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Resumen: La degradaciéon térmica de los principios activos
naturales es uno de los temas mds relevantes en la estabilidad
de fitofdrmacos, por tal motivo es importante determinar: st
una formulacién farmacéutica se ajusta al comportamiento de
los firmacos de sintesis y, si el método de determinacién del
tiempo de vida ttil es el adecuado. Con el objetivo de establecer
s, los criterios de zona climdtica pueden ser aplicables al estudio
de estabilidad, mediante el uso de la calorimetria diferencial
de barrido, se estandarizé las condiciones experimentales para
la determinacién de la temperatura a la cual se degrada el
extracto etandlico total de Urera laciniata. Ademds, bajo estas
condiciones, se definié la influencia de los excipientes sobre
la variacién de la temperatura de degradacién en una forma
farmacéutica sélida. Se encontré que, el extracto etandlico seco
tiene una temperatura de degradacién promedio de 133,17
+ 0,84°C y que los excipientes clevan esta temperatura en
un 54,87%. Para verificar la aplicabilidad de la ecuacién
de Arrhenius en la evaluacién del tiempo de vida il del
fitofarmaco, se realizé un estudio de estabilidad a 40°C y 75%
de humedad. Mediante la cuantificacién de fenoles totales en el
extracto etandlico seco y en los comprimidos, se establecié que
no existen variaciones significativas que permitan el cdlculo de la
constante cinética, haciendo inaplicable el método de Arrhenius
y el criterio de evaluacién mediante zonas climdticas, para la
determinacién del tiempo de vida media del fitomedicamento.

Palabras clave: urera laciniata, calorimetria diferencial de
barrido, extractos vegetales, método de arrhenius.

Abstract: The thermal degradation of the natural active
principles is one of the most relevant topics in the stability

Villacis Franco, J. G. (2020). Definicién de la utilidad del método
de Arrhenius en el estudio de estabilidad térmica de compuestos
fendlicos en Urera laciniata Goudot ex Wedd. FIGEMPA:
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of phytopharmaceuticals. For this reason, it is important to
determine if a pharmaceutical formulation is adjusted to the
behavior of the synthetic drugs and if the method of determining
the time of shelf life is adequate. In order to establish whether
the climatic zone criteria can be applied to the stability study
by using differential scanning calorimetry, the experimental
condition for the determination of the temperature at which
the total ethanolic extract of Urera laciniata degrades was
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standardized. Furthermore, under this condition, the influence
of the excipients on the variation of the degradation temperature
in a solid pharmaceutical form was defined. It was found that the
dry ethanolic extract has an average degradation temperature of
133.17 + 0.84 °C and the excipients used raise this temperature
by 54.87%. To verify the applicability of the Arrhenius equation
in the evaluation of the shelf-life of the phytodrug, a stability
study was carried out at 40 °C and 75% humidity. Through
the quantification of total phenols in the dry ethanolic extract
and in the pharmaceutical tablets, it was established that there
are no significant variations that allow the calculation of the
kinetic constant making the Arrhenius method inapplicable for
the determination of the half-life time of the phytomedicine, and
therefore, evaluation criteria using climatic zones cannot be used
either.

Keywords: urera laciniata, differential scanning calorimetry,
vegetable extracts, arrhenius method.

INTRODUCCION

Los estudios de estabilidad permiten establecer el periodo en el cual el medicamento se encuentra en
condiciones dptimas para su consumo (ONG Human Info, 2017). Constituyen una serie de pruebas
concebidas para obtener informacién sobre un producto farmacéutico, con el objetivo de definir su tiempo
de conservacién y su periodo de vida ttil en determinadas condiciones de embalaje o almacenamiento. La
estabilidad de los productos farmacéuticos depende de factores ambientales tales como: la temperatura, la
humedad y laluz y, de factores relacionados con el producto: las propiedades fisico-quimicas de la sustancia
activa, de los excipientes, la forma farmacéutica, su composicidn, el proceso de fabricacion, la naturaleza del
sistema de cierre del envase y las propiedades de los materiales del envase (Organizacién Mundial de la Salud,
2015).

El Consejo Internacional para la Armonizacién de Requisitos Técnicos para productos farmacéutico
(ICH), establece directrices estandarizadas para realizar pruebas que aseguren la calidad, eficacia e inocuidad
de productos farmacéuticos, una de esas pruebas son los estudios de estabilidad (ICH, 2017). En Ecuador,
el Reglamento para Control de Productos Naturales de Uso Medicinal, vigente desde octubre de 2006, en el
Anexo 7 (Ministerio de Salud Publica, 2006) determina que, para obtener el registro sanitario de productos
medicinales naturales es necesario: realizar pruebas de estabilidad natural y acelerada, segun los criterios de
la Organizacién Mundial de la Salud, OMS.

Los estudios de estabilidad se realizan a partir de la definicién del mercado de destino y de las condiciones
climiticas, donde van a ser utilizados los firmacos; para ello se ha dividido al mundo en cuatro zonas
climaticas (World Health Organization, 2018). Considerando que, de acuerdo a esta division, el Ecuador
se encuentra en la zona climdtica IV, la temperatura y la humedad recomendada para los andlisis de
estabilidad acelerada en productos farmacéuticos con principios activos relativamente estables es 40+1°C
y 7545%, respectivamente (Organizacion Mundial de la Salud, 2015; World Health Organization, 2018).
Estos criterios se aplican también a los estudios de estabilidad de productos naturales de usos medicinal -
fitofdrmacos—. Considerando que los fitofdrmacos se componen de extractos de plantas o plantas completas,
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donde el efecto terapéutico lo generan grupos de compuestos que actiian sinérgicamente y que no tienen un
comportamiento homogéneo, los estudios de estabilidad deberian considerar estas caracteristicas.

La industria farmacéutica herbal, se ha incrementado, a nivel mundial, se estima que la produccién anual
es de 35 mil millones de délares (Buitrdn, 1999). Los fitofdrmacos, al ser productos que provienen de partes
de plantas o extractos de estas, estdn sujetos a factores que pueden inducir un cambio en el producto, ya sea
durante el proceso de produccién o en el almacenamiento. Los cambios de temperatura, la humedad y la luz
pueden ocasionar, principalmente: hidrélisis, oxidacion, racemizacidn e isomerizacion, con efectos adversos
en el firmaco. Los principales problemas ocasionados son: la pérdida en la actividad terapéutica, el cambio
de concentracion del componente activo, la alteracién de la biodisponibilidad y la formacién de productos
téxicos (Kumar Sachan y Kumar, 2015), es importante, por tanto, que este tipo de productos estén sujetos
a control. La degradacién térmica de los principios activos naturales es uno de los temas més relevantes en
la estabilidad de fitofirmacos, por tal motivo es importante determinar si una formulacion farmacéutica se
ajusta al comportamiento de los firmacos de sintesis y si el método de determinacién del tiempo de vida util
es el adecuado.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) permite, entre otros andlisis, definir las temperaturas de
descomposicion y la estabilidad térmica de: sélidos compactos, plasticos, gomas, resinas, otros materiales
organicos, cerdmicos, vidrios, mezclas complejas, polvos, muestras viscosas, liquidos, etc. (Zambrano et al.,,
2017; Bajaj et al., 2012), entre los cuales se encuentran las formulaciones farmacéuticas de origen natural.
Por sus caracteristicas, esta metodologia utiliza pequefias cantidades de muestra y puede proporcionar
informacién de la temperatura a la que se degradan los componentes de las muestras vegetales y ser un aporte
para los estudios de estabilidad, con datos certeros, que no dependan exclusivamente de las condiciones de
una zona climatica definida.

Para el estudio se selecciond Urera laciniata Goudot ex Wedd o también llamada ortiga, que es conocida
desde la antigtiedad por los habitantes de la regiéon amazénica del Ecuador y su informacién etnoboténica
refiere usos contra: enfermedades reumdticas, malaria, fiebre y dolores musculares (Luziatelli et al., 2010),
también se reportan usos como analgésico (Rios et al., 2007). Las especies de esta familia -Urticaceae
comparten los mismos principios activos: el dcido férmico y los flavonoides, responsables de las propiedades
antiinflamatorias que se les atribuyen (Olivo & Pazmifio, 2013). Laliteratura revisada no reporta la existencia
de datos de estabilidad de extractos y/o formas farmacéuticas, elaboradas con esta especie. Adicionalmente,
Urera laciniata posee un grupo de principios activos —los compuestos fenélicos— que tienen una amplia
actividad terapéutica y, estudiados podrian configurar una metodologia utilizable en otras variedades
vegetales que los contengan.

METODOLOGIA

Se colectd Urera laciniata Goudot ex Wedd, en el Cantén Archidona — Provincia de Napo- la identificacion
botanica fue realizada en el Herbario Q de la Universidad Central del Ecuador.

Las hojas de la planta fueron lavadas con agua destilada tipo III y desinfectadas con permanganato
de potasio 0,0001%. El material vegetal se secé en una estufa por conveccién forzada a 40 + 1°C, hasta
humedad relativa inferior al 10%. La muestra se someti6 a molienda en un molino manual y tamizaje en un
Tamiz Humboldt # 30. El material vegetal se desengrasé con hexano analitico. Los compuestos fenélicos se
extrajeron por percolacién a 20 gotas/min con etanol analitico 96% (Sudrez & Narviez, 2016).

Con el extracto total se elaboraron comprimidos, mediante granulacién himeda (Sudrez & Mora, 2016),
utilizando como excipientes una mezcla de 85,52% de lactosa, 0,66% de aerosil, 0,66% de estearato de
magnesio, 1,32% de almidén y 11,84% de extracto etandlico seco. La composicién utilizé la férmula unitaria
desarrollada experimentalmente, en los laboratorios FARCOL de la ciudad de Quito.
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Seidentificaron cualitativamente los compuestos fendlicos, tanto en el extracto como en los comprimidos,
por reaccién con cloruro férrico 5%. Se determind la presencia de acido cafeico por cromatografia de
capa fina de alto rendimiento (HPTLC), utilizando un estidndar analitico de 4cido cafeico Sigma-Aldrich,
CAS: 331-39-5. El desarrollo cromatografico utiliz como fase estacionaria placas Macherev-Nagel, nanosil
C18-100/UV254 y como fase mdvil tolueno: hexano: metanol (17,5:17,5:5,0). La cuantificacién de
fenoles totales expresados como dcido cafeico, se realizé espectrofotométricamente por el método de Folin
Ciocalteau (Espinosa et al., 2016), en un equipo Varian BioCary50.

La definicion de las condiciones para el corrido calorimétrico se realizé con un diseno experimental 22,
aleatorizado en el programa JMP Statical Discovery” a un 95% de confianza. La variable respuesta analizada
fue la temperatura degradacién de la mezcla de compuestos (Ti).

Los factores y niveles de estudio se presentan en la tabla 1.

TABLA 1
Factores y niveles de estudio para extracto etanélico y comprimidos de Urera laciniata Goudot ex Wedd
Niveles®
Factores Cédigo/unidades
-1 +1
Velocidad de la rampa de RT (°C /rrun) 10 0
temperatlll‘a.
Peso de muestra PM {mg} 0,5 1,5

* Los signos positivo y negativo corresponden a los niveles superior e inferior de los factores estudiados.

Se corrieron termogramas del extracto y los comprimidos para definir su comportamiento térmico, en el
dia cero y dia sesenta del andlisis de estabilidad de fenoles, en un Calorimetro de Barrido Diferencial, DSC
Q 2000, calibrado con Indio para un rango de temperatura de 0 — 300°C, y con un flujo de nitrdgeno de 25
mL/min. Se utilizaron cdpsulas de aluminio selladas tipo A.

Se realizaron pruebas de estabilidad para los comprimidos, en sesenta dias de almacenamiento a 40°C y
75% de humedad relativa, se analizé la concentracidn de fenoles totales.

DISCUSION

En la muestra seca de Urera laciniata se obtuvo una concentracién, en peso, de extracto etanélico total
correspondiente a 9,88 + 0,86%. Se identificé cualitativamente la presencia de compuestos fendlicos y la
separacion de dcido cafeico a un Rf de 0,88 coincidente con el estandar; en las condiciones experimentales
definidas. La cuantificacién de fenoles totales, expresada como 4cido cafeico, dio un resultado de 145,43 +
7,46 mg de fenoles/g extracto seco y de 1430,93 + 88,03 mg fenoles totales/100g muestra seca. A partir
del extracto etandlico se elaboraron comprimidos, mediante granulacién hiumeda, con un peso promedio
de 443,00 + 3,18 mg y una concentracién de fenoles totales de 7,75 mg/tableta que, mediante pruebas
preliminares, se definid, se encuentra en el limite de deteccidn del espectrofotémetro utilizado.

La definicién de las condiciones de corrido de los termogramas se realizé mediante el andlisis de los datos
de temperatura de degradacién promedio, para el extracto etandlico y los comprimidos que se presentan en

la tabla 2.
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TABLA 2
Temperaturas de degradacién promedio en el estudio térmico
de extracto etanélico y comprimidos de Urera laciniata

N° VARIABLES EXTRACTO COMPRIMIDOS
RT(C/min)  PM (mg) T °C T"C
1 - - 132,91 202,94
2 + _ 132,75 204,15
3 ] + 134,41 208,79
4 n + 132,60 207,67

El cdlculo de la magnitud de efectos ocasionados por los factores de estudio: velocidad de la rampa de
temperatura (RT) y peso de muestra (PM) sobre la variable respuesta, temperatura de degradacién; se realizé
mediante el algoritmo de Yates. Los valores de la magnitud de los efectos, asi como su significancia estadistica
se muestran en la tabla 3, para el extracto etanélico y, en la tabla 4 para los comprimidos.

TABLA 3
Magnitud y significancia estadistica de los efectos de la variacién de la velocidad
de la rampa de temperatura (RT) y el peso de muestra (PM) sobre la temperatura
de degradacién de extracto etandlico de Urera laciniata Goudot ex Wedd

VARIABLES EXTRACTO
o . VALOR
RT(°C/min) PM (mg) EFECTO IDENTIFICACION SIGNIFICANCIA

- - 132,17 Media

+ - -0,49 RT no significativo

- + 0,17 PM no significativo

+ + -0,33 (RT){PM) no significativo

TABLA 4

Magnitud y significancia estadistica de los efectos de la variacion de la velocidad
de la rampa de temperatura (RT) y el peso de muestra (PM) sobre la temperatura
de degradacién de comprimidos, en base de Urera laciniata Goudot ex Wedd

YARIABLES COMPRIMIDOS
o . VALOR
RT(°C/min) PM (mg) EFECTO IDENTIFICACION SIGNIFICANCIA
- - 205,89 Media
+ - 0,025 RT no significativo
- + 4,705 PM no significativo
+ + -1,14 (RTH{PM) no significativo
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De acuerdo con los datos estadisticos presentados en las tablas 3 y 4, el incremento de la velocidad de la
rampa de temperatura (RT), utilizada en el calorimetro y el peso de muestra (PM), utilizada para el desarrollo
de los termogramas, en extracto etanélico seco y comprimidos elaborados con Urera laciniata Goudot ex
Wedd, son estadisticamente no significativos, por tanto no tienen incidencia en el estudio. Parala elaboracién
de los termogramas se seleccionaron los niveles mas bajos de los factores de estudio, que implican menor
consumo de recursos y estos son: 10°C/min y 0,5 mg de muestra.

La temperatura de degradacién media para el extracto etandlico es de 132,17 + 0,84°C y para el caso de los
comprimidos es 205,89 + 2,79°C. Los excipientes utilizados estabilizan al extracto etanélico incrementando
su temperatura de degradacién en 72,94°C. Se observa que existe un efecto térmico de estabilidad cuando
se afiaden los excipientes en el extracto, ya que la temperatura de degradacién de la forma farmacéutica
se encuentra desplazada hacia valores més altos, tanto en el caso del extracto (Tabla 4), como en el de los
excipientes (Tabla 5). Estaestabilizacién podria deberse alas fuerzas de interaccién generadas entre los grupos
polares de los excipientes, especialmente la lactosa, con los grupos OH de los compuestos fendlicos, en forma
de glicdsidos de la especie vegetal analizada (Olivo & Pazmifo, 2013; Pinelli et al., 2008).

TABLA 5
Resultados de degradacion de excipientes en el estudio térmico
de comprimidos, en base de Urera laciniata Goudot ex Wedd

EXCIPIENTE TEMPERATURA DEGRADACION °C
Lactosa 146,69
Almidén 82,16
Estearato de magnesio 93,35
Aerosil No presenta pico en el rango analizado

Lo anteriormente expuesto, se verifica analizando los termogramas presentados en las figuras 1y 2. La
mezcla de excipientes en las proporciones utilizadas en la forma farmacéutica presenta dos picos definidos en
146°Cy 217°C, que no son coincidentes con los picos obtenidos para los comprimidos y el extracto etandlico.

; | W

3 | {[ Y

éi |

g |

et = “.']'cmpn:l*a!u};"(.‘ > T S
FIGURA 1

Termogramas de excipientes
Acrosil (rojo), almidén (verde), estearato de magnesio (azul), mezcla (rosado)
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FIGURA 2
Termograma de la mezcla de excipientes utilizad en la

formulacion: aerosil, estearato de magnesio, almidén lactosa.

De acuerdo a los resultados obtenidos que muestran que la degradacién térmica del extracto y de los
comprimidos se dan a temperaturas superiores a las utilizadas en las condiciones a las cuales se realizan las
pruebas de estabilidad, éstas no serfan aplicables para el caso de los comprimidos de esta especie vegetal. Para
verificar la aplicabilidad de las condiciones sugeridas para las pruebas de restabilidad por la OMS (2015), se
tomaron como referencia los pardmetros dados para la zona climética IV (Organizacién Mundial de la Salud,
2015).

Los resultados de los termogramas que indican las temperaturas de degradacion para los comprimidos al
cabo de sesenta dias de almacenamiento a40°C a una humedad relativade 75% y en diferentes tipos de envase,
se presentan en la tabla 6. Adicionalmente, se verifico la influencia del tipo de envase en la estabilidad térmica.

TABLA 6
Temperaturas de degradacién de comprimidos en 60 dias de almacenamiento a 40°C y humedad
relativa de 75% en el estudio térmico de comprimidos en base de Urera laciniata Goudot ex Wedd

TEMPERATURA ESPECIFICACIONES TEMPERATURA
ALMACENAMIENTO °C ENVASE DEGRADACION °C
Ambar, polietilén
40 tereftalato(PET) alta densidad 206,18
Blance, polietilén tereftalato
10 (PET) alta densidad 207,08
40 Transparente, polietilén tereftalato 206,82

(PET) altadensidad

De acuerdo con los datos presentados en la tabla 6, se puede establecer que la temperatura de degradacién
no tiene un cambio significativo, debido al tiempo de almacenamiento. Se puede establecer que el tipo
de envase utilizado en el almacenamiento de los comprimidos en un tiempo de 60 dias no influye en la
temperatura de degradacion, ya que se tienen diferencias que corresponden a valores que se encuentran entre
el 0,1-1,0%, respecto de la temperatura de degradacién inicialmente determinada.

La estabilidad de los comprimidos se controlé mediante la cuantificacién espectrofotométrica de fenoles
totales, en el tiempo de almacenamiento de 60 dias, considerando la influencia del tipo de envase utilizado;
los valores determinados para la concentracion de fenoles se presentan en la tabla 7.
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TABLA 7
Concentracién de fenoles totales en comprimidos, en 60 dias de almacenamiento a 40°C y humedad
relativa de 75%, en el estudio de estabilidad comprimidos en base de Urera laciniata Goudot ex Wedd

ENVASE TRANSPARENTE BLANCO AMBAR
Dias mg fenoles /tableta mg fenoles /tableta mg fenoles /tableta
0 7,26 7,26 7,26
5 6,80 7,24 6,87
10 6,87 6,97 7,34
12 6,02 7,15 7,21
14 6,83 6,51 6,76
17 6,64 6,52 6,38
20 6,60 6,44 6,26
24 7,06 7,08 7,15
27 6,84 7,05 6,89
31 7,03 7,09 6,55
46 6,98 6,67 6,68
60 7,36 7,14 7,44
Medias 6,86 * 0,35 6,92 + 0,30 6,89 + 0,39

En la cuantificacién de compuestos fenélicos totales, durante el almacenamiento, los cambios de
concentracién en cada tipo de frasco en 60 dias de almacenamiento no son significativos de acuerdo a la
dispersion de datos respecto de sus medias.

CONCLUSIONES

El estudio térmico de extractos vegetales, mediante calorimetria diferencial de barrido, aporta informacién
valiosa respecto de la degradacién de los componentes quimicos de los extractos vegetales y las formas
farmacéuticas, elaborados con estos extractos. La composicién quimica particular de cada especie vegetal
hace necesario que se considere que la degradacién no se da a una temperatura fija para todos los casos,
sino que existen variantes propias para cada especie, que deben ser estudiadas. Se observa que para Urera
laciniata Goudot ex Wedd, la alta temperatura de degradacion del extracto y de los comprimidos; asi como
también los datos de concentracién obtenidos en el andlisis del marcador fitoquimico en Urera laciniata
Goudot ex Wedd, evidencian una ausencia de variacion, lo que hace inviable la determinacién del tiempo
de vida media de los comprimidos, utilizando el método de Arrhenius y la aplicacién del criterio de uso de
las condiciones de Zona Climdtica, para evaluar la estabilidad del marcador fitoquimico en esta especie. Se
deberfan analizar otras alternativas como la verificacién de la presencia de los componentes activos, mediante
perfiles cromatograficos elaborados, tanto con los extractos como con las formas farmacéuticas desarrolladas

(Sudrez & Venegas, 2016).
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