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RESUMEN: Se evalué la estabilidad del producto CIKRON-H a tiempo real durante 12 meses en dos
presentaciones (fr ascos de polietileno de alta densidad con capacidad para 30y 500 mL). Losindicador es
de pH, tanino totales (TT), por centaj e de compuesto fendlicos polimerizados (CFP), perfil cromatogr &fico
del CFP y halo de inhibicion dd producto no mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre dichas
presentaciones a tiempo cero. Los indicadores de porcentaje de CFP, perfil cromatografico del CFP y
halo de inhibicion del producto fueron lo que mas variaron en € tiempo, mostrando coeficiente de
regresion significativos (P<0.00001) a partir del andlisis de regresion multiple. El estudio in vivo para
la evaluacion de la actividad antimicrobiana y € efecto acelerador en € proceso de curacion de heridas
de los lotes de CIKRON-H en su presentacion de 30 mL a los 12 meses presentaron un comportamiento
similar con un lote de CIKRON-H fresco (dos meses de producidos). El periodo de validez del producto
CIKRON-H se establecio en 12 meses.
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STABILITY OF CIKRON-H ON SHELF LIFE

ABSTRACT: The gtability of the product CIKRON-H was evaluated in two presentations at real time
during 12 months (flasks of polyethylene of high density with capacity for 30 and 500 mL). The
indicators: pH, total tannins (TT), percentage of polymerized polyphenolic compounds (PPC),
chromatographic profile of PPC and inhibition halo of the product did not show significant differences
(p<0.05) between these presentations at zero time. The indicators that most varied in the time were:
per centage and chromatographic profile of PPC and inhibition halo of the product, showing a significant
regression coefficient (p<0.00001) from multiple regression analysis. The in vivo study for the evaluation
of the antimicrobial activity and the accelerating effect in the cure process of skin wounds of the
CIKRON-H lots at 12 months presented a smilar behavior with a lot of new CIKRON-H (two months
old). The validity period of the product CIKRON-H was established in 12 months.
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INTRODUCCION Mdltiples son los factores que influyen en la esta-

bilidad de un producto farmacéutico, entre los que se
encuentran: los ambientales (temperatura, humedad
y luz), las propiedades fisico-quimicas del principio

El CIKRON-H es un producto antiséptico y esti-
mulante de la curacion de heridas (1, 6) obtenido de

la corteza de Rhizophora mangle L, con un periodo
de validez de dos afios cuando el producto fue some-
tido a un estudio de envejecimiento acelerado eva-
luando los indicadores de halo de inhibicién, pHy ca-
racteristicas organolépticas (color, transparencia y
presencia de sedimentos) (10).

activo y de los excipientes, la forma farmacéutica y
su composicion, los procesos de fabricacion y las pro-
piedades del envase utilizado (2).

Con la finalidad de armonizar la informacion que
se requiere para la evaluacion de los datos de estudio



de estabilidad de un producto farmacéutico nuevo o
conocido, el Centro para el Control Estatal de la Cali-
dad de los Medicamentos (CECMED) ha establecido
la regulacién 23-2000 que aborda este tema (2). Esta
regulacion esta acorde con la guia establecida por
organismos internacionales para la evaluacion de pro-
ductos medicinales (4, 8), lo que facilita el registro del
producto en cualquier pais.

Los indicadores que mejor expresan una pérdida
de la eficacia del producto son el halo de inhibicion y
los aspectos fisico quimicos relacionados con el com-
ponente mayoritario en la formulacion, aspectos que
fueron comprobados durante la estabilidad del pro-
ducto en condiciones drasticas (5).

La realizacion de estudios de estabilidad de un
producto farmacéutico variard en dependencia del tra-
mite y el objetivo que persiga (2), en cualquiera de los
casos los estudios a tiempo real o vida de estante
son imprescindibles. Por lo que el objetivo de este
trabajo fue evaluar la estabilidad a tiempo real del
CIKRON-H en frascos de polietileno de alta densidad
en dos presentaciones.

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 inferior
al 15%, posteriormente se guardd en sacos de
polietileno y se almacend en un local a temperatura
ambiente y humedad relativa inferior al 80%.

Los tres lotes del producto CIKRON-H en sus dos
presentaciones (30 y 500 mL) fueron proporcionados
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por el Laboratorio Mario Mufioz de la Industria Médi-
co Farmacéutica, MINBAS.

Estudio de estabilidad atiempo real

Las muestras procedentes de los lotes produci-
dos en la empresa farmacéutica a escala industrial,
envasados en dos tipos de frascos C30 (30 mL) y
C500 (500 mL) fueron conservados a temperatura am-
biente (30+£2°C) con una humedad entre 70-80% Se
evaluaron los indicadores de caracteristicas
organolépticas (color), pH, taninos totales, porcenta-
je de compuestos fendlicos polimerizados (CFP) vy,
halo de inhibicion en lotes cerrados. Enla Tabla 1, se
muestran las identificaciones de los lotes y las fre-
cuencias de muestreo en meses.

Evaluaciones biolégicas y fisico - quimicas del
producto

La actividad bioldgica in vitro se realiz6 por la téc-
nica de halo de inhibicion del crecimiento de la cepa
de Sthaphylococcus aureus ATCC 29740 por un pe-
riodo de difusion de 24 horas (3,12).

Taninos totales (TT): Se realizd6 mediante una pre-
cipitacion cuantitativa de los taninos en el extracto
acuoso con albumina sérica y su posterior determina-
cién colorimétrica con cloruro férrico (13).

Compuestos fendlicos polimerizados (CFP): Se
precipitaron del extracto acuoso con cloruro de sodio
(11) y se caracterizaron por cromatografia liquida de
alta resolucion, empleando un detector UV ( modelo
Knauer) a 280 nm en un rango de 002 y una columna
de fase reversa (Kromasil 100C18 5um 15x0,4 cm).
Como fase movil se emple6 una solucién de metanol
al 60% en acido acético al 1%y se aplic6 10 pL de la
muestra previamente filtrada por 0,45um. Los
cromatogramas fueron registrados utilizando una
interfase TIC-8EA y procesados con el software
BIOCROM.

TABLA 1. Fecha de produccion de los lotes y cronograma de muestreo para lotes de CIKRON-H en Anaquel./
Production date of the lots and sampling chronogram for CIKRON-H lots on real time or shelf life

Identificacion Fecha de produccion Enero/03 | Abril/03 | Julio/03 Octubre/03 | Enero/04
C500011002 Oct 2002 3 6 9 12

C500020103 Ene 2003 3 6 9 12
C500030103 Ene 2003 3 6 9 12
C30011002 Oct 2002 3 6 9 12

C30020103 Ene 2003 3 6 9 12
C30030103 Ene 2003 3 6 9 12
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Evaluacién in vivo de la actividad antimicrobiana
y el efecto acelerador en el proceso de curacion
de heridas.

Se evalud el efecto acelerador en el proceso de
curacion de heridas, a través de un biomodelo de heri-
das abiertas realizando observacion clinica, midiendo
la velocidad de disminucion del area de la herida abier-
ta y la proporcidon de parametros histologicos en der-
mis y epidermis de tres lotes de CIKRON-H a los doces
meses de producidos y se compar6 con un lote de
CIKRON-H con un tiempo de 2 meses de transcurrido.

Método de ensayo: Se produjeron heridas abier-
tas asépticas en la region dorso escapular de ratas
Sprague Dawley. Este ensayo se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Gonzalez-Quevedo (7) con
algunas modificaciones que se describen en el dise-
filo experimental.

Animales: Se utilizaron 20 ratas Sprague-Dawley,
adultas, con un peso promedio entre 180 - 200 g de
peso corporal, clinicamente sanas, de piel blanca,
procedentes del Centro Nacional para la Produccion
de Animales de Laboratorio (CENPALAB).

Grupos de tratamiento:

Se conformaron 4 grupos experimentales de 4
animales cada uno para un total de 20 heridas por
tratamiento a ensayar.

Grupo Identificacion del lote
I KB010304 (Lote nuevo)
I C30011002 (12 meses)
" C30020103 (12 meses)
\ C30030103 (12 meses)

Viade administracion:

Se aplic 0.5 mL de CIKRON-H de forma topica
en las heridas (una vez al dia durante 11 dias) utili-
zando un frasco de gotero estéril.

El tamafio de cada herida fue medido al inicio, sépti-
mo y onceno dia de realizadas, a través de la evolucion
del &rea (mm?2) utilizando el Sistema de Procesamiento
Digital de Imagenes MADIP 3.0 Lab Lapdis del Hospital
Carlos J. Finlay. Las imagenes fueron obtenidas con una
camara de video Sony y una tarjeta digitalizadora
Eyegraber. Los datos de las éareas fueron
automaticamente introducidos en una base de datos.

Disefio y andlisis estadisticos:

En el estudio de las presentaciones (C30 mL y
C500 mL) en cada uno de los indicadores evaluados,
se aplico un test no paramétrico (Kruskall Wallis).
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En el estudio de la estabilidad del producto
CIKRON-H se aplic6é un analisis de regresion multi-
ple, analizando como variables dependientes: pH,
taninos totales (TT); porcentaje de CFP (%CFP), por-
centaje del area en el 1° pico (%area PICO); halo de
inhibicién (HI) y concentracion de CFP (mg/mL) y
como variable independiente el tiempo. Se determi-
no, la ecuacion de regresion, el coeficiente de corre-
lacion y la probabilidad para cada variable indepen-
diente del lote y el frasco Un estudio similar se realizo
para cada presentacion independiente del nimero de
lote.

Se empleé el Procedimiento de Modelo Lineal
Generalizado del SAS, donde el efecto a evaluar fue
el tratamiento y el area inicial se empleé como
covariable con vista a eliminar la posible influencia
del tamafio inicial en el resultado final. Las variables
dependientes fueron los valores de las areas a los
diferentes dias de evaluacion.

RESULTADOSY DISCUSION

Las especificaciones del producto CIKRON-H brin-
dado por el fabricante se muestran a continuacion:

- Caracteristicas Organolépticas: Color rojo oscuro

- pH: 4-6

- Taninos Totales: 12-27 mg/mL

- Porcentaje de compuestos polifenélicos (CPF): 385%

- Perfil cromatogréfico area % (primer pico tr 0.84-
1.44): 82-104 %

- Halo de inhibicién: 8-10 mm

Los lotes del producto CIKRON-H objeto de estu-
dio en el tiempo cero en sus dos presentaciones man-
tuvieron las especificaciones de calidad antes men-
cionadas, no existiendo diferencias entre frascos para
cada uno de los indicadores estudiados (Tabla 2). Es-
tos resultados nos permitieron utilizar un solo criterio
de evaluacion en las dos presentaciones.

Durante el estudio de estabilidad en anaquel to-
dos los lotes en sus dos presentaciones mantuvieron
un color rojo oscuro. El pH, los indicadores relaciona-
dos con el principio activo (taninos totales, % CFP y
perfil cromatografico) y el halo de inhibicién mostra-
ron variaciones dentro de los limites de aceptacion
del producto en el tiempo (Figuras 1y 2).

En la Tabla 3 se muestran los resultados del estu-
dio de un andlisis de regresion multiple de los diferen-
tes indicadores de calidad a evaluar en el tiempo in-
dependiente del lote y el frasco, observandose que



TABLA 2. Resultado de indicadores de calidad por
frasco en e tiempo cero del producto CIKRON-H./
Result of quality indicators per flask in the time zero of
the product CIKRON-H
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Frasco 30 mL Frasco 500 mL

MEDIA+ESM MEDIA+ESM
pH 4,9+0.06 a 4,9+0.06 a
TT 17,31+0.47 a 18,69+0.94 a
%CFP 95,30+0.68 a 95,80+0.92 a
% PICO1 92,02+0.72 a 93,08+1.21 a
HI_MM 14,2+0.41 a 14,2+0.41 a

Letrasigualesindican no diferencia significativas
(p<0,05)

existe afectacion de los diferentes indicadores en el
tiempo, excepto para el pH. Los indicadores con ma-
yor significacion (p<0.0001) son: % CPH, % area del
primer pico y el halo de inhibicién del producto.

En la Tabla 4 se muestra un resumen del analisis
de regresion de las variables en el tiempo indepen-
diente del lote por frasco, observandose que el indi-
cador de pHy TT no son significativos en ninguna de
las dos presentaciones. El resto de los indicadores
se afectan en el tiempo siendo altamente significati-
vo. Las variables de % CFP, % area del pico y HI pre-
senta los mayores valores de regresion

En las Figuras 1 y 2 se muestra el comporta-
miento de los indicadores que presentaron mayor
significacion en los frascos de 500 y 30 mL respec-
tivamente por lote. En ambos frascos todos los
indicadores del lote 1 se encuentran dentro de los
limites de aceptacion para el producto existiendo
una tendencia en el tiempo de acercase al limite
méaximo superior el porcentaje de CFP, mientras el
porcentaje del area del primer pico y el halo de inhi-
bicién disminuyen en valores cercanos al limite in-
ferior de aceptacion.

A los doce meses en los lotes 2 y 3 de ambas
presentaciones el indicador de actividad
antimicrobiana fue inferior al valor de 10 mm (criterio
de aceptacion), sin embargo se clasifica como reac-
cion ligera al tener un halo de inhibicion superior a los
8 mm. Estos resultados estan acorde con los criterios
expuestos por Toda y colaboradores (13) que plan-
tean que el halo de inhibicion para esta categoria os-
cila entre 8-12 mm, por tanto podemos afirmar que
los lotes evaluados mantienen su actividad biolégica
alos 12 meses aunque exista una tendencia a dismi-
nuir su actividad en el tiempo.
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FIGURA 1. Comportamiento de |los indicadores del pro-
ducto CIKRON-H a tiempo real en frascos de 500 mL./
Behaviour of CIKRON-H indicatorsat real timein 500 mL
flasks.

En el lote 2 de ambas presentaciones el indicador
referente al porcentaje de area del primer pico fue
inferior al limite permisible propuesto, no asi en el resto
de los lotes donde el indicador oscilé por encima del
80%. Esta disminucion en el valor del porcentaje del
primer pico puede deberse a la formacion de com-
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TABLA 3. Resumen del andlisis de regresion para los
lotes cerrados independiente del lote y d
frasco.(n=157)./ Summary of the regression analysis for
the closed lots independently from the lot and flask.
(n=157)

r R2 P.<0.05
pH 0.036 0.001 NS
% CFP 0.700 0.490 Sig ***
TT 0.220 0.049 NS
% &rea ler Pico 0.568 0.322 Sig ***
HI mm 0.818 0.668 Sig ***
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FIGURA 2. Comportamiento de los indicadores del pro-
ducto CIKRON-H a tiempo rea en frasco de 30 mL./
Behaviour of CIKRON-H indicatorsat real timein 30 mL
flask.

puestos oxidados de bajos pesos moleculares que al
separarse en la columna cromatogréfica no coinci-
den con los tiempos de retencién del primer pico y
por tanto al procesar el cromatograma disminuye su
areay el porcentaje total del mismo.
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De manera general e integrando los resultados de
las evaluaciones fisicos-quimicas y bioldgicas pode-
mos afirmar que las muestras presentan una estabili-
dad consistente hasta los nueve meses almacena-
dos a tiempo real o vida de estante en todos los
indicadores evaluados y a partir de los 12 meses co-
mienzan algunos indicadores acercarse al valor mini-
mo permitido. Sin embargo para una definicion mas
confiable del tiempo real de caducidad se realizé una
evaluacion “in vivo” de la actividad antimicrobianay el
efecto acelerador en el proceso de curacidn de heri-
das en un lote de CIKRON-H a los doce meses de
preparado, en la presentacion de 30 mL.

Resultados de la evaluacién in vivo de la activi-
dad antimicrobiana y el efecto acelerador en el
proceso de curacion de heridas.

En la observacion clinica se evidencié la presen-
cia de reacciones inflamatorias ligeras, las que fue-
ron disminuyendo con la aplicacion del tratamiento,
mientras la presencia de exudado, que se tom6 como
indicacion de contaminacion bacteriana, no fue ob-
servada en ninguno de los grupos experimentales. La
morfologia circular de las heridas se fue deformando
poco a poco hasta el cierre total. En todas las heridas
se observo la presencia de una capa, con un color
rojizo mas intenso en las tratadas con el lote nuevo y
disminuyd la intensidad del color en las tratadas con
el lote mas viejo. Esta capa se mantenia de aplica-
cién en aplicacion.

Los resultados en cuanto a la velocidad de reduc-
cion del 4rea de las heridas en los diferentes lotes de
CIKRON-H con un afio de producidos mantienen un
comportamiento similar al lote recién fabricado como
se muestra en la Tabla 5. Los porcentajes de reduc-
cién de las heridas obtenidos en este trabajo son si-
milares a los reportados para este mismo producto,
cuando se evalug el efecto antiséptico in vivo frente:
S. aureus, S. pyogenes, K. pneumoniae, P. vulgaris;
E. coli, P. aeruginosa y Enterobacter cloacae (9).



37

TABLA 4. Resultados del andlisis de regresion en el tiempo para lotes cerrados para cada frasco (A C500y B C30)./
Results of the regression analysis in the time for closed lots for each flask (A C500 and B C30)

Frasco C500 pendiente intercepto r r P.<0.05
n=90

pH 0,016 4.80 0.1973 0,0389 NS
% CFP 0.295 96,22 0.6788 0.4608 Sig ***
TT 0,227 19,32 0.2692 0.0724 NS
% area 1% Pico -0,631 93.82 0.628 0.3952 Sig ***
HI mm -0,478 14.76 0.820 0.6738 Sig ***
Frasco C30 pendiente intercepto r r P.<0.05
n=67

pH -0.006 4.8 0.1965 0,038 NS
% CFP 0,3580 96,31 0.7533 0,5675 Sig ***
TT 0,2518 19,11 0.165 0,027 NS
% area 1% Pico -0.701 92.93 0.5200 0,2707 Sig ***
HI mm -0,522 15.22 0.8145 0,6635 Sig ***

TABLA 5. Resultados del porcentaje de reduccién del
area de la herida en los diferentes tratamientos./ Results
of the wound area reduction percentage in the different
treatments

A pesar que no existe diferencia entre los lotes
almacenados durante un afio con el lote preparado
fresco, los lotes 2 y 3 presentaron menores valores
de reduccion en la heridas, lo que corrobora en los
andlisis realizados a partir de las especificaciones de
calidad, donde se plante6 que ambos lotes a los 12
meses tendian acercarse a sus valores limites de
aceptacion del producto.

Consideraciones Generales

- No existen diferencia en las dos presentaciones del
CIKRON-H.

- Los resultados obtenidos “in vivo” demuestran que
al afio de producidos los lotes mantienen su efica-
cia al compararse con un lote nuevo y corroboran
gue los ensayos “in vitro” pueden resultar adecua-
dos para los estudios de calidad de un producto.

- Los tres lotes cumplen sus especificaciones de cali-
dad y se establecié un periodo de validez de 12
meses para el producto.
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de los estudios veterinarios en Cuba

GRADUADOS POR CONTINENTES

(desde 1976)

Continentes Graduados
Africa 440
América Latina y Caribe 200
Asia 11
Europa 1

Total ............. 652



