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RESUMEN

INTRODUCC ION: Parthenium hysterophorus L. (escoba amarga) es una planta de
reconocida accion antiparasitaria, carece de investigaciones analiticas y
tecnolégicas que permitan dar seguimiento a la estabilidad intrinseca del sdlido en
polvo de la planta, para la futura obtencién de una forma farmacéutica de utilidad
antiparasitaria cientificamente fundamentada.

OBJETIVO: establecer la estabilidad integral del polvo obtenido de follaje de P.
hysterophorus en condiciones reales de almacenamiento basado en partenina.
METODOS: se desarrollé un estudio de la estabilidad intrinseca del sélido en polvo
de P. hysterophorus frente a factores externos (humedad, temperatura y luz).
RESULTADOS: la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) para la
cuantificacidon de partenina en el sélido en polvo del P. hysterophorus es especifica
y puede emplearse en los estudios de estabilidad. Se demostré que la humedad y la
luz son factores que influyen negativamente en la estabilidad quimica de la
partenina.

CONCLUSIONES: la estabilidad quimica del s6lido en polvo, conservado en frascos
de vidrio &mbar cubiertos con papel de aluminio y tapén de goma, evaluada segun
las normativas ICH (2005), es insuficiente para su comercializacibn como materia
prima para la elaboracion de formas de dosificacion.

Palabras clave: Parthenium hysterophorus, partenina, estabilidad.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Parthenium hysterophorus (escoba amarga) is a well-known
antiparasitic plant, but the lack of analytical and technological research studies
does not allow following-up the intrinsic stability of the plant solid powder for
obtaining a scientifically-proved pharmaceutical form with antiparasitic action.
OBJECTIVE: to ascertain the integral stability of the powder from P. hysterophorus
foliage under actual storage conditions, taking the parthenin content as a basis.
METHODS: the intrinsic P. hysterophorus solid powder stability was determined
against external factors such as humidity, temperature and light.

RESULTS: the high-performance liquid chromatography is a specific technique to
quantify the parthenin contents in P. hysterophorus powder and may be used in the
stability studies. It was proved that humidity and light had a negative impact on the
chemical stability of the parthenin.

CONCLUSIONS: the chemical stability of the solid powder, preserved in amber
glass flasks covered with aluminium paper and rubber cap and evaluated according
to ICH standards (2005), is not adequate for this substance to be marketed as raw
material for dosage form preparations.

Key words: Parthenium hysterophorus, parthenin, stability.
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INTRODUCCION

El uso universal de la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) en el analisis de
los sesquiterpenos presentes en Parthenium hysterophorus L., se expone en
diversas publicaciones, se describe el empleo de columnas ODS y fase movil de
acetonitrilo: agua, al separar las lactonas de las especies de Parthenium en una
columna del ultrasphere-ODS por elucién con un gradiente de acetonitrilo-agua a
215 nm.1? Otro ejemplo de separaciones analiticas de sesquiterpenos mediante
CLAE es el estudio de extractos de Solanum tuberosum L., con el empleo de
columnas de pBondapaK C (10 um) (30 cm x 4,6 mm) a una longitud de onda de
225 nm. En el caso de la separacion de hidrocarburos sesquiterpenos mediante el
empleo de columnas Nucleosil 5 (7 pm), LiChrosorb RP18 (10 pm) y una longitud
de onda de 220 nm.® Por otra parte, no existen técnicas analiticas ni estudios de
preformulacioén, descritos en la bibliografia, que garanticen el control de calidad y la
estabilidad del material de partida y finales a partir de la planta.

Por ello, se plantea, con vistas a su futura estandarizacibn como ingrediente
farmacéutico activo herbario, desarrollar el estudio de estabilidad quimica inicial del
polvo de follaje de Parthenium hysterophorus L.

METODOS
Obtencion del material vegetal

Las partes aéreas de la planta (follaje) se colectaron de un entorno localizado
(Reparto Universitario) donde predominaba un suelo con caracteristicas pardo con
carbonato y se identificaron en el Jardin Botanico de la Universidad Central de las
Villas por el doctor Cristébal Rios Albuerne con nimero de voucher 08133.

Estudio de estabilidad inicial del estado soélido

Procedimiento: se realizé siguiendo la metodologia descrita.*® El muestreo se hizo
cada 15 d, se valoraron las caracteristicas organolépticas y se realiz6 la
determinacién cuantitativa del metabolito de interés (partenina), para lo cual se
utilizé cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) y cromatografia en capa
delgada (CCD) con las condiciones cromatograficas siguientes:

- Cromatografia en capa delgada (CCD): fase estacionaria: silica gel GF 60,
dimensiones (8,1 x 4,5 cm) y 0,2 mm de espesor. Fase moévil: cloroformo:acetona
(6:2). Revelador: luz ultravioleta a una longitud de onda (A) de 254 nmy posterior
aspersion con disolucién de vainillina 1 %.

- Cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE): fase estacionaria: LiChrospher - 100
RP- 18, fase mdvil: acetonitrilo:agua (40:60), gradiente de elucién: 10 min
(40:60), 15 min (100 % acetonitrilo), 20 min (40:60), flujo: 1,0 mL/min, detector:
longitud de onda variable; A= 210 nm, volumen de inyeccién: 10 pL.3

Procedimiento experimental: se pes6 0,1 g del sélido en polvo (3 réplicas), se
colocaron en frascos ambar y protegidos de la luz, y se mantuvieron durante 3
meses en las condiciones siguientes: a) estudio de estabilidad acelerada: 40 + 2
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°C/75 £5 % HR, condicion del envase: frasco &mbar con tapén de goma protegido
de la luz.? b) estabilidad a largo plazo: 30 + 2 °C/65 + 5 % HR?, envase: frasco
ambar con tapén de goma protegido de la luz. Se observé el comportamiento
organoléptico de los soélidos en polvo a tiempo inicial y a los 3 meses. Se aplicé la
técnica de determinacion cuantitativa de partenina en los sélidos de P.
hysterophorus mediante CLAE tiempo inicial y a los 3 meses.

Estudio de estabilidad. Condiciones de estrés de humedad

Procedimiento experimental: se pesaron 3 réplicas correspondientes a 0,1 g del
sélido en polvo, se colocaron en frascos ambar y protegidos de la luz, y se
mantuvieron durante 3, 6 y 12 meses en la condicidn siguiente: ensayo de estrés
de humedad 25 + 2 °C/80 = 5 % HR.? Envase: frasco destapado protegido de la
luz. Se aplicé la técnica de determinacidn cuantitativa de partenina en los sélidos
en polvo de P. hysterophorus mediante CLAE, para determinar el contenido de su
principal ingrediente activo, la partenina, a tiempo inicial y a los 3, 6 y 12 meses.

Técnica de cuantificacion (CLAE)®

Preparacion de la muestra: se pesaron con exactitud 0,5 g de material vegetal y se
realizé una extraccién con 40 mL de metanol, se agité en bafio ultrasénico durante
10 min. El extracto fue filtrado y lavado con 15 mL de metanol. Luego se repiti6 la
extraccion partiendo de los 0,5 g de material vegetal, se reunieron los filtrados
concentrandolos a vacio en rotoevaporador y se redisolvio en 20 mL de metanol. Se
tomo una alicuota de 1 mL, se disolvié en 10 mL y se enrasé con acetonitrilo:agua.

Estabilidad acelerada y de vida en estante?

Procedimiento experimental: se pesaron 3 réplicas correspondientes a 0,1 g del

sélido en polvo, se colocaron en frascos ambar y protegidos de la luz, se
mantuvieron durante 3 meses en las condiciones siguientes:

- Estudio de estabilidad acelerada: 40 =2 °C/75 +£5 % HR. Condiciéon del envase:
frasco ambar con tapén de goma protegido de la luz (ICH, 2005).

- Estabilidad a largo plazo: 30 + 2 °C/65 + 5 % HR.? Envase: frasco ambar con
tapén de goma protegido de la luz. Se observé el comportamiento organoléptico,
teniendo en cuenta el olor, color, sabor y aspecto de los sélidos pulverulentos a
tiempo inicial y a los 3, 6 y 12 meses. Se aplico la técnica de determinacion
cuantitativa de partenina en los sélidos en polvo de P. hysterophorus mediante
CLAE descrita anteriormente, para determinar el contenido de su principal
ingrediente activo a tiempo inicial y a los 3, 6 y 12 meses.
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RESULTADOS

Estudio de estabilidad inicial del estado so6lido

La observacién de las caracteristicas organolépticas del polvo permitié comprobar
que no sufrié alteraciones visuales, mantuvo su color y apariencia con respecto a la
muestra que no fue sometida a las condiciones sefialadas.

Al realizar la comparacion de ambas condiciones evaluadas a los 15 d, se apreci6
una reduccién significativa de la concentracion de ingrediente activo en las
muestras sometidas a 75 % de humedad relativa y 40 ©C. La concentracion de
ingrediente activo experimentdé una marcada disminuciéon al desarrollarse la
evaluacién a los 90 d de almacenamiento bajo ambas situaciones experimentales,
con una mayor incidencia de la segunda variante ensayada (tabla 1) (Fig. 1).

Tabla 1. Resultados de |la concentracion de partenina obtenidos mediante cromatografia
lfquida de alta eficacia (estabilidad inicial del estado =salido?

Temperatura/HR | Concentracian Tiempa de Concentracian Partenina sin
tD 796 ewvaluacian {dias) (9% degradar (%)
30 °C/60 % HR 4,73 £ 0,05 15 4,32 £ 0,04 91,3
20 4,00 £ 0,12 86,4
40 °C/75 % HR 15 4,14+ 0,05 87,5
o0 2,95 £ 0,13 83,5

HR: humedad relativa.
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a 30 °C/60 % humedad relativa (20 d) a 40 °C/75 % humedad relativa (20 d)

Fig.1l. Cromatogramas obtenidos mediants CLAE al evaluar la influenda de las condiciones
de almacenamiento dal polvo.
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Se apreciaron diferencias significativas entre las condiciones evaluadas (30 °C/60
% HRy 40 °C/75 % HR) comparadas con la concentracion del ingrediente activo a
tiempo cero y entre ambas variantes, lo cual demuestra la incidencia mas marcada
de la segunda condicion en la estabilidad quimica del principal componente
presente en el polvo de la planta, donde se emplea una temperatura de 40 °C a
una humedad relativa de 75 %. El procesamiento estadistico de los resultados
mediante la prueba estadistica Anova mostroé los resultados siguientes: Variance
Check, Cochran's C test: 0,726552 p= 0,0117475 Levene's test: 5,31078 p=
0,0135981.

Estudio de estabilidad. Condicién de estrés de humedad

El sélido almacenado en frascos protegidos de la luz, sin tapa y expuestos a una
temperatura de 25 °C y 80 % HR, muestra una disminucién marcada en la altura
del pico correspondiente a la partenina, lo que evidencia la existencia de diferencias
significativas en relacion con la concentracion de este ingrediente activo en el
material vegetal (tabla 2) (Fig. 2).

Tahbla 2. Estudio de estabilidad, Condicidn de estrés de humedad

Condiciones establecidas Concentracidn de partenina sin degradar
(Cpy (%)
to 3 mesaes 6 meses 12 meses
40 °C + 2 °C/75 % £ 5 % HR {frascos ambar 100 96,1 64,3 44,1

protegidos de la luz tapados)

30 °Ct 2°C/65 % £ 5 % HR (frascos ambar g7,0 75,4 54,7
protegidos de la luz tapados)

2B+ 2°C/80 £ & % HR {frascos ambar Q4,2 20,2 £1,7
protegidos de la luz tapados)

s
217

133
423
}5 1z

\

Fig. 2. Cromatograma por cromatografia liquida de alta eficacia de la muestra
de andlisis almacenada a 256 + 2 °C/20 £ & % humedad relativa,

b 300

£ 3
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10 15 4]

Time (min)
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Estabilidad acelerada y vida estante

Atendiendo a la incidencia de factores como la temperatura, humedad y luz en la
estabilidad quimica del sélido en polvo analizado en los estudios de estabilidad en
fase sdélida inicial, se evalué el polvo sometido a estrés de humedad. Con el objetivo
de tener criterios acerca de la estabilidad quimica de la partenina, se desarrollé un
estudio de estabilidad acelerada y de vida de estante segln se describe en las ICH
(2005) a muestras conservadas en envases, las cuales controlan la incidencia de
factores que aceleran su degradaciéon (frascos de vidrio de color ambar con tapon
de goma protegidos de la luz con papel de aluminio). Durante el tiempo de estudio
transcurrido en cada una de las condiciones de almacenamiento, no se observé
ningln cambio significativo en el color, olor y el aspecto de los sdélidos.

Al cabo de 6 meses de mantener al s6lido en condiciones de envejecimiento natural
y acelerada la concentracion de partenina, muestra una disminucion significativa en
ambas condiciones, que alcanza valores de degradacion que rebasan 5 % para la
condiciéon de 30 °C y 60 % de HR en vida de estante y en la condicién acelerada de
almacenamiento (tablas 3 y 4) (Figs. 3 y 4). Existen diferencias significativas entre
las variantes analizadas en comparacion con la concentracion de partenina en la
muestra inicial, ademas se evidenciaron diferencias significativas al comparar las
condiciones analizadas entre si (tabla 4).

Tabla 3. Valores del porcentaje del ingrediente principal sin degradar {parteninal en las
muestras de analisis

Condiciones establecidas Concentracion de partenina sin degradar
(Cpy (%)
) 3 meses 6 meses 12 meses
40 °C £ 2 °C/75 % £ 5 % HR (frascos ambar 100 95,1 64,3 44,1

proteqgidos de la luz tapados)

30 °C+ 2°C/65 9% £ 5 % HR (frascos ambar Q7,0 75,4 84,7
prategidos de la luz tapados)

25+ 2 °C/80 £ & 9 HR (frascos ambar 94,2 80,3 51,7
prategidos de la luz tapados)
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Fig. 3. Cromatograma por cromatografia liquida de alta eficacia de la muestra
bajo la condicidn de almacenamiento acelerado.

Tabla 4. Procesamiento estadistico del estudio de estabilidad acelerada y vida estante del
polvo de Parthenium hysterophorus L

Analysis of Wariance for Conct - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares | Of | Mean Square | F-Ratio | P-%alue
Main effects
& time 39.651 3 13.217 7461.15 0.ac0oo
B:almacen 1.52247 2 0.791235 446,66 0.000o0
Interactions
AR 2.47961 =] 0.413268 233,29 0.000o0
Residual 0.0425147 24 0.00177144
Total {corrected) 43,7556 35

all F-ratios are based on the residual mean square error

r 817

Too
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Fig. 4. Cromatograma por cromatografia liquida de alta eficacia de la muestra
bajo condiciones de vida estante.
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DISCUSION

La utilizacion de CLAE en extractos y el polvo de la planta solo ha sido descrita en
la literatura especializada para el control de la calidad de P. hysterophorus,™ no es
reflejada su aplicacion en los estudios de estabilidad de extractos de la planta. Se
destaca de igual forma en la literatura especializada el empleo de columnas ODS
RP18 y como fases mdviles la utilizacion de acetonitrilo: agua y metanol: agua y la
deteccion a 215 nm.

Resulta por ello de particular interés el estudio de estabilidad quimica preliminar del
polvo de la planta, como aspecto novedoso a destacar utilizando como herramienta
analitica la CLAE. Los resultados obtenidos evidencian que la humedad es un factor
que afecta la estabilidad del componente principal al controlar otros factores como
la temperatura y la luz, caracterizada por una degradacién que supera 10 % a los 6
meses de almacenamiento. El hecho de que las lactonas sesquiterpénicas sufren
reacciones de hidrélisis, podria explicar los resultados obtenidos. Es necesario
destacar que la mayor degradacién se observd al comparar la concentraciéon del
componente a (tp) en relacién con la concentracion a los 15 d, independientemente
de la HR, lo cual indica que la degradacion de la partenina se produce sobre todo
por el contenido de humedad residual de la muestra de partida y no por la
humedad relativa.

La temperatura de almacenamiento es uno de los factores que mas acelera la
degradacion quimica de la partenina. Se evidencia la inestabilidad quimica de la
partenina en el sélido de P. hysterophorus, en las condiciones de almacenamiento
empleadas en este estudio y la necesidad de evaluar alternativas que incluyan la
vias para disminuir el porcentaje de humedad del sélido y condiciones de
almacenamiento que favorezcan la estabilizacidn. Se recomienda utilizar un sistema
envase-cierre que proteja de ambos factores para conservar al sélido pulverulento,
asi como a las formulaciones que lo contengan. Un aspecto a destacar es que el
sistema envase cierre empleado en el estudio de estabilidad acelerada y vida
estante permitié una mayor proteccion del sélido pulverulento de la contaminacién
microbiana, en relacion con las condiciones de almacenamiento utilizadas en el
estudio de su estabilidad intrinseca durante 3 meses. El almacenamiento del sélido
pulverulento en frascos ambar con tapon de goma, garantizé que el valor de ufc/g
se mantuviera por debajo del limite permisible.
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