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RESUMEN: Se evalu6 d producto CIKRON-H y su componente activo mayoritario en condiciones
drasticas, a través del perfil cromatogréfico e indicadores de taninos y compuestos fendlicos
polimerizados. Se empled un cromatégrafo liquido de alta resolucién (CLAR) con una columna de fase
reversa C18 y metanol al 60% como fase movil. Los indicadores que mejor reflgiaron la degradacion
del componente activo mayoritario en € producto CIKRON-H fueron los taninos totales, € porcentaje
de compuestos fendlicos polimerizados (CFP) y su perfil cromatogréfico (area de CFP). ElI compuesto
mayoritario parcialmente purificado mostr6 un mayor efecto a la oxidacion que e producto en su
totalidad, incrementando su coloracion. El peréxido de hidrdgeno constituyé € meor modelo para
smular una oxidacion en € producto en condiciones drasticas.
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STABILITY OF CIKRON-H UNDER STRESS CONDITIONS

ABSTRACT: CIKRON-H and its major component wer e evaluated under stress conditions through the
chromatographic profile, tannin indicators and polymerized polyphenolic compounds. Liquid
chromatography with a reverse phase colum (C18) and methanol at 60% as mobile phase was used.
The indicators that better reflect the degradation of the major component in CIKRON-H were total
tannins, percentage of polymerized polyphenolic compounds (PPC) and chromatographic profile. The
major compound partially purified showed a higher effect to oxidation than the product, increasing its
coloration. Hydrogen peroxide constituted the best modd to smulate an oxidation in the product under
stress conditions.
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INTRODUCCION molecular estan presentes catequina, epicatequina,
acido elagico, &cido clorogénico y &cido galico (19).

CIKRON-H es un producto obtenido a partir de la L, .
b P Estudios bioldgicos realizados con el extracto acuo-

corteza de Rhizophora mangle L que presenta indica-
ciones como antiséptico, estimulante de la curacién
de heridas, antinflamatorio, antioxidante y analgési-
co.(1; 5,11, 12; 14), el mismo se comercializa por la
casa comercial C-KURE en frascos de polietileno de
alta densidad en dos presentaciones (30 y 500 mL).

Los compuestos fendlicos polimerizados son los
componentes mayoritarios del producto CIKRON-H
donde el 80% corresponde a taninos condensados y
el 20% a taninos hidrolizables (19). La estructura qui-
mica de los taninos condensados no ha sido identifi-
cada, sin embargo en la fraccion de bajo peso

so de la corteza de Rhizophora mangle L. y de sus frac-
ciones de alto y bajo peso molecular han demostrado
efectos antioxidantes (17) y actividad inhibitoria de la
enzima ciclooxigenasa 2 y fosfolipasa A2 (11), lo que
corrobora que la accién biologica del producto no se debe
a una sola molécula.

Organismos nacionales e internacionales, para el
registro de un medicamento, regulan que en los estu-
dios de estabilidad de una forma farmacéutica liquida
se deben evaluar sus caracteristicas organolépticas,
pH, productos de degradacion, contenido microbiano,
actividad biolégica y se deben contar con métodos
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validados para evaluar el principio activo (2).Cuando
los medicamentos son obtenidos a partir de produc-
tos naturales, los estudios de estabilidad se dificultan
al no tener un compuesto unico, por lo que se requie-
re desarrollar metodologias propias que garanticen la
calidad del producto (24).

Fue objetivo de este trabajo estudiar los perfiles
cromatograficos y los indicadores de taninos y com-
puestos fendlicos polimerizados del producto
CIKRON-H y su compuesto activo mayoritario expues-
to a condiciones drasticas, para establecer los
indicadores 6ptimo que permitan evaluar el producto
en condiciones de anaquel.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal

Se recolecto la corteza de Rhizophora mangle L
de arboles adultos de la provincia de la Habana en
octubre del 2003, la autenticidad de la planta fue con-
firmada por el Jardin Botanico Nacional, depositando
una muestra de la misma.

El material colectado se sec6 a temperatura am-
biente (30 + 2°C) hasta alcanzar una humedad infe-
rior al 15%, posteriormente se guardd en sacos de
polietileno y se almacend en un local a temperatura
ambiente y humedad relativa inferior al 80%.

Preparacion del extracto acuoso

Se pes6 100 g de la corteza de Rhizophora man-
gle L previamente molinada y se le adicion6 un litro
de agua desionizada para una concentracion final del
10%, y se puso en un reactor de acero inoxidable de
2,5 L con agitacién de 200 rpm a una temperatura de
90°C durante 60 minutos, seguidamente se centrifugd
a 3000 rpm para eliminar los residuos sélidos. El ex-
tracto acuoso se almacend a temperatura ambiente
en frascos plasticos de polietileno de alta densidad
hasta su analisis.

El producto CIKRON-H (No Lote C500011002) fue
proporcionado por el Laboratorio Mario Mufioz de la
Industria Médico Farmacéutica, MINBAS.

Evaluaciones fisico quimicas

Taninos totales (TT): Se realiz6 mediante una pre-
cipitacion cuantitativa de los taninos en el extracto acuo-
so o del producto con albimina sérica y su posterior
determinacion colorimétrica con cloruro férrico (21).

Compuestos fendlicos polimerizados (CFP): Se pre-
cipitaron a partir del extracto acuoso o del producto con
cloruro de sodio (16) y se caracterizaron por cromatografia
liguida de alta resolucion, empleando un detector UV
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(modelo Knauer) a 280 nm en un rango de 002 y una
columna de fase reversa (Kromasil 100C18 5um 15x0,4
cm), como fase mavil se empled una solucion de metanol
al 60% en acido acético al 1% y se aplico 10 L de la
muestra previamente filtrada por 0,45um. Los
cromatogramas fueron registrados usando una interfase
TIC-8EA y procesados con el software BIOCROM (6).

Evaluaciones en condiciones dr asticas

Efecto de agente oxidante (Per6xido de hidrége-
no) en el compuesto mayoritario precipitado con
cloruro de sodio

Los compuestos fendlicos polimerizados (CFP)
provenientes del extracto acuoso de corteza de
Rhizophora mangle L (1 mg peso seco/mL equivale
0.11 mg TT/mL) se pusieron en contacto con una so-
lucién de peréxido de hidrégeno a diferentes porcen-
tajes (1, 5y 10%) y se evaluaron a las 68 horas los
perfiles cromatogréaficos de cada solucion . El calculo
del porcentaje de reduccién en el area del primer pico
en el tiempo se calculd a partir de los resultados obte-
nidos en el tiempo cero de cada variante ensayada.
Se realizé un analisis de regresion en el tiempo para
cada concentracion vs porcentaje de degradacion.

Efecto de lafotélisis (Luz ultravioleta)

Cien mililitros del compuesto mayoritario (1mg PS/
mL 0.11 mgTT/mL) se expusieron a luz ultravioleta de
254 y 362 nm durante 7 dias, midiendo el area del
pico a través de su perfil cromatografico por HPLC y
los cambios de coloracion en el frasco. El célculo del
porcentaje de reduccion en el area se determind a
partir de los resultados obtenidos en el tiempo cero.

Efecto de agente oxidante (Per6xido de hidrége-
no) en el CIKRON-H

A 50 mL del producto CIKRON-H se le adiciond
8.3 mL de una solucion de peréxido de hidrége-
no(30%) para una concentracion final del 5% (v/v) del
agente oxidante y se mantuvo durante dos horas a
40°C, manteniendo un control sin perdxido a tempe-
ratura ambiente y otro a 40°C para evaluar el efecto
de la temperatura en condiciones drasticas. Se em-
plearon tres réplicas en el ensayo.

Efecto del aire y latemperatura en el CIKRON-H

Método A: A 50 mL del producto CIKRON-H se le
burbuje6 aire comprimido a una presion de 2.5 psi
durante tres horas a 40°C, seguidamente se mantu-
vo en reposo durante 16 horas a esta temperatura.

Método B: A 50 ml del producto CIKRON-H se le
burbujed aire comprimido a una presion de 2.5 psi du-



rante una hora a 100°C, seguidamente se mantuvo en
reposo durante 16 horas a temperatura ambiente.

Se consideré como control la misma muestra sin
burbujear aire a temperatura ambiente en cada uno
de los métodos ensayados, 3 réplicas en cada una de
las variantes ensayadas.

En todos los ensayos con el producto CIKRON-H
se determinaron los taninos totales, porcentaje de CFP
y perfil cromatogréfico del CFP.

Analisis estadisticos

Se realiz6 una prueba no paramétrica (Kruskall
Wallis) para determinar si existian diferencias signifi-
cativas con respecto al tratamiento del peroxido y efec-
to de la temperatura en los indicadores de indicadores
de taninos totales, porcentaje de CFP y perfil
cromatograico del CFP en los ensayos con el
CIKRON-H.

Se realiz6 una prueba de T-student de dos colas
(p<0.5) para determinar si existian diferencias signi-
ficativas entre las muestras oxidadas a diferentes tem-
peraturas.

RESULTADOSY DISCUSION

El producto CIKRON-H esta compuesto por una
mezcla compleja de compuestos polifenoles, donde
no se puede enmarcar uno como el responsable de
la actividad bioldgica, esta caracteristica es muy co-
mun cuando se evallan productos naturales (4; 8).

Més del 90% de los componentes fendlicos pre-
sentes en el CIKRON-H precipitan con el cloruro de
sodio constituyendo principalmente taninos conden-
sados en forma polimerizada. La separacion y deter-
minacion de estos polifenoles se dificulta debido a la
enorme variedad de isémeros y oligdmeros con dife-
rentes grados de polimerizacion (24).

En la Figura 1 se muestra el perfil cromatografico
de los compuestos fendlicos polimerizados obtenidos
a partir del extracto acuoso de la corteza de
Rhizophora mangle L. donde aparece un solo pico,
debido a la alta polaridad que presenta estos com-
puestos de alta masa molecular, que hace que su
hidrofibicidad disminuya con el incremento del grado
de polimerizacion (24), por otra parte el empleo de
metanol al 60% como fase movil favorece la obten-
cién de un solo pico, ya que no permite la separacion
entre ellos.

ElI CIKRON-H ademas del principio activo contie-
ne otros excipientes que forman parte de su formula-
cién como son metil parabeno (MP) y propil parabeno
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C20 5 mg/mL 141.8
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Cc23 0.5 mg/mL 36.6

FIGURA 1. Perfil cromatografico del componente mayo-
ritario obtenido a partir del extracto acuoso./
Chromatographic profile of major component fromwatery
extract.

(PP) (22). Estos excipientes pueden precipitar con el
cloruro de sodio en forma de benzoato debido a que
presentan una estructura del tipo esteres del &cido 4
hidroxibenzoico, lo que implica que el método de ana-
lisis propuesto debe identificar con un alto grado de
especificidad estos componentes sin que interfieran
entre si.

En la Figura 2 se observa el perfil cromatografico ob-
tenido a partir del producto CIKRON-H donde aparecen
dos picos en los tiempos de retencién de 0.95 y 2.99 min
gue corresponde con los CFP y el MP respectivamente,
no aparece el PP (7.12 min), ya que se encuentra en una
concentracion inferior al MP (nueve veces), a diferencia
del andlisis en la muestra directa donde aparecen el MP y
PP con tiempos de retencion de 3.76 y 5.34 min respec-
tivamente (22). La no coincidencia en los tiempos de re-
tencion se debe a que ambos trabajos emplean diferen-
tes columnas y fase movil durante la separacion.
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Las condiciones de ensayo preestablecidas em-
pleando columna de fase reversa y fase movil de
metanol al 60% con un flujo del mL/min nos permite
identificar los tres componentes fundamentales que
conforman el producto CIKRON-H sin interferencia,
donde los compuestos fendlicos polimerizados se
agrupan en un solo pico. Otros estudios donde em-
plean columnas de exclusiéon con soportes de
sephadex LH 20 (15; 16) o del tipo TSK (23), incluso
con columnas de fase reversa o normal (9; 25) para
la identificacion de compuestos fendlicos
polimerizados, logran alcanzar mayor resolucion en-
tre sus componentes. Sin embargo a pesar de no te-
ner una identificacion fisico-quimica del componente
mayoritario en el producto CIKRON-H, el método pro-
puesto a partir de su perfil cromatografico es capaz
de identificar los productos de degradacion que se
forman a partir de una oxidacion.

En la Figura 3.aparece el perfil cromatogréfico del
CFP en presencia del agente oxidante (H,0,1%) ob-
servandose la formacién de un segundo pico a los
1.31 min con respecto al control. Este segundo pico
puede ser debido a la ruptura de monémeros de bajo
peso molecular del tanino polimerizado, donde el area
del segundo pico va aumentando. El producto de de-
gradacion que se forma durante la oxidacién es de-
pendiente de la concentracion y muestra un coeficiente
de regresion mayor de 0.80 (Tabla 1).
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El CFP expuesto a la luz ultravioleta mostré una
reduccion en el &rea del 30% al final del ensayo con
respecto a su valor inicial y el extracto acuoso se tor-
né de un color carmelita claro a un carmelita oscuro
evidenciando una oxidacion en sus componentes (Ta-
bla 2). El cambio de color es caracteristico de estas
sustancias cuando se van oxidando debido a que au-
menta el grado de polimerizacion (13). Por otra parte
el color también puede estar influenciado por el pH,
las condiciones de almacenamiento, la luz y otros
compuestos fendlicos o flavonoides que puedan es-
tar presentes en la solucién (17,10).

Los indicadores taninos totales, porcentaje de com-
puestos fendlicos y perfil cromatografico del CIKRON-
H expuesto a diferentes condiciones drasticas se mues-
tran en las Tablas 3y 4. En presencia del agente oxidante
(perodxido) (Tabla 3) existieron diferencia significativa (p
< 0.05) en los indicadores evaluados, mostrando una
reduccion del 10% en el &rea de la muestra oxidada,
mientras el producto a temperatura extrema (100°C)
(Tabla 4), no mostr6 diferencias significativas en los
indicadores de taninos y porcentaje de compuestos
polifendlicos. De los resultados que se muestran en las
Tablas 3y 4 se pueden decir, que el producto CIKRON-
H es termo estable, ya que no se afecta los valores de
taninos, ni el porcentaje de compuestos fendlicos
polimerizados cuando el producto fue expuesto a 40 y
100°C y solamente el perfil cromatografico de la mues-
tra expuesta a 100°C fue ligeramente significativo.
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TABLA 1. Porcentgje de degradacion de compuestos
fendlicos polimerizados (CFP) en funcion de la
concentracion del peréxido a las 68 h./ Percentage of

TABLA 2. Porcentaje de degradacién de compuestos
fendlicos polimerizados (CFP) | CFP expuesto a luz
ultravioleta (254 y 362 nm)./ Percentage of polymerized

the polymerized polyphenolic compound degradation polyphenolic compound degradation exposed to
based on the concentration of peroxide at 68 h ultraviolet light (254 and 362 nm)
% H,0, % reduccién del dreadel primer pico Tiempo Area % Color
1 58+5 (h) MV 2 Degradacion
5 85+12 0 126 0 Carmelita
10 937 claro
Coef.Reg 0.87 2 119 6 Carmelita
claro
22 123 2 Carmelita
. o claro
Cuando se analiza el componente mayoritario 26 113 10 Camdita
(fenoles polimerizados que corresponde principalmen- claro
te a taninos condensados) expuesto al peroxido de 45 112 11 Carmdita
hidrogeno (5%) se observa una mayor reduccion del claro
area del primer pico (85% Tabla 1), con respecto al 68 110 13 Carmdita
producto CIKRON-H donde la reduccion fue del 10% mate
(Tabla 3), esto puede deberse a que se encuentra 163 33 30 Carmdita
parcialmente purificado, mientras en el producto en 0SCUro

su conjunto aparecen otras moléculas (fenoles de bajo
peso molecular) que hacen que la cinética de apari-
cién de otros componentes sea mas lenta debido al
efecto protector que puedan ejercer moléculas tales
como la catequina y epicatequina que presentan pro-
piedades antioxidantes.(18)). Lo anteriormente men-
cionado esta en correspondencia con el estudio de

estabilidad de un pigmento de color purpura obtenido
de hordeumin donde se corroboré que los extractos
totales presentaron mayor estabilidad cuando se com-
pararon con estandares o sustancias parcialmente
purificadas (3).
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TABLA 3. Efecto del peréxido (5%) en los indicadores de calidad del producto CIKRON-H./ Effect of peroxide (5%)
in the quality indicators of the product CIKRON-H

Efecto en TT extracto % CFP Perfil cromatogréfico

CIKRON-H mg/mL % Areacorregida Reduccion del area (%)
ler Pico MV 2

S/H,0, 40°C 13.6+0.95a 94.7+0.79 a 94+1.5 56.45+10.8 a 0

C/H,0, 40°C 8.58+0.98 b 98.7+1.00 b 94+2.3 49.78+9.27 a 10.16

Control TA 13.29+1.00 a 94.6+0.85 a 94+2.3 55.41+7.40 a 0

L etras desiguales por columna significan diferencia significativa (p<00.5).

Vaores expresado como MEDIA +DE

TABLA 4. Efecto de la temperatura en los indicadores de calidad del producto CIKRON-H./ Effect of temperature in
the quality indicators of the product CIKRON-H

Método Tratamiento TT extracto % CFP Perfil cromatogréfico
mg/mL Areacorregida | (%) reduccion del area
MV
A (40°C) Oxidado 15.62+0.83 a 96.14+0.85 a 10.09+1.38 a 3.33
Sin Oxidar 14.14+1.73 a 96.10+0.73 a 10.51+1.88 a
P(TE®) 0,1019 0.9456 0.7002
dos colas
B (100 °C) Oxidado 9.63+0.29 a 92.53+4.70 a 3.39+0.48 a 22.25
Sin Oxidar 9.87+0.29 a 90.13+0.40 a 435+ 0.34 b
P(TE 1) 0.4470 0.4718 0.0461
dos colas

L etras desiguales por columna significan diferencia significativa (p<00.5).

Vaores expresado como MEDIA +DE

Los resultados obtenidos en este trabajo corroboran
que la oxidacion y la polimerizacion son los dos eventos
mas importantes que causan inestabilidad de compues-
tos polifendlicos, estos se observan cuando el producto
fue expuesto a diferentes agentes oxidantes ocurriendo
diferentes cambios fisico quimico en la composicion del
producto. Un estudio realizado sobre el compuesto ma-
yoritario presente en el t&, mostré que la autooxidacion y
la poliimerizacién son las principales causas de la inesta-
bilidad del compuesto epigallocatechin-3-gallate donde el
grado de afectacion esta dado por la temperatura, el pHy
la presion parcial de oxigeno (20). Durante el procesa-
miento de jugos de frutas en el proceso de oxigenacion
compuestos como catequinay proncianidinas fueron afec-
tado en su concentracion por la oxidacion (7).

De manera general los indicadores que mejor re-
flejaron la degradacion del componente activo mayo-
ritario en el producto CIKRON-H fueron los taninos
totales, el porcentaje de compuestos fendlicos
polimerizados (CFP) y su perfil cromatografico (area
de CFP), constituyendo estos una alternativa en la
evaluacion de la estabilidad del producto en condicio-
nes de anaquel.
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