media larga, se emplea
con medicamentos que tienen una vida media corta y que necesitan ser administrados

repetidamente en el dia y en la noche (Dominguez-Gil y Suarez, 2000).

Los comprimidos de que poseen este tipo de liberacion pueden ser de tipo recubierto o no,
son preparados con excipientes especiales, o por procedimientos particulares o por ambos
medios simultdneamente, con el fin de que se modifique la velocidad, el lugar o el
momento de liberacion de él o los principios activos (Real Farmacopea Espafiola, 2003;
Silva, 2011).

Algunos tratados de tecnologia farmacéutica realizan una sencilla clasificacion sencilla,
atendiendo que considera tanto los mecanismos que afectan el proceso como la liberacion,

como también a determinados aspectos de la fisiologia del aparato digestivo. En otros casos
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se utiliza una clasificacion que se basa exclusivamente en el mecanismo de liberacion como
tal (Lastre, 2002; Silva, 2011):

- Sistemas de disolucion y/o dispersion rapida.
- Sistemas de liberacion con transito gastrointestinal normal.

- Sistemas de liberacion con transito gastrointestinal retardado.

Sistemas de liberacion tiempo-dependiente.

Posibilidad de
efectos secundarios A: Forma convencicnal

A
ANN:
™ -
B. Accion retardada
E 2
WBN\ ]— Concentracion eficaz
C: Accion repetida

c \ | Débil o nula respuesta D: Accidn prolongada
farmacologica E: Accién sostenida

Tiempo

Concentracion de farmaco en sangre

Figura 1-6. Perfiles de concentracion plasmética de una forma farmacéutica de liberacion
controlada y de una forma farmacéutica de liberacion modificada (Silva, 2011)

Los objetivos clinicos de las formas farmacéuticas de liberacion modificada del tipo

prolongada (Dominguez-Gil y Suérez, 2000; Escobar et al., 2002) se pueden desglosar en:

e Aumentar el intervalo de dosificacion con el fin de evitar problemas de

incumplimiento de prescripcion médica.

¢ Reducir las fluctuaciones de concentraciones séricas de los farmacos con el objetivo
de disminuir efectos adversos y/o mejorar efectividad terapéutica, asi también se
puede disminuir el nimero de dosis, ya que la administracion se hace en intervalos

mas largos.

e Controlar el lugar de liberacion del farmaco para incrementar su efectividad

terapéutica.

e Ademas, tanto para el paciente como para la industria farmacéutica es mas

econdmica.
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Para la formulacién de una forma farmacéutica de accién prolongada es importante que el
proceso de liberacion in vivo sea predecible. Para esto se deben conocer los mecanismos
implicados, los que se clasifican en: sistemas controlados por disolucion, difusion,
erosionables con difusion-disolucién y controlados osmoticamente (Dominguez-Gil y
Suarez, 2000). EI sistema controlado por disolucion-difusién o también llamado sistema
matricial se caracteriza principalmente por utilizar una barrera para controlar el proceso de
difusion. Actualmente, este tipo de sistema es considerado la forma mas facil y menos

costosa de controlar esta liberacion (Costa et al., 2004).

1.3.3 FORMA FARMACEUTICA LIBERACION CONTROLADA.

En la tecnologia de la liberacion controlada lo mas importante es crear un medio en el cual
se obtenga una respuesta 6ptima, con efectos secundarios minimos y una eficacia

prolongada en el organismo (Escobar et al., 2002).

La seleccion de farmacos candidatos para ser incorporados a formulaciones orales de
liberacion controlada debe estar basada en criterios fisicoquimicos, biofarmacéuticos,
famacocinéticos y clinicos. Las caracteristicas ideales que deben presentar son: semivida de
eliminacién corta, buena absorcion gastrointestinal con escaso efecto de «primer-paso»,
baja dosificacion por alta actividad intrinseca y riesgo de toxicidad asociado a frecuentes

oscilaciones de las concentraciones séricas (Dominguez-Gil y Suarez, 2000; Silva, 2011).

Para farmacos con una semivida de eliminacion (ti2) inferior a 8 horas, las formulaciones
de liberacion controlada permiten reducir la frecuencia de la administracién y mantienen
relativamente constantes las concentraciones séricas. Para farmacos con margen terapéutico
estrecho, las formulaciones de liberacion controlada permiten incrementar la eficacia y

reducir las reacciones adversas (Dominguez-Gil y Suarez, 2000).
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1.3.4 MECANISMOS DE LIBERACION CONTROLADA.

Existen varios mecanismos por los cuales pueden liberarse diferentes principios activos a
partir de matrices poliméricas. Uno de ellos es sin duda la difusion, la cual ocurre cuando
un agente activo atraviesa el polimero que forma el dispositivo de liberacion (Escobar,
2002; Silva, 2011).

En la Figura 1-7, se han mezclado los mondmeros y el agente activo formando un sistema
homogéneo. La liberacidn del agente activo se produce por simple difusion a través de la
matriz polimérica hinchada y hacia un ambiente externo. Si el proceso de liberacion es
continuo, la cantidad de farmaco dentro de la matriz polimérica normalmente disminuye en
el tiempo (Escobar, 2002).

Figura 1-7. Representacion esquematica de un sistema de liberacidon controlada de farmaco en
el tiempo (Escobar, 2002).

Los sistemas de liberacion controlados estan inicialmente secos y cuando se introduce en el
cuerpo humano, absorbera agua u otros fluidos del cuerpo hasta hincharse. El hinchamiento
aumenta el volumen acuoso dentro del hidrogel asi como su tamafio tridimensional
permitiéndole al farmaco difundir a través de la red hinchando al medio externo (Escobar,
2002; Silva, 2011).
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1.3.5 Sistemas de liberacion por via oral.

Entre las primeras aplicaciones de los sistemas de liberacion controlada de farmacos por
encapsulacion estan los medicamentos suministrados por via oral. Una vez mas, para este
tipo de sistema, la liberacion esta intimamente relacionada con el hinchamiento de los
sistemas poliméricos. Un gran numero de los polimeros sensibles al pH se hinchan a altos
valores de pH y se deshinchan a valores bajos de pH, ademas que estos sistemas tienen la
caracteristica de proteger el farmaco de la accidn de las enzimas y fluidos gastricos que son
muy acidos (pH = 1) y bésicos en el intestino (pH = 8,5). Ademas muchos dispositivos
orales son disefiados para que se desintegren y se disuelvan después de pasar por el
intestino. Son muchas las variables que afectan la proporcion del farmaco liberado, tales
como, el tamafio de la tableta y la concentracion del farmaco, el tamafio de poro de la
matriz inerte y la solubilidad intrinseca del fa&rmaco en medio acuoso (Escobar, 2002; Silva,
2011).

1.4 COMPRIMIDOS MATRICIALES.

Los sistemas matriciales pueden ser considerados actualmente como una de las formas méas
faciles y menos costosas de controlar la liberacion de los principios activos (Costa et al.,
2003). Este tipo de comprimidos o sistemas son en los que el principio activo se encuentra
repartido en una matriz, generalmente de tipo polimérica (Sufie, 2002), que retardan y
regulan la liberacion del principio activo, mediante un proceso que sigue las leyes de
difusion. Los tipos de mecanismos que gobiernan la liberacion de los principios activos en

los sistemas matriciales son (Sufie, 2002; Silva, 2011):

A. Tipo | o Fickniano: Se encuentra en las matrices inertes en las que el farmaco
hidrosoluble esta disperso en una matriz insoluble. La velocidad de liberacion
disminuye en funcion del tiempo, debido a que la longitud del trayecto de difusion
para las moléculas de principio activo aumenta a medida que el frente del disolvente

avanza hacia el centro del comprimido o matriz. La cantidad de farmaco disuelta es
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proporcional a la raiz cuadrada del tiempo transcurrido hasta alcanzar una liberacion
de aproximadamente el 60% de la dosis vehiculizada.

Tipo Il: Este mecanismo se presenta cuando la liberacion del principio activo es
controlada por el hinchamiento de la matriz o comprimido matricial.

Difusion anémala o No Fickniano: En este caso la liberacion del principio activo
depende simultaneamente de los fendmenos de hinchamiento y de difusion de la
matriz.

Tipo Supra Il: ElI comprimido presenta, en el medio de disolucidn, una capa
superficial totalmente hidratada que sufre erosion continua durante el proceso de
liberacion. En algunos casos, la liberacion de farmaco se acerca a orden cero si la
velocidad de avance del frente del medio de disolucion hacia el interior del
comprimido y la velocidad de erosion (o de disolucion, si el polimero es

hidrosoluble) se compensan.

Segun las caracteristicas que gobiernen la liberacion, se pueden distinguir tres tipos de
matrices (Costa et al., 2003; Silva, 2011; Sufie, 2002):

1.4.1 Matrices inertes, plasticas o insolubles

Denominadas comunmente matrices plasticas o insolubles, forman una red sélida porosa

compuesta de sustancias no tdxicas, no digeribles e insolubles en el tracto gastrointestinal.

Ellas se eliminan en forma intacta junto con las heces. EI nimero de excipientes que

pueden utilizarse para obtener este tipo de matrices es amplio gracias al desarrollo de la

quimica moderna. Estos deben cumplir varias exigencias:

La formacidn de una red porosa no desintegrable después de la compresién.
Insolubilidad en los fluidos del tracto gastrointestinal.
Compatibilidad con farmacos y otros componentes.

No toxicos.

El proceso de liberacion de farmaco ocurre por difusion a través de los poros de la matriz y

depende de la concentracion del farmaco, su solubilidad, los aditivos y la naturaleza de los

liquidos de la granulacion. Otros factores que podrian modificar la liberacidn del principio
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activo son: el tamafio de particula del excipiente, la forma y area superficial del sistema
matricial, la presion de compresion (Costa et al., 2003; Silva, 2011).

Este tipo de matrices es de gran utilidad ya que la influencia de las condiciones del medio
(pH, concentracion ionica, actividad enzimatica o motilidad gastrointestinal) son minimas o
nulas, con excepcién de aquellos fArmacos cuya solubilidad depende fuertemente de las
variaciones del pH. Por esta razdn, este tipo de matriz se usa esencialmente para las

moléculas relativamente solubles (Costa et al., 2003; Silva, 2011) (Figura 1-8).

Matnz + Farmaco _ . .
Polimero Matriz vacia

|

Liberacion
Difusion

Farmaco

Figura 1-8. Representacion esquematica del proceso de difusion de un farmaco desde una
matriz inerte (Costa et al., 2003; Silva, 2011).

1.4.2 Matrices hidrofilicas

Estas son obtenidas por la compresion de una mezcla que contiene un principio activo
relativamente soluble y un polimero no digerible que actia como un agente gelificante. Este
polimero se hidrata e hincha cuando entra en contacto con los liquidos digestivos. De esta
manera hay formacion de una capa gelificada, cuyo espesor aumentara con el tiempo. El
farmaco tiene que difundir progresivamente a través de esta capa gelificada. La liberacion
del principio activo puede describirse en cuatro pasos no consecutivos:

- La penetracion del liquido del medio de disolucién o del tracto gastrointestinal en el
comprimido junto con la disolucion simultanea de una cantidad pequefia de farmaco
que se encuentra en la superficie externa de la forma farmacéutica.

- Hinchamiento del polimero hidrofilo por adsorcion de agua y formacion de una

barrera gelificada.
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- Penetracion de los liquidos circundantes en la profundidad de los comprimidos por
difusion a través de la capa de gel y disolucion del farmaco.

- Difusion del farmaco disuelto a través de la barrera gelificada.

En las matrices hidrofilicas, es posible modificar el ambiente de disolucion de farmaco para
controlar la velocidad de liberacion creando un “micro-pH” en la matriz con el uso de
sustancias apropiadas para estos fines (Costa et al., 2003; Sufie, 2002; Silva, 2011) (Figura
1-9).

Polimero hidrofilico

Matriz + Farmaco

—_—

Liberacion

Difusién

Farmaco

Figura 1-9. Representacion esquematica del proceso de liberacién de un farmaco desde una
matriz hidrofilica (Costa et al., 2003).

1.4.3 Matrices lipidicas

Son a menudo llamadas “matrices insolubles” o “matrices céreas” a causa de su apariencia,
o “matrices erosionables”. El principio activo se suspende en un excipiente lipidico, en el
que queda aprisionado o “incrustado”. Los excipientes estan constituidos por glicéridos,
principalmente saturados (mono-, di- y triglicéridos), acidos y alcoholes grasos, ésteres de
acidos grasos y de alcoholes de bajo peso molecular y por ceras, constituidas
principalmente por ésteres de alcoholes y de &cidos grasos superiores. Estos excipientes,
generalmente de origen natural, son bien tolerados fisiolégicamente.

Los farmacos incorporados son generalmente lipofilicos, que se disuelven o quedan

parcialmente en suspension (Silva, 2011; Costa et al., 2003) (Figura 1-10).
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v
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Figura 1-10. Representacion esquematica del proceso de erosion desde una matriz lipidica
(Costa et al., 2003)

1.4.4 Fabricacion de comprimidos.

Los comprimidos se consideran que son la forma mé&s deseable de dosificacion en la
administracion de farmacos, ya que es preferido tanto por los pacientes como por la
industria. Los comprimidos consisten en la mezcla de componentes en polvo los cuales

contribuyen en las propiedades finales del producto (Villanova et al., 2011).

La produccién de comprimidos, especialmente comprimidos hechos por compresion
directa, es simple y los procesos de la produccion involucran bajos costos, lo cual es
atractivo para los laboratorios farmacéuticos. El término “compresion directa” (CD) es
usado para definir el proceso por el cual se comprimen de forma directa los comprimidos a
partir de la mezcla en polvo de los ingredientes activos y los excipientes adecuados. No
existe un pre-tratamiento de la mezcla de polvos por granulacion himeda o seca es
necesario. Es asi como la compresion directa ocurre a través de tres pasos para producir la
forma de dosificacion final: la mezcla de polvo, lubricacion y compresion (Villanova et al.,
2011).

Al realizar la compresién cuando se alcanza una cierta presion, el reordenamiento de las
particulas cesard debido al reducido espacio y el aumento de la friccién entre estas. La
reduccion del volumen adicional a continuacion se llevard a cabo por cambios en las
dimensiones de las particulas. Estas pueden fracturarse en particulas méas pequefias y

discretas o fragmentos, o las particulas originales pueden someterse a cualquiera de los
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cambios temporales (es decir, la deformacidn elastica) o permanente (es decir, deformacion
plastica) en la forma como se aumenta la presion (Salbu, 2011).

La compresion directa es un proceso mas economico, reduce el tiempo de ciclo en los
productos, y es mas simple en téerminos de requerimientos de GMP. Debido a que con un
menor numero de pasos, sin agua y temperatura, la estabilidad del producto final puede ser
aumentada y, finalmente, la compresion directa es amigable con el ambiente (Villanova et
al., 2011).

La mayoria de las formulaciones de comprimidos orales representan las llamadas formas
farmacéuticas de liberacion inmediata. Las formas de dosificacion convencional contienen
principios activos con vidas medias de eliminacion cortas por lo que deben administrarse
numerosas veces al dia de forma de mantener un nivel plasmatico efectivo de la droga, lo
cual representa un inconveniente mayor en términos de cumplimiento por parte del
paciente. Los excipientes para la compresion directa deben tener las propiedades fisicas
adecuadas para el proceso de compresion. La fluidez es necesaria para asegurar la
homogeneidad y el llenado uniforme de los comprimidos. Otro parametro importante en la
produccién incluye la alta capacidad de compresion y la consolidacion del polvo. Por otra
parte, el comprimido debe mantenerse en la misma forma una vez que la fuerza de
compresion ha sido removida. Un excipiente de compresion directa debe tener un potencial
de dilucion alto, para que la forma final tenga el menor peso posible (Villanova et al.,
2011).

1.45 Sistemas de liberacion controlada y pectinas.

Actualmente la mayoria de las formas farmacéuticas existentes en el mercado son
elaboradas a base de polimeros sintéticos y en mucha menor escala se utilizan los polimeros
de origen natural, conocidos como biopolimeros, estos son compuestos que son facilmente
degradables por la microflora presente en el colon que tiene como caracteristica el proteger
al material bioactivo de las condiciones adversas del tracto gastrointestinal superior (Liu et
al., 2003).
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Entre los polisacaridos utilizados en la actualidad encontramos (Beneke et al., 2009; Salbu
et al., 2010): celulosa, hemicelulosa, inulina, carragenanos, alginatos, quitosano, gomas,

mucilagos y siendo las de interés para este tema de tesis las pectinas.

La pectina se ha investigado, que se mantiene intacta en el tracto gastrointestinal superior y
es degradada por la micro flora del colon (Liu et al., 2003; Murata et al., 2004) y no son
digeridas por las enzimas géastricas o intestinales y se solubilizan en el fluido acuoso del
tracto gastrointestinal (Awasthi, 2010), por lo que ha sido estudiada como un excipiente en
muchos tipos de formas de dosificacion tales como: pelicula de revestimiento de farmacos
cuando se mezcla con celulosa de etilo, sistemas de micro particulas en preparaciones
oftdlmicas y como matriz en los parches transdérmicos y tiene un alto potencial como
material hidréfilo polimérico para sistemas de liberacion de farmacos (Beneke et al., 2009).
Todos estos estudios han sido en base al uso de pectinas de origen citrica, sin embargo se

han propuesto el utilizar pectinas provenientes de nuevas fuentes

Las sales de calcio de las pectinas tienen solubilidad reducida y las matrices de tabletas
preparadas con pectinato de calcio muestran un muy buen potencial para ser usadas en

drogas con sistemas de liberacién en el colon.

Las pectinas son adecuadas excipientes para formas farmacéuticas tales como suspensiones,

microesferas y matriz para tabletas (Awasthi, 2010).

En la actualidad existen en el mercado numerosos productos formulados para
administracion oral y parenteral que entregan el principio activo en forma controlada. Sin
embargo, muchos de estos preparados emplean tecnologias muy sofisticadas en su
elaboracion, dificilmente alcanzables en paises en desarrollo y con mercados reducidos. Por
este motivo, es interesante el desarrollo de este tipo de formulaciones en forma de matrices,
que llevan el farmaco uniformemente disperso y desde donde se libera principalmente por
mecanismos difusionales y cuya gran ventaja es que el producto farmacéutico se puede

obtener mediante tecnologias convencionales (Costa et al., 2003).
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La aplicacion de sistemas poliméricos de dosificacion controlada ofrece una atractiva
alternativa para conseguir niveles constantes de farmaco en el organismo (Escobar et al.,
2002).

Dado que los polisacaridos cumplen con muchos de los requisitos que se esperan para los
excipientes farmacéuticos tales como la no-toxicidad, estabilidad, disponibilidad
y capacidad de renovacion, es que son ampliamente investigados para su usoen el
desarrollo de formas solidas de dosificacion oral. Ademas, los polisacaridos con diferentes
propiedades fisicoquimicas pueden ser extraidos de las plantas a costo relativamente bajo y
pueden ser adaptados quimicamente de forma de adaptarse a las necesidades especificas.
Como un ejemplo, muchos vegetales ricos en polisacaridos se utilizan con éxito como

formadores de matriz en formas de liberacion controlada (Beneke et al., 2009).

Los biopolimeros han sido ampliamente estudiados en aplicaciones farmacéuticas para
modificar la liberacion de principios activos. EI empleo de estas sustancias en el control de
la liberacion busca la dosificacion del farmaco a través de la matriz polimérica en flujos
dentro de su ventana terapéutica, esto conlleva a la reduccién de efectos adversos por
fluctuacion en las concentraciones plasmaticas del farmaco y la disminucion del nimero de

dosis necesarias del medicamento (Rojas et al.,2008).

Entre los polimeros de origen natural utilizados para formular sistemas de liberacion de
farmacos se encuentra el colageno, la albumina o el quitosano, entre otros mencionados
anteriormente. En cambio en los polimeros sintéticos de pueden distinguir dos grupos, los
que son de tipo biodegradables como son los &cidos polilactico y poliglicélico, y los que

son polimeros no biodegradables como son los &cidos poliacrilicos (Espinoza, 2008).

Para medir la efectividad de la liberacion de un principio activo en una matriz polimérica se
puede realizar evaluando la disolucion del principio activo en medio acuoso. Entre los
métodos mas utilizados experimentalmente se encuentran: el aparato 1, conocido como
“método de canastillo” y el aparato 2 (Figura 1-11), conocido como “método de paleta”,
ambos se realizan bajos condiciones fisioldgicas, de forma que se puedan interpretar los

datos para obtener un rendimiento en relacion al proceso in vivo. La eleccion del tipo de
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equipo depende de la especificacion que indique la monografia de disolucion descrita en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) (Girard, 2009).

A% B@

r—Puale de

| mesires
+
o

[~—=Punto ¢»
muestreo

Figura 1-11. Equipo de disolucién. A) Método de canastillo, B) Método de paleta.

1.5 METODOS DE EXTRACCION DE PECTINAS.

Existen diferentes técnicas para la extraccion de pectina a partir de tejidos vegetales
(Figura 1-12), las cuales utilizan procedimientos fisicoquimicos, microbiolégicos o
enzimaticos. Sin embargo, los procedimientos fisicoquimicos, si bien son los méas utilizados
a nivel industrial, tienen las desventajas que conlleva el manejo, tanto de acidos fuertes
como de altas temperaturas, sin mencionar sus altos requerimientos energéticos y los
problemas de contaminacion ambiental que generan. Desde hace algunos afios nuestro pais
ha estado contribuyendo directamente a los Acuerdos de Produccién Limpia (APL), por lo
qgue se ha informado sobre diversos trabajos relacionados con el uso de las técnicas
microbioldgicas y enzimaticas; sin embargo, son escasos los estudios que relacionan dichos
procesos con la optimizacion de las condiciones de operacion (Zapata et al, 2008). Tanto la
hidrolisis quimica y enzimatica facilmente descompone los polisacaridos pécticos en

fragmentos individuales (Novosel skaya et al., 2000).
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Figura 1-12. Resumen de extraccién método convencional y método enzimatico.

1.5.1 Método Convencional

Es el método de hidrdlisis acida y posterior precipitacion con etanol, es el método
convencional para extraccion de pectinas comerciales (citricos y manzanas). Este proceso
se lleva a cabo bajo influencia de diferentes factores, principalmente: temperatura (80-
95°C), pH (1,5 y 3,0) y tiempo (20 y 120 minutos); en el que la pectina se extrae por medio
de agua caliente acidulada en un medio de pH bajo (1,5 y 3,0). Para hacer mas eficiente el
proceso de extraccion primero que todo se deben inactivar las enzimas pécticas, poniendo
la materia prima en agua y calentando a ebullicion para eliminar posibles contaminantes
(Fredes C. et al., 2009; Mollea C. et al., 2008; Rovaris et al., 2007; Yapo et al., 2007).

1.5.2 Método Enzimético

La hidrdlisis enzimatica de la pectina es una mejor técnica de hidrdlisis de este polimero sin
degradacion. Sin embargo, este procedimiento necesita diferentes tipos de pectinasas para
realizar la degradacion de la pectina (Garna et al., 2006).

Los procedimientos enzimaticos para la extraccion de pectina utilizan aquellas enzimas, de
origen microbiano, que tienen la capacidad de solubilizar pectina a partir de sustancias

pécticas (Yapo, 2009). La clasificacion de estas enzimas esta basada en el ataque sobre la
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estructura en la cual actlen. Basicamente existen tres tipos de enzimas las que se muestran
en la Tabla 1-5 y Tabla 1-6:

Tabla 1-5. Clasificacion de las enzimas pécticas que actlan sobre pectinas o &cidos
pécticos (Pagan, 1999).

Nombre recomendado por la EC Nombre habitual N° EC Sustrato Enlace

Enzimas desesterificantes Afectado

Polimetilgalacturonato esterasa (PMGE) Pectina esterasa 3.1.1.11  Pectina al azar

Enzimas despolimerizantes

Hidrolasas

Endopoligalacturonasa (Endo-PG) Poligalacturonasa  3.2.1.15 Pectato al azar

Exopoligalacturonasa 1 (Exo-PG1) Poligalacturonasa  3.2.1.67  Pectato Gltimo cadena
penultimo

Exopoligalacturonasa 2 (Exo-PG2) Pofigalacturonasa 3.2.1.82  Pectato cadena

Endopolimetilgalacturonasa (Endo-PMG) Pectina hidrolasa Pectina al azar

exopolimetilgalacturonasa (Exo-PMG) Pectina hidrolasa Pectina Gltimo cadena

Liasas

Endopoligalacturonato liasa (Endo-pGL) Pectato liasa 4222 Pectato al azar
penultimo

Exopoligalacturonato liasa (Exo-PGL) Pectato liasa 4229 Pectato cadena

Endopolimetilgalacturonato liasa (Endo-

PMGL) Pectina liasa 4.2.2.10 Pectato al azar

Exopoliemetilgalacturonato liasa (Exo-

PMGL) Pectina liasa Pectina Gltimo cadena

Tabla 1-6. Pectinasas y su accién sobre homogalacturano y rhamnogalacturano (Duvetter
et al., 2009).

Enzima Sustrato Mecanismo
Homogalacturano

Pectinmetilesterasa Pectina Hidrdlisis
Poligalactoronasa (PG)

Endo-PG Acido péctico Hidrdlisis
Exp-PG Acido péctico Hidrdlisis
Pectinliasa Pectina B-eliminacion
Pectatoliasa (PL)

Endo-PL Acido péctico B-eliminacion
Exo-PL Acido péctico B-eliminacion
Rhamnogalacturano

Rhamnogalacturonasa Pectina Hidrolisis
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Rhamnogalaturona acetil esterasa Pectina Hidrolisis

Enzimas desesterificantes (pectinestearasas) que catalizan la desesterificacion de los
grupos metoxilos de la pectina formando acido péctico. Estas enzimas son producidas
por hongos, bacterias, levaduras y plantas superiores (Sainz, 2008).

Enzimas despolimerizantes (pectinasas: hidrolasas y liasas) que rompen cualquiera de
los enlaces a-(1,4)-glicosidico entre los mondmeros de acido galacturonico de las
sustancias pécticas por hidrolisis (hidrolasas) o por PB-eliminacion (liasas). Las
hidrolasas han sido divididas en cuatro grupos: aquellas que prefieren al pectato fueron
denominadas poligalacturonasas, mientras que las que prefieren degradar la pectina

fueron denominadas polimetilgalacturonasas. Los prefijos endo- y exo-utilizados en

conjunto con cualquiera de estos nombres denotan una accion aleatoria o desde los
extremos sobre las moléculas, respectivamente. Las endo-poligalacturonasas (endo-
PGasas) son producidas por una amplia variedad de organismos, entre ellos, numerosos
hongos y bacterias, algunas levaduras, plantas superiores y algunos parasitos de plantas.
Y las exo-poligalacturonasas (exo-PGasas) han sido encontradas en diferentes frutas y

vegetales, asi como también en hongos y algunas bacterias (Sainz, 2008).

Las liasas, que son también denominadas transeliminasas, rompen los enlaces
glicosidicos tanto del pectato (endo- y exo- poligalacturonatoliasa) como de la pectina
(endopolimetilgalacturonatoliasa o pectinliasa). Las pectinliasas (endo-) son las unicas

pectinasas que hidrolizan la pectina altamente metilada (Sainz, 2008).

Protopectinasas (PPasas) son las enzimas capaces de hidrolizar la protopectina
convirtiéndolas en pectina altamente polimerizada y soluble. Estas son clasificadas a su
vez en dos tipos: las tipo A hidrolizan la region de &cidos poligalacturonicos de la
protopectina y las tipo B hidrolizan las cadenas de polisacaridos que conectan las
cadenas de acido poligalacturonicos y los constituyentes de la pared celular (Sainz,
2008).
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Las Ramnogalacturonasas son enzimas recientemente descritas, las cuales son capaces
de degradar pectina. Actdan, junto con una ramno-galacturonano acetilasa, inicamente
sobre regiones de la pectina ramificada, liberando oligosacaridos compuestos por
secuencias alternadas de residuos L-ramnosilos con uniones o-(1,2) y D-galacturosilos
con uniones o-(1,4), con grupos galactosilos con uniones a-(1,4) sobre algunas de las
unidades ramnosilos. La terminacion no reductora siempre es una unidad de ramnosa.
Estas enzimas poseen una gran importancia tecnoldgica ya que ayudan a la
solubilizacion y fragmentacion de las regiones pilosas facilitando la extraccion y
filtrado de jugos (Sainz, 2008).

En el afio 2011, Silva evalud la extraccion de pectinas por método convencional a partir
de residuos agroindustriales como una fuente en los sistemas de liberacién controlada, en
aquel trabajo se ensayaron y evaluaron los perfiles de disolucion para comprimidos de
paracetamol 80mg, comprimidos formulados individualmente con extractos de pectinas
y pectina citrica comercial al 30% p/p como excipientes. Las sustancias pécticas fueron
extraidas a partir de residuos de pera, platano naranja y durazno mediante hidrolisis con
acido clorhidrico y aisladas por precipitacion con etanol, obteniéndose para todos los
casos extractos de pectinas de alto metoxilo (PAM). Los comprimidos (con y sin
pectinas) fueron elaborados por compresion directa en una prensa hidraulica y sometida
al andlisis de disolucion. Los resultados obtenidos mostraron que si bien todas las
pectinas retardan la disolucion del paracetamol, sélo la pectina de durazno entrega
valores que se pueden correlacionar con los pardmetros que se establecen para ser
clasificado como un comprimido de liberacion prolongada (Silva, 2011). De acuerdo a lo
anterior, al utilizar el método convencional se esta hidrolizando tanto las pectinas
presentes como la hemicelulosa y celulosa de la pared celular, es por esto que se
considera que al extraer las pectinas utilizando un método enzimatico, se debieran
obtener productos de una pureza mayor y al ser utilizados como matrices en
comprimidos de liberacion controlada, de esta forma mejorando los resultados obtenidos

en el estudio realizado anteriormente por Silva.
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2  HIPOTESIS.

La extraccion de pectinas a partir de residuos agroindustriales por método enzimatico en
comparacion con el método por extraccion con acido, permitira obtener pectinas de igual o
superior respuesta para su uso en sistemas de liberacion controlada de comprimidos de

paracetamol.
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3 OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General

Comparar las pectinas obtenidas por tratamiento enzimatico con las obtenidas por método
convencional, y evaluar su aplicacion en sistemas de liberacién controlada en un

determinado farmaco.

3.2 Objetivos Especificos

e Establecer el contenido de pectinas en diversos residuos provenientes de la
agroindustria.

e Obtener pectinas provenientes desde residuos agroindustriales con potencial uso
como sistema de liberacidn controlada aplicando un tratamiento enzimatico con
Rohapect DAG6L.

e Establecer el grado de esterificacion de las pectinas obtenidas mediante la
técnica de espectroscopia de infrarrojo (FT-IR).

e Estudiar la capacidad de las pectinas extraidas como matriz de principio activo

en sistemas de liberacion controlada.
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4 MATERIALES Y METODOLOGIA

41 MATERIAPRIMA

Los residuos agroindustriales de pera y coseta agotada de remolacha fueron provistos por el
Laboratorio de Enzimas de la Escuela de Ingenieria Bioquimica de la Pontificia de la

Universidad Catolica de Valparaiso.

4.2 REACTIVOS QUIMICOS

Todos los productos quimicos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Merck,
Riedel de Haen, Supelco, J.T. Baker y Sigma y cumplen con el ser de grado analitico (p.a)

con valores de pureza superior al 99%.

4.3 PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

Lavar con abundante agua los residuos, con el objetivo de eliminar elementos
contaminantes. Luego escurrir exceso de agua y colocar en estufa a 60°C por 24 horas.

Posteriormente triturar y almacenar en bolsas herméticas hasta su utilizacion.

4.4 OBTENCION DE PECTINAS DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

Esta etapa consiste en aislar u obtener pectinas a partir de residuos agroindustriales. Para
ello se utilizara el método propuesto por Claye et al 1996, proceso estandar que permita
remover los lipidos, polisacaridos solubles y proteinas mediante procesos fisicos, quimicos
0 enzimaticos, reduciendo de esa manera el posterior efecto de la variable tipo de sustrato
en el fraccionamiento del material lignocelulésico. En este sentido, se propone remover los

lipidos mediante extraccién con hexano, las proteinas por hidrélisis enzimatica con
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proteasas, el almidon por accion de amilasas y la recuperacion de pectinas por accion de

pectinasas (Figura4-1).

Lavado con EDTA
0,01M
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Liquido —»
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Residuo Agroindustrial
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Secado

l

Reduccion de tamafio
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Extraccion de

sustancias solubles

N

Hidrélisis enzimatica

Minerales + Pectinas

<+ - — )
Eter de petréleo
< - — Agua
Liquido ™ Carbohidratos y
proteinas solubles
Residuo Insoluble
—>

Purificado (RIP)

Figura 4-1. Obtencién de Residuo Insoluble Purificado (RIP) (Silva, 2011).

Una vez que se ha obtenido el Residuo Insoluble Purificado se procede a la extraccion de

las pectinas por via enzimatica, como se muestra en la Figura 4-2:
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Figura 4-2. Diagrama de flujo de extraccidn de pectinas por via enzimatica.

45 CARACTERIZACION DE PECTINAS.

Una vez obtenidas las pectinas, estas se caracterizan con el fin de determinar sus

caracteristicas principales (Gavira et al, 2005).

451 GRADO DE ESTERIFICACION (Woo et al., 2010; Silva, 2011; Espejo, 2011).

50 mg (m) de pectinas secas se disuelven en 10 ml de ADD (Agua Destilada) mediante
agitacion. La solucidn resultante es titulada con hidroxido de sodio estandarizado (NaOH
0,IN) y unas gotas de fenolftaleina como indicador. EI volumen consumido durante la
titulacion se registra como vi. Posteriormente, se le adicionan 30 mL de NaOH 0,1N a la
mezcla ya titulada, con la finalidad de desesterificar las pectinas, a temperatura ambiente
por 30 minuto. A continuacion se le adicionan 30 mL de &cido clorhidrico estandarizado
(0,2N) con la finalidad de neutralizar el NaOH. Finalmente se vuelve a titular la solucion
con NaOH 0,1N y unas gotas de fenolftaleina como indicador. EI volumen de la titulacién
se registra como V.

El grado de esterificacion se expresa como DE(%) y se calcula de acuerdo a la siguiente
formula:
DE(%) = _v,_x100
V1+Vo

4.5.2 CONTENIDO DE ACIDO GALACTURONICO.

El procedimiento es el mismo que para el calculo del grado de esterificacion. Se aplica la

siguiente férmula:
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Acido Galacturonico (mg) = 19,41 x (v1+v2)

45.3 Medicion de PH.

Se determinara utilizando un pHmetro con una solucion de pectina al 1% (1g de pectina en

10 mL de agua).

454 HUMEDAD.

Se pesa la muestra inicialmente (I) y se seca a una temperatura de 105 +/- 5°C a una
temperatura constante, lo que entregard un peso final (F). El porcentaje de humedad se
calcula de la siguiente manera:

Humedad% = 1 (q)- F (q)
1(9)

455 ACIDO URONICO.

Se determina la cantidad de &cido urénico mediante método colorimétrico, leyendo las

absorbancias a una longitud de onda de 525 nm (Fournier, 2001).

456 GRADO DE METILACION.

El grado de metoxilo se obtiene a partir del DE. Se es expresa como DM(%) y se calcula de

acuerdo a la siguiente formula, modificada de la FCC, 2004:

2XNNaOHxPMxOCH3
DM(%)= 22222 :1 a /100
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46 PREPARACION DEL SISTEMA DE LIBERACION CONTROLADA (Silva,
2011).

Se analiz6 la capacidad que posee la pectina de pera y de coseta agotada de remolacha para
retardar la liberacion de paracetamol en un comprimido de liberacion convencional y de un

comprimido de liberacién modificada (Anexo 1).

4.6.1 Preparacion de comprimidos de paracetamol de liberacion convencional.

La preparacion de los comprimidos de paracetamol se realizo mediante el uso de una prensa
hidraulica Perkin-Elmer, la composicion de cada comprimido se baso en la evaluacion

realizada por Silva 2011, la cual consiste en:

e Paracetamol, 80 mg
e Pectina, 30%p/p

e Lactosa, csp

4.6.2 Preparacion de comprimidos de paracetamol con pectina comercial (Silva,
2011).

Se prepara el comprimido con pectina comercial mediante el uso de una prensa hidraulica a
64kP/cm?, se utilizaron las siguientes cantidades basandose en los datos obtenidos por Silva
2011.

e Paracetamol, 80 mg
e Pectina comercial, 137 mg

e Lactosa, csp 500 mg

4.6.3 Preparaciéon de comprimidos de paracetamol con pectina obtenida de residuos
(Silva, 2011).

En este caso se prepararon comprimidos con pectina de pera y de coseta agotada de
remolacha, por medio el uso de una prensa hidraulica. La formulacion considera las mismas

condiciones que para la preparacion del comprimido con pectina comercial.
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47 COMPARACION DE LA FORMA FARMACEUTICA FABRICADA CON
UNA FORMA DE LIBERACION CONVENCIONAL (Silva, 2011)

En esta fase se realiz6 un estudio comparativo de disolucion in vitro, lo que correlaciona la
disolucion de la forma farmacéutica in vitro con su eficiencia in vivo. Este método se
estudia en un aparato de disolucion USP de 6 vasos Hanson Research in vitro en el
laboratorio LATEFAR de la Facultad de Farmacia. Este aparato permite comparar la
disolucion del comprimido con pectina y del comprimido de liberacion convencional a
diferentes intervalos de tiempo. Es un factor importante que los tiempos de disolucion
utilizados en ambos perfiles sean exactamente los mismos y a intervalos que permitan
caracterizar el perfil de disolucién completo. Los tiempos considerados fueron a 5, 15, 30,

45y 60 minutos.

Como lo indica la monografia para el estudio de disolucién de paracetamol, se utilizé un
medio buffer fosfato a pH 5,8 + 0,01 en un volumen de 900 mL. Se agreg6 el comprimido a
cada vaso y se sacaron alicuotas de 5 mL con una micropipeta (p 5000), cada alicuota se
traspasé en un filtro con tamafno de poro de 0,45 pum para luego ser diluida en una relacion
de 500 puL sobre 5 mL de buffer fosfato, y posteriormente fueron medidas en el
espectrofotometro Genesys 10uv, en una celda de cuarzo, a la longitud de onda de maxima

absorbancia del paracetamol, la cual es de 243 nm (USP 29, 2006).

Para realizar el estudio se prepard una solucion estandar de paracetamol, el cual fue
almacenado en un frasco ambar, a partir de esto se obtuvo la constante a partir de la

siguiente formula:
y=mx+b
(Absorbancia = Pendiente * Concentracion + Intercepto)
Por lo que se puede decir que la concentracion en cada vaso a los diferentes tiempos sera:

Concentracion = (Absorbancia — Intercepto)/ Pendiente
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Para la comparacion de los perfiles de disolucion, se trabaja con curvas de calibracion
apropiadas para poder interpolar las concentraciones de paracetamol disuelto.

De esta forma se debe realizar la correccion del porcentaje del farmaco disuelto a traves de

los siguientes pasos:

1. Dada la concentracion que entrega la absorbancia se debe multiplicar por un factor
de dilucion (FD), que tiene valor 10, ya que la alicuota que se extrae del vaso se
diluye 10 veces: 500 uL sobre 5 mL de buffer fosfato, donde se obtiene C
(concentracion).

2. Para calcular los miligramos (mg) de paracetamol contenido en cada alicuota se
utiliza la siguiente formula: C=mg x 5 mL; siendo C la concentracion original de la
alicuota y 5 mL el volumen que se toma del vaso.

3. Se realiz6 un calculo de sumatorias de alicuotas extraidas (})), siendo 0 la sumatoria
del primer tiempo, y se suman sucesivamente los mg de las alicuotas anteriores.

4. mg en el vaso sin corregir = C x 900 mL, siendo 900 mL el volumen total que
contenia cada vaso.

5. total disuelto (mg) = corresponde a la adicion de la sumatoria de alicuotas extraidas
y a los mg en el vaso sin corregir, correspondientes a cada tiempo.

6. el porcentaje de farmaco disuelto se calcula a partir de la siguiente formula:

] mg disuelto total
% Disuelto = 80 mg x 100

Por lo que los resultados quedan tabulados como se indica en el Anexo 2.

4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos seran expresados como la media + SEM. Las diferencias entre los grupos
experimentales seran evaluadas mediante andlisis de varianza y la prueba t de Student para
observaciones pareadas y no pareadas. Se considerard un valor de p<0.05 como indicador

de diferencia estadisticamente significativa.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 CARACTERIZACION DE PECTINAS.

En la Tabla 5-1 se presentan los resultados de grado de esterificacion, pH, humedad y
grado de metilacion de las pectinas obtenidas por método convencional y método

enzimatico.

Tabla 5-1. Caracterizacién de pectinas obtenidas a partir de residuos agroindustriales

Pectina pH Humedad (%) Grado de Grado de
esterificacion ~ metilacion (%)
(%)
Pera método enzimatico 3,98 9,50 86,44 30,6
Coseta método enzimatico 4,02 9,90 94,12 19,2
Pera método &cido 3,29 8,28 83,33 15,3
Coseta método acido 4,74 8,10 90,91 12,2

Segun lo establecido por la USP 30 la perdida de humedad para las pectinas debe ser menos
de un 10% del peso original de muestra (1g), por lo que se cumple este pardmetro para las
pectinas obtenidas por método convencional acido y las pectinas obtenidas por método
enziméatico. Todas las pectinas presentan pH entre 3,0 y 4,0, lo que presentan baja
interaccién a valores similares como es el caso del pH estomacal. Las pectinas que estan a
pH mayor a 3,0, se encuentran sus grupos carboxilos ionizados. Esta ionizacion provoca
que la pectina al ser utilizada como una matriz polimérica que contiene un farmaco, este

sufra un proceso de liberacion controlada.

El grado de esterificacion de las pectinas obtenidas (relacion de residuos de acido
galacturonico metilesterificados con el total de unidades de acido galacturonico presentes
en la muestra de pectina) (Sriamornsak, 2003; Gavira, 2005; Silva, 2011) fue medido por
un metodo volumétrico (Woo et al., 2010; Silva, 2011; Espejo, 2011), las pectinas
obtenidas a partir de los residuos presentan un DE que flucta entre 83-94%, por lo que se
puede decir que son pectinas de alto metoxilo, ya que como fue explicado anteriormente

poseen un DE>50%; sin embargo esto se contradice con los resultados obtenidos en el
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andlisis realizado por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) donde
los espectros obtenidos de las pectinas de coseta agotada de remolacha asi como los de pera
(Anexo 3), por ambos métodos demuestran que todas las pectinas obtenidas son de un bajo
grado de metoxilacion, ya que las bandas que se observan en la regién entre 1500 y 1800
cm™, permiten la identificacion y cuantificacion de estas sustancias especificamente. La
region correspondiente a 1650 se mide especificamente la cantidad de grupos carboxilos
libres, mientras que la region alrededor de los 1750 determina la presencia de los grupos
carboxilos esterificados. En cada uno de los espectros se puede ver claramente como es el
peak en el rango de los 1650 mayor indicando que las pectinas obtenidas poseen
caracteristicas similares de aquellas pectinas que poseen un grado de esterificacion de
menos de un 50%, (Silva, 2011). También se observa como en el caso de la pectina de
coseta agotada de remolacha, el método por el cual fue obtenida no influyo en los peaks
obtenidos al realizar el FTIR; sin embargo en el caso de la pectina pera, el método si
influyo en el espectro, este se puede deber a que la pectina obtenida por el método
enzimatico se eliminaron mas impurezas que con la pectina obtenida por el método

convencional.

A mayor grado de esterificacion las pectinas son mas solubles en agua a temperatura
ambiente y a su propio pH. La viscosidad de la solucion formada depende de: la
concentracion, temperatura, grado de esterificacion, presencia de electrolitos en el medio.
Al controlar todos estos parametros se puede considerar que las pectinas obtenidas durante
este trabajo caen bajo el concepto de “extractos de pectina o sustancias pécticas” (Pagan,
1999; Soriano, 2004; Escobar et al., 2002; Silva, 2011). Las sustancias pécticas son una
familia de carbohidratos coloidales bastantes complejas que consisten de moléculas de

acido galacturénico polimerizado (Mefiaca, 2010).

Las pectinas obtenidas presentan un bajo grado de metilacion, el cual esta definido como el
namero de moles de metanol por 100 moles de acido galacturonico (Morris et al., 2010 a).
Cabe destacar que los métodos disponibles para medir la metilacion de la pectina incluyen:
valoracion de los cambios en los grupos carboxilicos después de la hidrdlisis basica de la

pectina, valoracion de la pectina con policationes, y analisis por cromatografia de gases del
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metanol después de la hidrdlisis de pectina. Todos estos métodos requieren aislamiento de
la pectina desde la pared celular de la planta antes que el grado de metilacion pueda ser
medido (McFeeters et al., 1984).

En la Tabla 5-2 se presenta la cantidad de acido galacturénico determinado por método

volumeétrico y obtenido por método espectrofotométrico.

Tabla 5-2. Contenido de acido galacturonico por método volumétrico vy
espectrofotométrico en pectinas de pera y coseta agotada de remolacha.

Pectina Acido galacturénico (mg)  Acido galacturénico (mg)
(volumétrico) (espectrofotométrico)
Pera método enzimaético 65,99 37,80
Coseta método enzimatico 114,52 48,47
Pera método acido 58,23 30,35
Coseta método &cido 42,70 52,58

El acido galacturénico (AGA) es la unidad primaria de las pectinas, la riqueza en esta
sustancia es una de las caracteristicas que permite determinar la pureza de las pectinas de
tipo acido; es decir de aquellas pectinas que se encuentran de forma mas superficial en la
pared celular de los vegetales; a mayor cantidad de este acido la pectina posee mayor peso
molecular (Mefaca, 2010). En este caso en particular las pectinas que han sido obtenidas a
partir de los residuos de coseta de remolacha asi como del residuo de pera, tanto por el
método convencional &cido como por el método enzimatico, corresponden a pectinas de
tipo neutra, es decir, son pectinas que se encuentran mas arraigadas al interior de la pared
celular; por lo que los valores obtenidos en la medicion de AGA en este caso en particular

no son concluyentes, por lo expuesto anteriormente.

Las pectinas son acidos pectinicos con diferentes grados de esterificacion y neutralizacion,
que pueden contener de 200 a 1000 unidades de &cido galacturonico (Mufoz, 2011). Se
pueden distinguir tres clases principales de sustancias pécticas: las protopectinas, que son
sustancias insolubles en agua, que se encuentra 100% esterificada; los acidos pectinicos,

gue son sustancias compuestas por acido poligalacturénico y presentan un contenido
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variable de grupos metilos (siendo el max 14%), y finalmente los &cidos pécticos, que son
sustancias compuestas principalmente por &cido poligalacturénico que se encuentra no
esterificado por grupos metilos (con un DE 0%). Basandonos en los resultados obtenidos se

puede decir que las sustancias pécticas obtenidas serian del tipo protopectinas.

La Figura 5-1 muestra la diferencia entre los tipos de pectina obtenidas por método
enzimatico. Se puede observar la diferencia en el color, la claridad, también en la cantidad
de hidrocoloide formado al ser precipitado con etanol en friol. La pectina obtenida a partir
de pera forma un hidrocoloide definido, de un aparente mayor volumen, mientras que la
pectina obtenida a partir de residuo de coseta, el hidrocoloide formado no presenta una

forma definida, sin embargo, este si es de gran volumen.

Figura 5-1. Precipitacion de pectinas con etanol al 95%. A) pera, B) coseta agotada de
remolacha.

El paso mas importante durante la extraccion de pectinas es la solubilizacion, en donde la
protopectina insoluble se convierte en pectina soluble debido a la hidrolisis de los enlaces
glicosidicos por las enzimas participantes durante la extraccion (Calderon et al., 2011)
obteniéndose finalmente lo que son las pectinas neutras ya que las hidrélisis actan a
niveles mas profundos de la pared celular. A diferencia de las pectinas acidas que estas al
encontrarse méas expuestas a la pared celular se obtienen con el primer lavado del residuo

agroindustrial.
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5.2 ANALISIS DE LA LIBERACION DE PARACETAMOL.

En la Tabla 5-3 se muestra el promedio de los comprimidos formulados (n=3) para
desarrollar el analisis de cinética de disolucion de paracetamol. Como se observa el peso de
los comprimidos no presentan grandes diferencias, por lo que son aptos para el estudio. En

la Figura 5-2 se muestran los comprimidos finales utilizados en el estudio de cinética.

Tabla 5-3. Masa media de comprimidos de paracetamol.

Tipo de comprimido Masa (mg) Sigla
Comprimido control sin pectina 481,3 C
Comprimido con pectina 20-34% 475,0 PBM
Comprimido con pectina 55-70% 473,4 PMM
Comprimido con pectina de pera acida 477,6 P.A
Comprimido con pectina de pera enzimatica 468,3 P.E
Comprimido con pectina de coseta &cida 461,3 CA
Comprimido con pectina de coseta enzimatica 460,0 C.E

BE

Figura 5-2. Comprimidos fabricados con las diferentes pectinas. A) comprimido control, B)
comprimido PBM, C) comprimido con PMM, D) comprimido con P.A, E) comprimido con
P.E, E) comprimido con C.A, F) comprimido con C.E.

A

Los resultados se obtuvieron al fabricar comprimidos con contenido de 30% p/p de pectina,
esto se basa en el estudio realizado previamente por Silva, 2011, donde se encontré que con
esta concentracion se obtienen respuestas favorables en la prolongacion de la liberacién del
principio activo. Como se muestra en la Figura 5-3 se realiza una comparacion en la
cinética de disolucion del comprimido control con aquellos comprimidos que fueron
fabricados con pectinas de 20-34% y de 55-70% respectivamente. Acé se puede observar
que los comprimidos que contienen pectinas con un mayor grado de esterificacion provoca

un retraso en la liberacion del principio activo. El grado de metoxilacion determina muchas
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de las propiedades de solubilidad de las pectinas, especialmente las propiedades de
gelificacion. Las pectinas de alto metoxilo son poco solubles y requieren una minimo
cantidad de solidos solubles y un pH de alrededor de 3 para formar geles. En cambio las
pectinas de bajo metoxilo son mas hidrofilas y mas solubles en comparacion con las de
mayor grado de metoxilacion, esto se debe a la mayor cantidad de grupos carboxilos

ionizados.
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Figura 5-3. Cinética de disolucion del comprimido control, con los comprimidos con PBM y
PMM respectivamente.

En la Figura 5-4 se compara los resultados obtenidos entre el comprimido control y los
comprimidos con pectina de residuo de pera obtenidos por el método acido y enzimatico.
Se observa que es el comprimido con P.A quien presenta una mejor respuesta en retardar la
liberacion del paracetamol, con respecto al comprimido fabricado con la pectina de residuo
de pera obtenida por método enzimatico. Si bien con el método enzimatico se obtienen
pectinas mas puras, el residuo al ser tratado con enzimas sufre una hidrdlisis, con lo cual se
disminuye el grado de esterificacion de las pectinas finales, esta hidrdlisis no ocurre en
aquellas pectinas que han sido obtenidas por el método convencional. Al extraer pectinas

por el método convencional el resultado es que se mantiene un grado de esterificacion
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mayor, y esto es lo que favorece a la prolongacion de la liberacion del farmaco contenido
en el comprimido, que es lo que se observa en la Figura 5.3 donde es el comprimido con

PMM quien presenta el mayor retardo.
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Figura 5-4. Cinética de disolucion del comprimido control, con los comprimidos con pectina
de pera acida y pera enzimatica.

En la Figura 5-5 se muestra la cinética de disolucion entre el comprimido control y los
comprimidos con pectinas de coseta agotada de remolacha que fueron obtenidos por el
método convencional y enzimatico. Aca se observa al igual que en el caso del residuo de
pera, que es el comprimido con pectina acida quien produce una prolongacién mayor en la

liberacion del principio activo.

En la Figura 5-6 se muestra que a los 60 minutos de disolucidn no se encuentran grandes
diferencias entre ninguno de los comprimidos fabricados, excepto en el comprimido
fabricado con pectina cuyo grado de esterificacion se encuentra entre 55-74%, ya que al

poseer un mayor DE se produce una mayor prolongacion en la liberacion del farmaco.
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Figura 5-5. Cinética de disolucion del comprimido control, con los comprimidos con pectina
de coseta de remolacha &cida y coseta de remolacha enzimaética.
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Figura 5-6. Gréafica comparativa de diferentes comprimidos al tiempo de disolucién de 60
minutos.
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Aunque los resultados no son los méas éptimos en prolongar la disolucion del fa&rmaco, estos
demuestran que las pectinas estudiadas retardan la disolucion del paracetamol en las
condiciones establecidas (pH 5,8 y 37°C).

Al considerar los parametros indicados por la USP 29 para los comprimidos de paracetamol
de liberacion convencional a los 15 minutos de transcurrida la disolucion se debe tener méas
de un 80% de farmaco disuelto con respecto al total rotulado en la etiqueta (80 mg), esta
condicion solo es cumplida por el comprimido control, el resto de los comprimidos

presentan valores menores de disolucion.

Para ser considerados como tabletas de liberacion prolongada, segun la monografia oficial
de la USP 29, a los 15 minutos de transcurrida la disolucién se debe tener entre un 45-60%
del farmaco disuelto. En este caso en particular la pectina de pera extraida por método
enzimatico se encuentra por encima de estos valores, por lo que la cantidad de pectina
puede ser utilizada en menor cantidad, y podria ser una posible matriz para la liberacion
prolongada de paracetamol.

Transcurridos 60 minutos de la cinética, el porcentaje de disolucién del paracetamol debe
encontrarse entre 60-85%. Considerando esta condicion, las pectinas tanto de pera como
coseta de remolacha, obtenidas por método convencional y enzimatico, cumplen con este
parametro por lo que se pueden considerar como matrices para liberacion prolongada de
paracetamol.

Con los resultados obtenidos al realizar la cinética de disoluciéon de los comprimidos de
paracetamol fabricados con las pectinas extraidas a partir de los residuos de pera y de
coseta agotada de remolacha por ambos métodos, se puede decir que los comprimidos
fabricados por el método convencional acido son quienes presentan los mejores resultados.
Esto se debe a que por esta via la muestra sufre una menor cantidad de hidrélisis en su
estructura con lo que quedan pectinas con una mayor estructura, lo que beneficiaria la
prolongacion de la liberacion del principio activo. Otro punto a considerar es que los
residuos que sufrieron tratamiento convencional al encontrarse con un menor grado de

tratamiento aun pueden tener residuos de hemicelulosa y celulosa, las cuales son utilizadas
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actualmente como excipientes en la industria farmacéutica los cuales en algun grado
podrian haber influido en los mejores resultados obtenidos en la cinética de disolucién de
los comprimidos. Lo anteriormente descrito no ocurre en los residuos tratados con el
método enzimatico, ya que se realiza un mayor tratamiento en las muestras, mediante el uso
de pectinasas como fue la Rohapect DAGL, por lo que las sustancias pécticas obtenidas son
de un tamafio menor. Sin embargo se debe destacar que a pesar de que hubo un mejor
resultado con aquellos comprimidos fabricados con las pectinas obtenidas por método
convencional, todos los comprimidos presentan un comportamiento similar al comprimido

control, el cual estéa fabricado solo con paracetamol y lactosa.

Se podrian realizar nuevos estudios con otros residuos vegetales que puedan tener pectinas
con un mayor grado de esterificacion de forma determinar si es que el grado de
metoxilacion de estas influye en la prolongacién de la liberacion de paracetamol, y por
tanto son mejores matrices para este tipo de estudio. Otra posibilidad es la utilizacion de las
pectinas de tipo acido para realizar este tipo de estudio y determinar si estas pueden ser
utilizadas como matrices de comprimidos de liberacién controlada. Finalmente se podria
utilizar las pectinas con un bajo grado de metoxilacion, como las obtenidas en este trabajo,
afiadiendo iones de calcio de forma de darles mayor estabilidad y formar la figura de caja
de huevo y ver si que bajo estas condiciones se mejora el efecto de prolongar la liberacién
del principio activo.

En las pectinas extraidas por el método acido, no se aprecian grandes diferencias entre ellas
en los resultados en la cinética de disolucion de paracetamol como se muestra en la Figura
5-7, por lo cual se podrian realizar nuevos analisis de forma de poder identificar cual de las

dos seria la més recomendada para ser utilizada como matriz polimérica.
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Figura 5-7. Comparacion de la cinética de disolucion de la pectina de pera acida con la
pectina de coseta acida.

Hay trabajos en la actualidad donde se ha demostrado que las pectinas de bajo metoxilo
son potenciales excipientes de compresion directa, ya que consisten en particulas con alta
compactibilidad, esto se debe a que a menor grado de metilacién es menor el tamafio de
particula lo cual produce un aumento en la compactibilidad de las pectinas (Salbu, 2010), a
diferencia de aquellas pectinas con un alto grado de metoxilacion, ya que ellas presentan
altos grados de deformacion plastica y deformacion elastica rapida, esto indica una
necesidad de presiones de compactacion mas altas con el fin de deformar las particulas de
pectina de alto metoxilo (Salbu, 2011). Existen estudios a su vez sobre el potencial uso para
la liberacion sostenida de ambroxol y salbutamol liquido que comprende estar en una
solucion acuosa diluida de pectina que estd disefiado para formar geles in situ en el
ambiente &cido del estomago en conjunto con una fuente de calcio, demostrando que el uso
de estas sustancias es factible debido a la union con iones de calcio en el estomago permite
la formacidon de geles favoreciendo asi la liberacidn sostenida de ambos principios activos
(Kubo et al,2004; Rathod et al., 2011). Por otra parte aun cuando no es parte de este
trabajo, cabe destacar que existen investigaciones donde las pectinas que son de bajo

metoxilo extraidas por el método enzimatico presentan una accion antiproliferativa, por lo
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que se podria realizar un estudio si los residuos analizados en este trabajo obtenido por esa
via pueden presentar esta actividad.

Al realizar el analisis de significancia (Anexo 4) se puede deducir que: existe un efecto del
tiempo en la cinética, también existe un efecto del tipo pectina utilizada para formar la
matriz del comprimido, existe una diferencia significativa entre el comprimido control
versus el comprimido con pectina con un grado de esterificacion 55-70%, también hay
diferencias significativas entre los comprimidos con pectina de pera y coseta de remolacha
extraidos por via enzimatica y via convencional versus el comprimido con pectina con un
DE 55-70% obteniéndose el mejor resultado con este Gltimo, finalmente también hay una
diferencia entre las pectinas que poseen el menor grado de esterificacion versus las que
poseen un DE 55-70%, siendo estas Ultimas las que poseen el mayor efecto en la

prolongacion de la liberacion del principio activo.

Resumiendo los extractos pécticos obtenidos son soluciones de baja solubilidad, las cuales
cuando entran en contacto con soluciones acuosas se hidratan, pero no se hinchan, es por
esto que si bien los extractos retrasaron la liberacion del paracetamol en comparacion con el
control, este efecto no es tan significativo si se compara con una pectina de mayor grado de

esterificacion como es el caso de la pectina que tiene un DE 55-70%.

Se requiere obtener pectinas con un mayor grado de esterificacion para mejorar la
prolongacion de la liberacion del paracetamol, por lo que seria necesario realizar un nuevo
estudio con residuos que puedan contener este tipo de pectinas, para poder utilizarlas como
matrices poliméricas. Otro factor a considerar aparte de la obtencion de pectinas con mayor
grado de metoxilacion, es combinar las pectinas de bajo metoxilo con iones con lo cual se
puede optimizar el control de la liberacion de farmacos en sistemas elaborados con pectina,
asi como para ajustar la velocidad de liberacion del principio activo. También se ha
observado que incrementando la cantidad de iones divalentes en la formulacion se produce
un mayor grado de reticulacion y agregacion en el sistema. Sin embargo, un exceso de
iones calcio origina un fendmeno de pre gelificacion que provoca una mayor velocidad de

liberacion del farmaco (Mamani et al., 2011).
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El uso de pectinas citricas comerciales y las provenientes de pera, han sido estudiados para
un gran namero de funciones en la industria farmacéutica, pero su uso como un potencial
material polimérico no se ha profundizado. En este trabajo se ha podido demostrar que el
uso de estos polimeros en farmacos de liberacion prolongada, entrega resultados positivos,

ya que si se pueden apreciar cambios en la cinética de disolucion.

Se puede recalcar que las pectinas obtenidas por el método enziméatico son protopectinas de
tipo neutras, es decir se encuentran mas al interior de la pared celular vegetal, son de bajo
metoxilo, que presentan un efecto de prolongar la liberacion de comprimidos de
paracetamol pero este es en menor grado en comparacion con aquellas pectinas obtenidas
por el método convencional &cido, quienes fueron las que presentaron un mejor efecto al
prolongar la liberacion del principio activo; es por esto que seria recomendable para futuros
estudios tratar de extraer pectinas con un mayor grado de metoxilacion para desarrollar
formas farmacéuticas que retarden la liberacion del farmaco, o en su defecto formar
estructuras con calcio (tipo caja de huevo), o ver si el uso de pectinas de tipo acido, es decir
las que se encuentran mas expuestas, presentan un mejor efecto como matrices de

comprimidos de liberacion controlada.
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6

CONCLUSION.

Las sustancias pécticas obtenidas por método enzimatico a partir de los residuos
agroindustriales poseen un efecto de retrasar la liberacion del principio activo en

comparacion con el comprimido control.

Sustancias pécticas obtenidas por tratamiento enzimético y convencional pueden ser

utilizados como bases para la formulacion de comprimidos de liberacién controlada.

Comprimidos elaborados con 30% de sustancias pécticas obtenidas a partir de
residuos de coseta agotada de remolacha y residuo de pera obtenidos por el método
convencional &cido retrasan la liberacion de paracetamol en un 22,5% y 22,3%

respectivamente en comparacion al control.

Las sustancias pécticas extraidas por método enzimético del residuo de coseta
agotada de remolacha y de residuo de pera tienen un menor efecto al retrasar la
liberacion del paracetamol en un 20,3 y 14,8% respectivamente en comparacion con
al comprimido control y a los comprimidos fabricados con pectinas obtenidas por

método convencional.

El método volumétrico para determinar el pardmetro de grado de esterificacion y los
métodos empleados para medir acido galacturénico estos miden la calidad de las
pectinas de tipo acida, es por esto que los datos obtenidos no son concluyentes para
las pectinas extraidas en este caso que son de tipo neutras

Las pectinas obtenidas por método convencional cumplen con los parametros

establecidos por la USP 29 para los comprimidos de liberacion modificada.

El comprimido con pectina citrica comercial presenta el mayor efecto al prolongar
la liberacion de paracetamol 46,5% comparado con todo el resto de los

comprimidos estudiados.
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8 Anexos.

Anexo 1. Preparacion de Comprimidos.

Se utilizard el método de compresion via humeda, que es sintetizado en el siguiente

flujograma:
|:{>[ Mezclado ],:>[ Granulado —> Secado ——>| Tamizado
J o}

Calibrado

{

<:,[ Compresion ]<:, Mezclado ]

Posteriormente se debe realizar un control de calidad del producto terminado el cual

comprende los siguientes puntos:
1. Identidad de principio activo
2. Uniformidad de contenido: cantidad de farmaco por unidad de dosis

3. Variacion de peso: entrega el peso promedio del lote de produccion y estéa relacionado

con la dosis del comprimido.

4. Dureza permiten conocer la resistencia a la manipulacion. Un durémetro mide la fuerza
requerida para fracturar la tableta al aplicar diametralmente en ella la fuerza generada por

un resorte.

5.- Test de desintegracion: mide el tiempo que tarda una tableta en romperse en pequefias
particulas o granulos para aumentar el area superficial. El equipo de desintegracion tiene un
dispositivo con 6 tubos de vidrio de 3 pulgadas de largo abierto en la parte superior y
sostenidos por un tamiz de 10 mesh. En cada tubo se coloca un comprimido y la canasta se
sumerge en un vaso de 1 L con agua, a 37+/- 2°C .Este dispositivo sube y baja con una

frecuencia de entre 28 y 32 ciclos por minutos.
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Anexo 2. Célculos para anélisis de disolucion de paracetamol.

Se prepar6 una solucion estdndar de paracetamol para realizar una curva de calibrado para

los calculos posteriores:

Volumen Volumen Final |  Absorbancia Concentracion
Inicial (mL) (mL) (u.a) (mg/mL)
0,2 25 0.161 0.0020
0,3 25 0.221 0.0030
0,4 25 0.299 0.0040
0,6 25 0.405 0.0060
0,8 25 0.557 0.0080

Pendiente: 67,8080
Intercepto: 0,0139

Coeficiente de correlacion: 0,9979

o o o
B (O] [e))
I I )

Absorbancia
o
w

y =67,808x + 0,0139
R%=0,9959

0,002 0,004

0,006

Paracetamol (mg/mL)

0,008 0,01
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Tablas con los datos de disolucién

e Comprimido control (sin pectina)

t[min] | FO| Absorbancia

%5 |0 ome | ooorz | omes? | oosea | esSElz | E23874

C mgimL | mg alicuota| mg alicuotas extraidas previa | mg en vaso corregido | % Disuelto

. a5 | 0535 0.0075 00747 02010 720436 875380

e Comprimido con pectina de bajo metoxilo (20-34%0)

myg alicuctas extraidas previa | mg en vaso comregido | % Disuelto

5 | 0| 03 0.0050 0.0500 0.0274 449923 BE.2411

46 | m| 055 | 00074 00745 01421 E7 1752 829630

e Comprimido con pectina de medio metoxilo (55-70%0)

tfmin) | FO| Absorbancia| C mgimL | mg alicuota, mg alicuotas extraidas previa | mg en vaso corregido | % Disuelto

10 0128 | 000s | o0 0.0025 13,6305 17,0355

10 0,251 0.0034 0.0339 0,046 305453 31561

e Comprimido con pectina de pera enzimatica

t{min) | FO| Absorbancia| C mgimL | mg alicuota | mg alicuotas extraidas previa | mg en vaso cormmegido | % Disuelto

B | m| o447 | oooet | ooe | oozer | st | 72ism

45 | m| oss | ooove | oom3 | om0 | 67omss | 838233
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e Comprimido con pectina de coseta de remolacha enzimatica

t{min) | FO| Absorbancia| C mgimL | mg alicuota | mg alicuotas extraidas previa | mg en vaso cormmegido | % Disuelto

B | m| o404 | ooost | ooste | oms | sies7 | B4Em4

45 | m| o488 | ooovo | oovos | omss | e3asms | 793839

e Comprimido con pectina de pera &cida

timin) | FD| Absorbancia| C mgimL | mg alicuota | mg alicuotas extraidas previa | mg en vaso corregido | % Disuelto

5 | 0.313 0.0043 D.0434 D.0242 391095 45,5869

a5 | w|  o0set | oooes D.0E62 01271 59,6590 T4ENS

e Comprimido de pectina de coseta de remolacha acida

t{min) | FO| Absorbancia| C mgimL | mg alicuota | mg alicuotas extraidas previa | mg en vaso cormmegido | % Disuelto

B | m| oo | ooost | oeso7 | ooas | 4565 | 57iez

45 | m| oss | oooes | oeesr | omMse | 5837 | 728359
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Anexo 3

PECTINA BAJO METOXILO 20-34%
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Anexo 4. Andlisis significativo.

Source of Variation | % of total variation | P value

Interaction 4,69 0,0015

Time 47,49 P<0.0001

Column Factor 41,73 0,0029

Subjects (matching) |4,4191 P<0.0001

Source of Variation | P value summary | Significant?

Interaction *x Yes

Time Fkx Yes

Column Factor *x Yes

Subjects (matching) | *** Yes

Source of Variation | Df | Sum-of-squares | Mean square F

Interaction 24 2021 84,19 3,293

Time 4 120450 5113 200,0

Column Factor 6 |17970 2995 11,02

Subjects (matching) |7 |1903 2719 10,63

Residual 28 |715,8 25,56

‘ Number of missing values ‘ 0 ‘

Control vs PBM

Column Factor | Control PBM Difference |95% CI of diff.
5 59,49 30,87 -28,62 -61.95 t0 4.709
15 82,39 56,24 -26,15 -59.48 t0 7.185
30 84,55 72,91 -11,65 -44.98 t0 21.68
45 87,59 83,97 -3,619 -36.95 t0 29.71
60 90,97 91,15 0,1818 -33.1510 33.51
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -28,62 3,309 P<0.05 *
15 -26,15 3,023 P<0.05 *
30 -11,65 1,347 P>0.05 ns
45 -3,619 0,4184 |P>0.05 ns
60 0,1818 0,02102 |P>0.05 ns
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Control vs PMM
Column Factor Control | PMM | Difference | 95% CI of diff.
5 59,49 3,199 |-56,29 -89.62 t0 -22.96
15 82,39 17,04 |-65,35 -98.68 to0 -32.02
30 84,55 26,57 |-57,98 -91.32 to -24.65
45 87,59 38,19 |[-49,40 -82.73 t0 -16.07
60 90,97 43,50 |-47,47 -80.80 to -14.14
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -56,29 6,508 |P<0.001 il
15 -65,35 7,555 | P<0.001 ool
30 -57,98 6,703 |P<0.001 e
45 -49,40 5,711 |P<0.001 e
60 -47,47 5,488 |P<0.001 il
Control vs CA
Column Factor | Control CA | Difference | 95% CI of diff.
5 59,49 42,03 |-17,47 -50.80 to 15.86
15 82,39 57,12 |-25,27 -58.60 to0 8.062
30 84,55 68,86 |-15,70 -49.03 t0 17.63
45 87,59 73,00 |-14,59 -47.92 t0 18.74
60 90,97 77,57 |-13,40 -46.73 t0 19.93
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -17,47 2,019 |P>0.05 ns
15 -25,27 2,921 |P<0.05 *
30 -15,70 1,815 |P>0.05 ns
45 -14,59 1,687 |P>0.05 ns
60 -13,40 1,549 |P>0.05 ns
Control vs PA
Column Factor | Control PA | Difference | 95% CI of diff.
5 59,49 27,24 |-32,25 -65.59 to 1.077
15 82,39 48,89 |-33,50 -66.83 t0 -0.1693
30 84,55 67,01 |-17,54 -50.87 to 15.79
45 87,59 74,61 |-12,98 -46.31 to 20.35
60 90,97 77,72 |-13,25 -46.58 t0 20.08
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Column Factor | Difference t P value Summary
5 -32,25 3,729 |P<0.01 *x
15 -33,50 3,873 |P<0.01 **
30 -17,54 2,028 |P>0.05 ns
45 -12,98 1,500 |P>0.05 ns
60 -13,25 1,532 |P>0.05 ns
Control vs CE
Column Factor | Control CE Difference | 95% CI of diff.
5 59,49 21,45 |-38,05 -71.38t0 -4.716
15 82,39 64,62 |-17,77 -51.10 to 15.56
30 84,55 77,49 |-7,066 -40.40 t0 26.26
45 87,59 79,39 [-8,198 -41.53 10 25.13
60 90,97 79,74 |-11,23 -44.56 t0 22.10
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -38,05 4,399 |P<0.001 il
15 -17,77 2,054 |P>0.05 ns
30 -7,066 0,8169 [P >0.05 ns
45 -8,198 0,9478 |P>0.05 ns
60 -11,23 1,299 |P>0.05 ns
Control vs PE
Column Factor | Control PE Difference | 95% CI of diff.
5 59,49 30,09 |-29,40 -62.73 10 3.931
15 82,39 72,15 |-10,24 -43.57 t0 23.09
30 84,55 82,35 [-2,206 -35.54 t0 31.13
45 87,59 83,82 |-3,765 -37.10 to 29.57
60 90,97 85,21 |-5,758 -39.09 to 27.57
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -29,40 3,399 |P<0.01 **
15 -10,24 1,183 |P>0.05 ns
30 -2,206 0,2550 [P >0.05 ns
45 -3,765 0,4352 |P>0.05 ns
60 -5,758 0,6656 |P>0.05 ns
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PBM vs PMM

Column Factor PBM PMM | Difference | 95% CI of diff.
5 30,87 3,199 |-27,67 -61.00 to 5.660
15 56,24 17,04 |-39,20 -72.53t0 -5.871
30 72,91 26,57 |-46,34 -79.67 t0 -13.01
45 83,97 38,19 |-45,78 -79.11t0 -12.45
60 91,15 43,50 |-47,65 -80.98 t0 -14.32
Column Factor | Difference t P value Summary

5 -27,67 3,199 |P<0.05 *
15 -39,20 4,532 |P<0.001 inleil

30 -46,34 5,357 |P<0.001 Fkox

45 -45,78 5,293 | P<0.001 Fokox

60 -47,65 5,509 |P<0.001 il

PBM vs CA

Column Factor PBM CA | Difference | 95% CI of diff.
5 30,87 42,03 |11,15 -22.18 t0 44.49
15 56,24 57,12 10,8771 -32.4510 34.21
30 72,91 68,86 |-4,051 -37.38 10 29.28
45 83,97 73,00 |[-10,97 -44.30 t0 22.36
60 91,15 7757 |-13,58 -46.91 t0 19.75
Column Factor | Difference t P value Summary
5 11,15 1,290 |P>0.05 ns
15 0,8771 0,1014 |P>0.05 ns
30 -4,051 0,4683 |P>0.05 ns

45 -10,97 1,269 |P>0.05 ns
60 -13,58 1,570 |P>0.05 ns

PBM vs PA

Column Factor PBM PA Difference | 95% CI of diff.
5 30,87 27,24 | -3,632 -36.96 t0 29.70
15 56,24 48,89 |-7,354 -40.69 to 25.98
30 72,91 67,01 |[-5892 -39.22 to 27.44
45 83,97 74,61 |-9,358 -42.69 to 23.97
60 91,15 77,72 |-13,43 -46.76 t0 19.90

79



Column Factor | Difference t P value Summary
5 -3,632 0,4199 |P>0.05 ns
15 -7,354 0,8502 [P >0.05 ns
30 -5,892 0,6812 |P>0.05 ns
45 -9,358 1,082 P >0.05 ns
60 -13,43 1,553 |P>0.05 ns
PBM vs CE
Column Factor PBM CE Difference | 95% CI of diff.
5 30,87 21,45 |-9,425 -42.76 10 23.91
15 56,24 64,62 |8,377 -24.951t041.71
30 72,91 77,49 4,582 -28.7510 37.91
45 83,97 79,39 |[-4,579 -37.91 10 28.75
60 91,15 79,74 |-11,42 -44.75 10 21.92
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -9,425 1,090 |P>0.05 ns
15 8,377 0,9685 |P > 0.05 ns
30 4,582 0,5297 |P>0.05 ns
45 -4,579 0,5294 |P>0.05 ns
60 -11,42 1,320 |P>0.05 ns
PBM vs PE
Column Factor PBM PE Difference | 95% CI of diff.
5 30,87 30,09 -0,7782 -34.11 t0 32.55
15 56,24 72,15 15,91 -17.42 t0 49.24
30 72,91 82,35 9,442 -23.89 t0 42.77
45 83,97 83,82 -0,1457 -33.48 10 33.19
60 91,15 85,21 -5,939 -39.27 t0 27.39
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -0,7782 0,08997 |P>0.05 ns
15 15,91 1,839 P >0.05 ns
30 9,442 1,092 P >0.05 ns
45 -0,1457 0,01684 |P>0.05 ns
60 -5,939 0,6866 |P>0.05 ns




PMM vs CA

Column Factor PMM CA | Difference | 95% CI of diff.
5 3,199 42,03 |38,83 5.4951t0 72.16
15 17,04 57,12 |40,08 6.748 t0 73.41
30 26,57 68,86 |42,29 8.955 to 75.62
45 38,19 73,00 |34,81 1.479 t0 68.14
60 43,50 77,57 |34,07 0.7389 t0 67.40
Column Factor | Difference t P value Summary

5 38,83 4,489 |P<0.001 Fokx
15 40,08 4,633 |P<0.001 il

30 42,29 4,889 |P<0.001 Fkx

45 34,81 4,024 |P<0.01 **

60 34,07 3,939 |P<0.01 **

PMM vs PA

Column Factor PMM PA | Difference | 95% ClI of diff.
5 3,199 27,24 |24,04 -9.292 to 57.37
15 17,04 48,89 |31,85 -1.483 10 65.18
30 26,57 67,01 |40,44 7.1131t0 73.78
45 38,19 74,61 |36,43 3.094 t0 69.76
60 43,50 77,72 34,22 0.8861 to 67.55
Column Factor | Difference t P value Summary

5 24,04 2,779 |P<0.05 *

15 31,85 3,682 |P<0.01 **

30 40,44 4,676 |P<0.001 Fokk

45 36,43 4,211 |P<0.001 Fkx

60 34,22 3,956 |P<0.01 *x

PMM vs CE

Column Factor PMM CE | Difference | 95% CI of diff.
5 3,199 21,45 | 18,25 -15.09 to 51.58
15 17,04 64,62 | 47,58 14.25 t0 80.91
30 26,57 77,49 |50,92 17.59 to 84.25
45 38,19 79,39 |41,20 7.8731t0 74.53
60 43,50 79,74 | 36,23 2.903 to 69.57
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Column Factor | Difference t P value Summary
5 18,25 2,109 |P>0.05 ns
15 47,58 5,501 |P<0.001 il
30 50,92 5,887 |P<0.001 Fokx
45 41,20 4,763 |P<0.001 il
60 36,23 4,189 |P<0.001 il
PMM vs PE
Column Factor PMM PE | Difference | 95% CI of diff.
5 3,199 30,09 |26,89 -6.438 t0 60.22
15 17,04 72,15 |55,11 21.78 10 88.44
30 26,57 82,35 | 55,78 22.451089.11
45 38,19 83,82 | 45,64 12.31to 78.97
60 43,50 85,21 |41,71 8.379 10 75.04
Column Factor | Difference t P value Summary
5 26,89 3,109 |P<0.05 *
15 55,11 6,371 |P<0.001 Fokx
30 55,78 6,448 |P<0.001 il
45 45,64 5,276 |P<0.001 Fkx
60 41,71 4,822 |P<0.001 Fokk
CAvs PA
Column Factor CA PA Difference | 95% CI of diff.
5 42,03 27,24 -14,79 -48.12 to 18.54
15 57,12 48,89 -8,231 -41.56 t0 25.10
30 68,86 67,01 -1,841 -35.17 t0 31.49
45 73,00 74,61 1,615 -31.72 t0 34.95
60 77,57 77,72 0,1472 -33.18 t0 33.48
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -14,79 1,709 P >0.05 ns
15 -8,231 0,9516 |P>0.05 ns
30 -1,841 0,2129 |P>0.05 ns
45 1,615 0,1867 |P>0.05 ns
60 0,1472 0,01702 |P>0.05 ns
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CAvs CE

Column Factor CA CE Difference | 95% CI of diff.
5 42,03 21,45 |-20,58 -53.91 10 12.75
15 57,12 64,62 | 7,500 -25.83 10 40.83
30 68,86 77,49 8,633 -24.70 t0 41.96
45 73,00 79,39 6,394 -26.94 t0 39.73
60 77,57 79,74 |2,164 -31.17 to 35.50
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -20,58 2,379 |P>0.05 ns
15 7,500 0,8671 |P>0.05 ns

30 8,633 0,9980 [P >0.05 ns

45 6,394 0,7392 |P>0.05 ns

60 2,164 0,2502 |P>0.05 ns

CA vs PE

Column Factor CA PE Difference | 95% CI of diff.
5 42,03 30,09 |-11,93 -45.26 t0 21.40
15 57,12 72,15 |15,03 -18.30 to 48.36
30 68,86 82,35 |13,49 -19.84 to0 46.82
45 73,00 83,82 (10,83 -22.50t0 44.16
60 77,57 85,21 |7,640 -25.69 to 40.97
Column Factor | Difference t P value Summary
5 -11,93 1,380 |P>0.05 ns
15 15,03 1,738 |P>0.05 ns

30 13,49 1,560 |P>0.05 ns

45 10,83 1,252 |P>0.05 ns
60 7,640 0,8832 [P >0.05 ns

PAvs CE

Column Factor PA CE Difference | 95% CI of diff.
5 27,24 21,45 -5,794 -39.12 t0 27.54
15 48,89 64,62 |15,73 -17.60 to 49.06
30 67,01 77,49 10,47 -22.86 t0 43.81
45 74,61 79,39 4,779 -28.55t0 38.11
60 77,72 79,74 2,017 -31.31 10 35.35
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Column Factor | Difference t P value Summary
5 -5,794 0,6698 |P > 0.05 ns
15 15,73 1,819 |P>0.05 ns
30 10,47 1,211 [P>0.05 ns
45 4,779 0,5524 |P>0.05 ns
60 2,017 0,2332 |P>0.05 ns
PA vs PE
Column Factor PA PE Difference | 95% CI of diff.
5 27,24 30,09 (2,854 -30.48 t0 36.18
15 48,89 72,15 |23,26 -10.07 to 56.60
30 67,01 82,35 |[15,33 -18.00 to 48.67
45 74,61 83,82 9,212 -24.12 to 42.54
60 77,72 85,21 |7,493 -25.84 t0 40.82
Column Factor | Difference t P value Summary
5 2,854 0,3299 [P >0.05 ns
15 23,26 2,689 |P>0.05 ns
30 15,33 1,773 |P>0.05 ns
45 9,212 1,065 |P>0.05 ns
60 7,493 0,8662 |P>0.05 ns
CE vs PE
Column Factor CE PE Difference | 95% CI of diff.
5 21,45 30,09 8,647 -24.68 10 41.98
15 64,62 72,15 |7,533 -25.80 to 40.86
30 77,49 82,35 4,860 -28.47 10 38.19
45 79,39 83,82 (4,433 -28.90 to 37.76
60 79,74 85,21 |5,476 -27.86 t0 38.81
Column Factor | Difference t P value Summary
5 8,647 0,9997 |P>0.05 ns
15 7,533 0,8708 |P>0.05 ns
30 4,860 0,5619 [P >0.05 ns
45 4,433 0,5125 |P>0.05 ns
60 5,476 0,6331 |P>0.05 ns
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Tiempo (min)

5 15 30 45 60
Control vs PBM * * ns ns ns
Control vs PMM Fkk Fokk Fkk Fokk Fxk
Control vs CA ns * ns ns ns
Control vs PA ** *x ns ns ns
Control vs CE Fxk ns ns ns ns
Control vs PE *x ns ns ns ns
PBM vs PMM * FHx Fkk Fokk R
PBM vs CA ns ns ns ns ns
PBM vs PA ns ns ns ns ns
PBM vs CE ns ns ns ns ns
PBM vs PE ns ns ns ns ns
PMM VS CA *k*k **x *xx **x **
PMM VS PA * ** *k*x *k*k **
PMM vs CE ns Fkx Fkx FHx Fxk
PMM VS PE * *k*k *k*x **k* **kx
CA vs PA ns ns ns ns ns
CAvs CE ns ns ns ns ns
CAvs PE ns ns ns ns ns
PA vs CE ns ns ns ns ns
PA vs PE ns ns ns ns ns
CE vs PE ns ns ns ns ns
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