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RESUMEN

Objetivo: evaluar la estabilidad en anaquel de un gel elaborado a partir del
extracto acuoso de la corteza de Rhizophora mangle L. (mangle rojo).

Métodos: los tres lotes pilotos del gel (GM01, GM02 y GM03) se almacenaron a
temperatura de refrigeracion (5 £+ 3 °C) durante 12 meses. Se realizé una
evaluacion fisico-quimica y microbioldgica a tiempo inicial y a los 3, 6, 9y

12 meses.

Resultados: todos los lotes mantuvieron una apariencia de geles homogéneos,
viscosos, libres de grumo, brillantes y de un color pardo-rojizo oscuro y mostraron
amplias areas de extensibilidad. El pH estuvo entre 6 y 7 y la reologia fue
caracteristica de un fluido no newtoniano del tipo Herschel Bulkley con potencial
modificado en todos los tiempos evaluados. Los tres lotes cumplieron el limite
microbiano establecido, asi como la concentracion minima inhibitoria que estuvo
entre 8 y 10 mg/mL y la concentraciéon de taninos entre 13 a 30 mg/g.
Conclusiones: se demostré que todos los lotes del gel fueron estables durante el
periodo de estabilidad en anaquel, por lo que se propone que se almacene de

2-8 °C durante 1 afo.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the long-term stability of a gel obtained from the aqueous
extract of the Rhizophora mangle L. (red mangrove) bark.

Methods: the three gel pilot batches (GM01, GM02 and GMO03) were stored under
refrigeration (5 = 3 °C) for 12 months. Physical-chemical and microbiological
evaluations were made at the beginning and after 3, 6, 9 and 12 months.
Results: All these batches kept their appearance of homogeneous, viscous, lump-
free and bright gels with dark reddish-brown color and wide areas of extensibility.
The pH ranged 6 to 7 and the rheology reflected a non-Newtonian Herschel Bulkley-
type fluid with modified potential at all evaluated times. The three batches met the
established microbial limit and the minimum inhibitory concentration (MIC) of 8 to
10 mg / mL and the tannin concentration of 13 to 30 mg/g.

Conclusions: it was demonstrated that all the gel batches were stable during the
long-term stability study, so it was suggested that the gel should be stored at

2-8 °C for one year.

Key words: long-term stability, Rhizophora mangle L., red mangrove, gel.

INTRODUCCION

Las plantas han formado la base de los sistemas tradicionales de medicina, los
cuales han existido por cientos de afios y son cada vez mas utilizadas en todo el
mundo durante las Ultimas décadas, como lo demuestra el rdpido crecimiento de
los mercados mundiales y nacionales de medicamentos a base de hierbas.*?

En Cuba, su uso ha adquirido en los ultimos afios una relevancia fundamental como
fuente de materia prima para la Industria Farmacéutica, en la sustitucion de
materia prima de importacion para la elaboraciéon de medicamentos y como arma
terapéutica en los sistemas médicos y fitoterapéuticos tradicionales.®*® De forma
similar a lo que ocurre en la mayoria de los paises, las plantas medicinales se
encuentran incluidas en la categoria de medicamentos. Por tanto, se hace necesario
que todo fitopreparado empleado con fines terapéuticos, cumpla los parametros de
calidad, seguridad y eficacia, aspectos que han sido deficientes en los productos
herbarios.®®

Como parte del sistema para el control, produccién y comercializacién de dichos
medicamentos, es indispensable el registro del medicamento, el cual se evalla por
el Centro para el Control Estatal de Medicamentos (CECMED). En él se le solicitan al
fabricante datos sobre la estabilidad del producto farmacéutico que avale el periodo
de validez solicitado, ya que la seguridad y la eficacia de los productos
farmacéuticos estan influenciadas no solo por sus propiedades intrinsecas sino por
la estabilidad que presenten.'®*

El gel de Rhizophora mangle L. se obtiene a partir del extracto acuoso concentrado
de la corteza de este arbol, con probada eficacia como antiséptico y acelerador de
la curacion de heridas.*** Esta nueva forma farmacéutica fue disefiada tomando
como antecedente las limitaciones de la formulacién liquida registrada en el
CECMED como CIKRON-H, entre ellas, el escurrimiento de las heridas en el
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momento de su aplicacion y su correspondencia con la necesidad de aplicarlo cada
24 h, ademas de mejorar la presentaciéon del producto final. EI CIKRON-H, como
presentacion liquida tuvo una estabilidad en anaquel de 12 meses,'® para esta
nueva forma de presentacion fue realizado un estudio de estabilidad acelerada
durante 3 y 6 meses para 40 y 25 °C respectivamente, lo que demostré que todos
los lotes del gel permanecieron estables.*® Para confirmar estos resultados en
condiciones reales de almacenamiento es indispensable hacer este estudio, por lo
que el objetivo de este trabajo es evaluar la estabilidad en anaquel del gel de
mangle rojo para determinar su periodo de validez.

METODOS

Los tres lotes pilotos producidos se identificaron como GM01, GM02 y GMO03, y se
envasaron en tubos colapsibles de aluminio con laqueado interior de capacidad de
25 g, con inyector sellado de membrana de aluminio y tapa plastica de polietileno
de alta densidad con perforador. Fueron producidos con la misma formulacion,
proceso de fabricacién y condiciones de envase que se propone para circular en el
mercado.

Se almacenaron a temperatura de 5 + 3 °C durante 12 meses y se realizé una
evaluacion de los indicadores de estabilidad fisico-quimica y microbioldgica a
tiempo inicial y a los 3, 6, 9 y 12 meses.

Caracteristicas organolépticas

Se evalud la apariencia fisica en cuanto a olor, color, textura (homogénea o no
homogénea) y consistencia (fluida, semiviscosa o viscosa) mediante la utilizacion
de los 6rganos sensoriales.

Contenido de taninos totales

Se realiz6é mediante una precipitacion cuantitativa de los taninos con albumina
sérica y su posterior determinacion colorimétrica con cloruro férrico.*’

Limite microbiano

Se procedi6 segun lo establecido por la USP 29, para determinar el conteo total de
microorganismos viables aerobios por el método de placa vertida o nUmero mas
probable (NMP).*®

Actividad antimicrobiana

Se determiné la minima concentracion del producto (formulado a 30 mg/mL de
sélidos solubles totales) que es capaz de inhibicién en el crecimiento de la cepa de
Sthaphylococcus aureus ATCC 29740 en un periodo de 24 h.*°

448
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Revista Cubana de Farmacia. 2012;46(4): 446-456

Reologia

Se realiz6é en un roto viscosimetro HAAKE de cilindros concéntricos, que lleva
acoplado el sistema M5/SV2 y utiliza un programa computadorizado ROT.23 versién
2.3 HAAKE. Se trabajoé 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 deformaciéon 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™).

Extensibilidad

Se le realizaron tres réplicas a cada lote en cada uno de los tiempos evaluados. La
extensibilidad se midié utilizando placas de cristal (20 x 20 cm), se situé la placa
inferior sobre una hoja de papel milimetrado a la que se le trazaron diagonales y se
coloc6é una muestra de 2 g de gel sobre el punto de interseccidon. Se ubicdé la placa
superior durante 1 min y se tomaron los valores de los ocho radios formados.? El
area de extensibilidad (Ag) se calcul6 segun la siguiente expresion:

A= T (rp)2
donde:

rp: radio promedio de las ocho mediciones (mm)

pH

El pH se determiné con un pH-metro PH M83 AUTOCAL pH METER y se considerd
como limite de aceptacion 6-7 segun las caracteristicas propias del extracto
empleado en la elaboracién del gel.

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

En cuanto a las caracteristicas organolépticas de los lotes no se observaron cambios
perceptibles, ni se detectaron signos visuales de inestabilidad fisica. Todos los lotes
mantuvieron las especificaciones de calidad establecidas con una apariencia de
geles de un color pardo rojizo oscuro, brillantes, homogéneos, de olor caracteristico
y consistencia viscosa.

Todos los lotes mantuvieron grandes areas de extensibilidad, entre 3 000 y
5 000 mm? durante el estudio (Fig. 1), adecuadas para su aplicacion en heridas y
quemaduras. En las preparaciones topicas el pH debe ser neutro o débilmente
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acido, lo mas parecido al de la piel. En este caso, todos los lotes se mantuvieron
dentro de las especificaciones establecidas, en un rango entre 6 y 7 (Fig. 2).

Area de extensibilidad (mm?)
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Fig. 1. Area de extensibilidad de los lotes almacenados de 2 a
8 °C durante 12 meses.
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Fig. 2. Valores de pH de los lotes almacenados de 2 a 8 °C
durante 12 meses.

En el estudio reoldgico realizado a los tres lotes, todos presentaron un fluido
newtoniano de tipo plastico no ideal, correspondiente a modelo Herschel Bulkley,
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que se mantuvo durante los 12 meses de evaluacion, el cual constituye un
indicador de estabilidad fisica del gel.

Durante el periodo evaluado (tabla), todos los lotes se mantuvieron dentro de los
limites de aceptacion para este indicador de calidad (13-30 mg/g), y en
correspondencia con los valores anteriores, la actividad antimicrobiana se comporto
entre 8 y 10 mg/mL, lo que garantiza su actividad bioldgica in vitro pues el
producto esta formulado a una concentracion de sélidos solubles totales tres veces
mayor, es decir, a 30 mg/mL.

Tabla. Resultados de la evaluacion de los lotes almacenados de 2 a 8 2C durante 12 meses

Taninos totales {mg/g) CMI {mg/mL]

Tiempo (Media + DE)
(mes) Lote GMO1 Lote GMOZ Lote GMO3 Lote GMO1 Lote GMOZ
0 18,00 + 1,38 | 17,83 + 0,05 | 16,07+0,97 g 2
3 20,61 £ 0,55 20,00 £ 0,10 15,48+0,86 a8 a8
G 24,03 £ 0,57 21,42 £ 2,04 17,41+0,31 a2 a2
Q 22,99 £+ 0,45 23,36 £ 0,51 18,90=x0,582 10 a8
12 30,92 £ 1,09 30,22 £ 3,688 22,870,850 10 10

Los tres lotes cumplieron con el limite microbiano que regula que no exista mas de
102 UFC y que no deben estar presentes Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Candida sp, Salmonella sp ni otras enterobacterias. Estos ensayos de
control sobre la contaminacién microbiana deben entenderse tanto de forma
cuantitativa como cualitativa. Segun esto, en los medicamentos y cosméticos no
deben de haber agentes de enfermedades (especies patégenas), y el contenido de
saprofitos no debe sobrepasar los valores limites definidos.

DISCUSION

La prueba de estabilidad es la principal herramienta para evaluar la fecha de
caducidad y las condiciones de almacenamiento para productos farmacéuticos. Los
estudios de estabilidad estan vinculados al establecimiento y garantia de la
seguridad, calidad y eficacia del medicamento desde la temprana fase de desarrollo
a través del ciclo de vida del medicamento.?* El disefio de este estudio se debe
realizar con el fin de obtener informaciéon sobre el comportamiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas y biofarmacéuticas de un
medicamento durante el periodo de validez propuesto y en las condiciones de
almacenamiento y en el envase en que se propone circular, o con el que circula en
el mercado. Sus resultados permiten confirmar o establecer el periodo de validez y
las condiciones de almacenamiento.®

Todos los lotes mantuvieron una apariencia adecuada y fueron facilmente lavables,
a pesar de la capacidad de manchar que tiene el extracto acuoso de mangle rojo.
Este resultado puede deberse al carbopol que contiene esta formulacién, el cual
tiene un elevado grado de transparencia, facilidad de aplicaciéon y de remocién,
ademas de propiedades emolientes y refrescantes.?? La posibilidad de ser eliminado
de la zona tratada mediante un simple lavado resulta siempre de interés, pues se
reduce el dolor del paciente durante este proceso. No obstante, esta recomendacion
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no debe en ningun caso, influir en el efecto general de la medicacion como sucede,
por ejemplo, en aquellas enfermedades que requieren por su remision, de vehiculos
grasos fuertemente oclusivos y que légicamente no son lavables.?®

Ademas de estas caracteristicas, este gel mostré una buena extensibilidad, solo se
observo diferencia significativa (p < 0,05) entre los lotes a los tres meses dados por
la propia variabilidad del método. En el andlisis reoldgico se observé un
comportamiento caracteristico de los geles en todos los lotes.

Al respecto, un gel no debe ser ni poco extensible (muy viscoso), ni demasiado
extensible (muy fluido) ya que seria muy desagradable a la hora de su aplicacion e
incébmodo para el paciente, por lo que se requiere que esté en un término medio y
que con el tiempo se mantenga estable; por su importancia, este indicador ha sido
evaluado por otros autores.?*2°

La determinacion del pH es necesaria para detectar cualquier alteracion de este
indicador durante el almacenamiento, lo que asegura que el valor de pH del gel es
compatible con los componentes de la formulacién y con el sitio de aplicacion, lo
que evita que se produzca una irritacion.?’ En este caso el pH de todos los lotes fue
estable y no se manifestaron diferencias significativas entre los lotes a los
diferentes tiempos. Si bien desde el punto de vista del volumen de produccioén las
preparaciones dermatolédgicas ocupan el 4 % en las estadisticas, constituyen, sin
embargo, un grupo de significativa importancia dentro de la tecnologia
farmacéutica. Esto se debe a que su formulacién requiere de consideraciones muy
especiales, no solamente en lo referente a la naturaleza de los principios activos,
las bases o vehiculos y los diferentes aditivos, sino también por la complejidad del
6rgano sobre el cual van a ser aplicados, es decir, sobre la piel.?® Dentro de las
consideraciones especiales que se deben tener en cuenta se encuentra el pH, dado
que durante el periodo de almacenamiento puede ocurrir un cambio significativo si
el pH excede el limite establecido, al igual que el incumplimiento de las
especificaciones de la descripcion y las propiedades fisicas como, por ejemplo, el
color, separacion de fases, entre otros.®

La actividad bioldgica del gel como antiséptico y acelerador de la curacion de
heridas esta relacionada con los taninos totales, que constituyen el compuesto
mayoritario del extracto acuoso de la corteza de Rhizophora mangle L. y son los
principios activos de esta formulacion.?° En la compleja composiciéon quimica que
tiene, predominan los polifenoles (54,78 %), representados en su mayoria por
taninos poliméricos (80 %) y taninos hidrolizables (20 %), destacandose la
presencia en estos Ultimos de epicatequina, catequina, acido clorogénico, acido
gélico y acido elagico, ademas de galotaninos y elagitaninos.*° La determinacion de
taninos totales se realizé por un método previamente validado por Travieso y
otros’ y mostré, al igual que en el estudio de estabilidad acelerado®® que el lote

3 difirié del resto en todos los tiempos evaluados (p < 0,05). Se observé un
aumento en la concentraciéon de taninos en el tiempo, debido fundamentalmente a
las caracteristicas de la técnica empleada para su cuantificacion, que también
puede detectar la presencia de otros compuestos coloreados oxidados que se
forman en el tiempo, por el efecto del alto contenido de agua en esta forma
farmacéutica. Todos estos valores se mantuvieron dentro del limite y es importante
sefalar que respaldando estos resultados, la actividad bioldgica in vitro
determinada a través de la actividad antimicrobiana, se mantuvo entre 8 y

10 mg/mL. Aungue se demostré que su componente mayoritario (la fraccién de
taninos poliméricos) contribuyd con el mayor aporte a la actividad antimicrobiana
del extracto de mangle frente a diferentes microorganismos, todos los grupos
quimicos presentes en él mostraron también esta actividad.** Armenteros informa
que concentraciones de 8 mg/mL de extractos de mangle rojo inhiben el
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crecimiento de Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae; con
concentraciones de 10 mg/mL Candida albicans y Pseudomona aeruginosa; y a
partir de 40 mg/mL Salmonella thyphimurium y Escherichia coli.®* Resultados
similares fueron obtenidos por Montes de Oca y otros, 2001.%

De forma general, los tres lotes mantuvieron los indicadores evaluados dentro de
los limites establecidos, lo que indica que fue certera la seleccién de los excipientes
de la formulacioén, asi como del envase, aspecto fundamental para garantizar la
estabilidad del medicamento.?3¢ El tubo de metal es muy utilizado en este tipo de
formulaciones ya que permite una facil dispensacion del preparado, con buen cierre
y una adecuada proteccion del producto. Si se utiliza de forma correcta, el riesgo de
contaminacioén de la fraccidn remanente es minimo ya que el tubo, al ser
colapsable, no vuelve a inspirar aire hacia su interior. En este estudio, el uso de
este tipo de envase contribuy6 a que el limite microbiano se mantuviera dentro de
las especificaciones establecidas por la USP 29.*® Por el contrario, en el caso de los
tubos plasticos, la recuperacion de la forma original motivada por la elasticidad del
material puede favorecer la degradacion del preparado remanente debido a la
entrada de aire hacia el interior del recipiente.®*

Todos los lotes del gel fueron estables durante el periodo de estabilidad en anaquel,
por lo que se propone que se almacene de 2-8 ©C durante 1 afio, y se recomienda
continuar este estudio hasta los 24 meses.
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