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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la estabilidad acelerada de un gel de
Rhizophora mangle L. (mangle rojo) en dos condiciones de almacenamiento. Los 3
lotes pilotos producidos (GM01, GM02 y GMO03) se almacenaron a dos temperaturas:
40 = 2 °C durante 3 meses y 25 + 2 °C durante 6 meses. Se realiz6é una evaluacion
de indicadores de estabilidad fisico-quimica y microbiolégica a tiempo 0, 1,2y 3
meses y a tiempo O, 1, 2, 3y 6 meses para cada una de las dos condiciones
ensayadas respectivamente. Todos los lotes almacenados en ambas temperaturas
mostraron estables las caracteristicas organolépticas y la extensibilidad, el pH estuvo
entre 6 y 7 y la reologia confirmé un fluido no newtoniano del tipo Herschel Bulkley en
los tiempos evaluados. La concentracién minima inhibitoria permanecié entre 8 y 10
mg/mL y la concentraciéon de taninos entre 13 a 30 mg/g; todos los lotes se
mantuvieron dentro del limite microbiano. El gel demostré tener buena estabilidad en
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condiciones aceleradas de temperatura, aspecto que es necesario confirmar en un
préximo estudio de estabilidad en anaquel.

Palabras clave: estabilidad acelerada, Rhizophora mangle L., mangle rojo, gel.

ABSTRACT

The objective of the present paper was to evaluate the accelerated stability of a
Rhizophora mangle L. (red mangrove) gel under 2 storage conditions. The three pilot
batches (GM01, GM02 and GM03) were stored at two temperature settings: 40 = 2 °C
for three months and 25 + 2 °C for 6 months. One physical-chemical and
microbiological evaluation was performed in two periods of time: at the months O, 1,
2 and 3 for the first and at the months 0, 1, 2, 3 y 6 for the second tested storage
condition. All the batches stored at both temperatures showed stable organoleptic
characteristics and extensibility, the pH ranged from 6 to 7 and rheology confirmed a
non-Newtonian fluid of Herschel Bulkley-type in the evaluated periods of time. The
minimum inhibitory concentration remained 8 to 10 mg/mL whereas the tannin
concentration ranged 13 to 30 mg/g. All the batches were within the allowable
microbial limits. The red mangrove gel showed good stability under accelerated
temperatures, but this is an aspect that requires to be confirmed in a future on-shelf
stability study.

Key words: accelerated stability, Rhizophora mangle L., red mangrove, gel.

INTRODUCCION

Los manglares ocupan el 4,8 % de la superficie terrestre total de la Isla de Cuba vy el
26 % de la superficie total de bosques. Dentro de los tipos de mangles que existen,
R. mangle L. o mangle rojo es un arbol que tiene una alta distribucién geografica en
el archipiélago cubano.? El extracto acuoso de la corteza de mangle rojo presenta
propiedades farmacolégicas como antiséptico y acelerador de la curacién de heridas, *
° atribuidas a la compleja composiciéon quimica que posee, donde predominan los
polifenoles (54,78 %), representados en su mayoria por taninos poliméricos (80 %) y
taninos hidrolizables (20 %).%"

Basado en estas propiedades, previamente se desarrollé una formulaciéon liquida para
uso topico, registrada en el Centro para el Control Estatal de Medicamentos (CECMED)
como CIKRON-H,® la cual present6 limitaciones en su aplicaciéon debido al
escurrimiento del producto en las heridas, por lo que era necesario aplicarlo cada 24
h. Lo anterior, unido a la necesidad de mejorar la presentacion del producto final,
motivé el desarrollo de un nuevo producto semisélido en forma de gel tépico.

Los semisoélidos son portadores de farmacos que son liberados por via tépica a través
de la piel, la cérnea, el tejido rectal, la mucosa nasal, la vagina, el tejido bucal, la
membrana de la uretra y el revestimiento externo del oido. La piel es uno de los
6rganos mas facilmente accesible del cuerpo humano para la administraciéon tépica y
constituye la ruta principal del sistema de liberacion tépica de farmacos. Estos
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productos medicinales que se aplican a la piel o las mucosas para mejorar o restaurar
una funcién fundamental de la piel o para alterar farmacolégicamente una accién en
los tejidos, se conocen como tépicos o dermatoldgicos.® Dentro de ellos, los geles
pueden formar una pelicula facilmente lavable en la piel debido a sus propiedades no
grasientas. Ademas, debido a su comportamiento reolégico, pueden adherirse a la
superficie de aplicacion por un periodo suficientemente amplio, que ayuda a prolongar
la liberacién del farmaco en el sitio de aplicacién.*®**

Para obtener un éxito terapéutico en el desarrollo de nuevas formulaciones en la
Industria Farmacéutica, la forma farmacéutica debe ser estable, lo que hace que la
evaluacion de la estabilidad sea un factor fundamental. Esta puede medirse a través
de un estudio de estabilidad acelerada, que tiene por objeto verificar, en condiciones
especificas y controladas, la capacidad de un producto para mantener las mismas
caracteristicas y propiedades durante su vida util.***°

Tomando en cuenta los estudios realizados con la formulacién liquida,*® y como parte
del desarrollo del gel de R. mangle L. para el tratamiento de heridas y quemaduras,
constituye el objetivo de este trabajo evaluar la estabilidad acelerada en dos
condiciones de almacenamiento.

METODOS

Los 3 lotes pilotos producidos se identificaron como GM01, GM02 y GM03 y se
envasaron en tubos colapsibles de aluminio con laqueado interior de capacidad de 25
g, inyector sellado de membrana de aluminio y tapa plastica de polietileno de alta
densidad con perforador. Se produjeron con la misma formulacién, proceso de
fabricacion y condiciones de envase que se propone para circular en el mercado.

Se almacenaron en dos condiciones de temperatura: a 40 = 2 °C durante 3 meses y a
25 + 2 °C durante 6 meses, y se realizé una evaluaciéon de indicadores de estabilidad
fisico-quimica y microbioldgica a tiempo 0, 1, 2y 3 mesesy a tiempo 0, 1, 2,3y 6
meses para cada una de las dos condiciones ensayadas respectivamente.

Caracteristicas organolépticas. Se evalu6 la apariencia fisica en cuanto a olor,
color, textura (homogénea o no homogénea) y consistencia (fluida, semiviscosa o
viscosa) mediante la utilizaciéon de los 6érganos sensoriales.

Extensibilidad. Se le realizaron 3 réplicas a cada lote en cada uno de los tiempos
evaluados. La extensibilidad se midié utilizando placas de cristal (20 x 20 cm); se
situd la placa inferior sobre una hoja de papel milimetrado a la que se le trazaron
diagonales y se colocé una muestra de 2 g de gel sobre el punto de interseccion. Se
ubicé la placa superior durante 1 min y se tomaron los valores de los 8 radios
formados.'’ El area de extensibilidad (Ag) se calcul6 segln la siguiente expresion:

Ae= T (rp)?
donde:

rp: radio promedio de las 8 mediciones (mm).
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pH. Se determiné con un pH-metro PH M83 AUTOCAL pH METER y se consideré como
limite de aceptacidon 6-7 segun las caracteristicas propias del extracto empleado en la
elaboracion del gel.

Reologia. Se realiz6 en un roto viscosimetro HAAKE de cilindros concéntricos, que
lleva acoplado el sistema M5/SV2 y utiliza un programa computadorizado ROT.23
version 2.3 HAAKE. Se trabajé en un ambiente termostatado a 25 °C. El gradiente de
velocidad empleado fue de 0 a 440 s™, con una duracién de 2 min y la velocidad de
cizalla fue de 0-200 Pa. Se realizaron mediciones tras el aumento y la disminucién de
la velocidad de deformacién con el objetivo de obtener las curvas ascendentes y
descendentes de los gréficos de fluidez. Se grafico la tension de cizalla t (Pa) vs.
velocidad de cizalla y (s™).

Contenido de taninos totales (TT). Se realiz6 mediante una precipitacion
cuantitativa de los taninos con albimina sérica y su posterior determinacion
colorimétrica con cloruro férrico.*®

Actividad antimicrobiana. Se determiné la minima concentracién del producto
(formulado a 30 mg/mL de sdlidos solubles totales) que es capaz de inhibir el
crecimiento de la cepa de Sthaphylococcus aureus ATCC 29740 en un periodo de 24
h.19

Limite microbiano. Se procedié segun lo establecido por la USP 29, para determinar
el conteo total de microorganismos viables aerobios por el método de placa vertida o
nimero mas probable (NMP).%°

Analisis estadistico. Se uso6 el paquete estadistico STATGRAPHICS PLUS version 5.1
(Statistical Graphics Corp., EUA) para sefalar la existencia o no de diferencia
significativa entre los lotes con respecto al pH, el contenido de taninos y la
extensibilidad.

RESULTADOS

Los resultados de la evaluacién inicial realizada a los tres lotes mostraron una buena
reproducibilidad tecnoldgica y todos cumplieron con las especificaciones de calidad
establecidas. En las dos condiciones de almacenamiento se observé una constancia en
la apariencia de los geles, sin que se observaran signos de inestabilidad fisica. Todos
los lotes se mantuvieron como geles de un color pardo rojizo oscuro, brillantes,
homogéneos, de olor caracteristico y consistencia viscosa.

Todos los lotes se caracterizaron por grandes areas de extensibilidad, mantenidas en
todos los tiempos y condiciones que se evaluaron (Fig. 1, 2), al igual que el pH, que
permanecio inalterable en un rango entre 6 y 7 (Fig. 3, 4).
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Fig. 1. Area de extensibilidad de los lotes almacenados a
25 °C durante 6 meses,
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Fig. 3. Yalores de pH de los lotes almacenados a 25 °C
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Fig. 4. Yalores de pH de los lotes almacenados a 40 °C durante
3 meses,

El estudio reolégico, como indicador de estabilidad fisica, evidencié que los 3 lotes
mostraron un fluido newtoniano de tipo plastico no ideal, correspondiendo a un
modelo Herschel Bulkley durante las condiciones del estudio.
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Todos los lotes mantuvieron el contenido de taninos dentro de los limites de
aceptacion (13-30 mg/g) y la concentracidon minima inhibitoria (CMI) estuvo entre 8 y
10 mg/mL durante el periodo evaluado (tabla).

Tabla. Taninos totales v CMI de los lotes almacenados a 25 v 40 °C durante 6 y 3 meses respectivamente

_ 25 °C 40 °C
Indicadar Tiempo inicial Tiempo (meses)
1 2 3 5 1 2
Taninos totales =18,0x1,4 | 22,2=0,3 | 25,7=1,3 | 21,1=1,9 | 23,812 | 23,4%1,9 | 23,1=1,2
(ma/a) ==17,8+0,8 | 22,8+1,3 | 26,3%0,0 | 22,5¢1,6 | 22,840,2 | 22,940,8 | 21,9+1,8
(Media + DE) ===161+1,0 | 18,9+0,9 | 20,5=1,7 | 16,8+0,5 18,420,3 | 17,9£1,9 | 19,1=1,4
=g 8 8 8 10 8 8
‘(:rﬂljmu ==g 8 8 8 10 8 8
9 ===g g g g 10 8 8

* Lote GMO1, ¥~ Lote GMOZ, === Lote GMO3.

Los 3 lotes almacenados en las dos condiciones de temperatura cumplieron con el
limite microbiano en todos los tiempos evaluados, aspecto que garantiza que no
exista contaminacion microbiana en el gel.

DISCUSION

Aunque los resultados de los estudios acelerados no son siempre predictivos de los
cambios fisicos, contribuyen a predecir el periodo de validez bajo condiciones
normales de almacenamiento.”

La estabilidad de los productos farmacéuticos depende de factores ambientales, como
temperatura, humedad y luz, y de factores relacionados con el producto entre los que
sobresalen las propiedades fisico-quimicas del principio activo y de los excipientes, la
forma farmacéutica y su composicion, los procesos de fabricacion y la naturaleza y
propiedades del envase utilizado.**

Por tal motivo, este estudio se realizé en el envase final propuesto ya que la seleccion
del envase constituye una decision trascendental del programa de acondicionamiento
de un medicamento, que contribuyd a que el limite microbiano de todos los lotes se
mantuviera dentro de las especificaciones establecidas por la USP 29.%° Aunque todas
las funciones del acondicionamiento son importantes, puede decirse que la proteccion
es el factor critico puesto que incide sobre la estabilidad del propio medicamento.?*>*
Estos requerimientos no se brindan en las Pharmacopeas; la adecuacién de un
material en particular como envase, se establece normalmente a través de estudios
de estabilidad en el cual el material esta en contacto con el farmaco en cuestion.?>?%’

La mayoria de los geles presentan estructuras que no llegan a alcanzar el equilibrio;
los diferentes métodos de elaboracion y las condiciones influyen en el estado del gel.
El gel se estabiliza fisicamente conforme tiende hacia el equilibrio, lo cual confiere
gran importancia a la apariencia del gel que debe ser considerada en el analisis de las
propiedades fisicas.?® En este sentido, todos los lotes mantuvieron inalterables las
caracteristicas organolépticas; resulta llamativa la apariencia brillante y el color color
pardo rojizo oscuro del gel resultante, debido fundamentalmente a la presencia de los
taninos en el extracto acuoso de mangle rojo.” En cuanto a las areas de
extensibilidad, todos los lotes se mantuvieron dentro del limite establecido (3 000y 5
000 mm?), solo se observé diferencia significativa (p < 0,05) del lote uno con respecto
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al resto en el tiempo de un mes a temperatura de almacenamiento de 25 °C, aspecto
que puede estar dado por la propia variabilidad del método.

En el disefio de un gel es indispensable seleccionar la formulacién que presente
caracteristicas organolépticas y reolégicas idoneas para su administracion topica, es
decir, con extensibilidad y textura apropiadas. Es importante asegurarse de que la
preparacion sea estéticamente aceptable para el paciente y facil de usar.?® Los lotes
de gel evaluados mantuvieron una consistencia en un término medio, necesario para
garantizar una adecuada aplicacién y permanencia en el sitio de accién.

El pH de todos los lotes fue estable durante las condiciones evaluadas y no se
manifestaron diferencias significativas entre los lotes a los diferentes tiempos en las
dos condiciones de almacenamiento, lo anterior garantiza que el gel no provoque
irritacion en el momento de su aplicacién y ademas, constituye un indicador de
estabilidad fisica.?**° En las preparaciones tépicas el pH debe ser neutro o débilmente
acido, lo mas parecido al de la piel.?®

En el analisis reoldgico se observé un comportamiento caracteristico de los geles en
todos los lotes. Las propiedades reoldgicas deben proporcionar al preparado una
adecuada extensibilidad y adaptabilidad a la superficie y cavidades cutaneas.?®

El indicador de contenido de TT constituye un elemento importante que esta
relacionado con las propiedades farmacolégicas como antiséptico y acelerador de la
curacion de heridas del extracto acuoso de la corteza de mangle rojo que compone el
gel.®® Estos polifenoles son los principios activos de esta formulacién,’ por lo que
Travieso y otros (2011) validaron un método cuantitativo confiable no solo para los
estudios de estabilidad, sino en los controles de proceso del producto intermedio y en
el control de calidad del producto final.*® Para tal efecto, estandarizaron un método
basado en la precipitacién con proteinas de los compuestos fendlicos sugerido por
Hagerman y Butler.*! Este método fue validado posteriormente para su uso en la
evaluacién de formulaciones liquidas,®? y fue utilizado en el estudio de estabilidad en
estante del CIKRON-H.3?

Al comparar estos resultados entre lotes, se observé que el lote 3 difirié del resto en
todos los tiempos evaluados (p < 0,05), sin embargo todos los resultados se
mantuvieron entre 13-30 mg/g. De igual forma, la variacidon de TT de los lotes a los
diferentes tiempos y temperaturas ensayados se mantuvo dentro del limite de
especificacion establecido para este indicador de calidad.

La CMI, en microbiologia, es la concentracibn mas baja de un antimicrobiano que
inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de su incubacion, es
importante en diagndsticos de laboratorio para confirmar la resistencia de
microorganismos a un agente antimicrobiano y ademaés para monitorear la actividad
de los nuevos agentes antimicrobianos.** Se observé un incremento de la CMI hasta
10 mg/mL a los 6 meses de estabilidad en 25 °C, a pesar de no observarse cambios
significativos en los TT. En este sentido, la caracterizacién quimica realizada al
extracto acuoso de la corteza de R. mangle reveld la presencia de polifenoles o
taninos totales (54,78 %), representados en su mayoria por taninos poliméricos (80
%) y taninos hidrolizables (20 %); se destaca la presencia en estos ultimos de
epicatequina, catequina, acido clorogénico, acido galico y acido elagico, ademas se
encontraron galotaninos y elagitaninos. De las estructuras no tanicas, se refiere la
presencia de carbohidratos (17,5 %) libres y enlazados (xilosa, ramnosa, glucosa,
fucosa, arabinosa, manosa y galactosa); acidos grasos (4,0 %) de cadena larga,
saturados e insaturados, desde C 10:0 hasta C 24:0; fitoesteroles (0,0285 %),
representados por estigmasterol, sitoesterol y posiblemente campesterol;
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componentes volatiles o semivolatiles (70 compuestos) (0,0205 %) y aromas o
aceites esenciales no volatiles.*®

Aunque se demostr6é, que la fraccion de taninos poliméricos, componente mayoritario,
contribuy6 con el mayor aporte a la actividad antimicrobiana del extracto de mangle
frente a Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, todos los grupos quimicos
presentes en este mostraron también esta actividad.*® Por este motivo, el incremento
del valor de la CMI no solo depende de la concentracion de TT, aunque si en mayor
medida.

Armenteros y Ginorio (1999) informan inhibicién del crecimiento de Staphilococcus
aureus y Streptococcus agalactiae en presencia de extractos de mangle rojo a 8
mg/mL y de Candida albicans y Pseudomona aeruginosa a concentracion de 10
mg/mL, lo que coincide con los valores de CMI obtenidos en este estudio.?’

Durante el periodo analizado (3 y 6 meses) para 40 y 25 °C respectivamente, todos
los lotes del gel almacenados en el envase final propuesto permanecieron estables, o
sea, todos los indicadores fisico-quimicos y microbioldgicos evaluados se mantuvieron
dentro de los limites de aceptacion establecidos en cada uno. Lo anterior es un indicio
de que el producto disefiado en forma de gel debe tener buena estabilidad en
anaquel, aspecto que es necesario confirmar en un proximo estudio de estabilidad en
condiciones reales de almacenamiento.
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