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RESUMEN. Las flores y hojas de Caesalpinia pulcherima (L.) Swartz (Caesalpinaceae) se emplean en me-
dicina popular como antiinflamatorios. Esta accion se comprobé experimentalmente empleando el modelo
de edema auricular en oreja de raton inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol), encon-
trandose que las fracciones cloroférmicas de ambos érganos responden mayoritariamente por dicha acti-
vidad, alcanzando niveles de inhibicion del 80% . Posteriormente se disefié una locién para uso tépico, de-
sarrollandose estudios de estabilidad acelerados a un sélo punto empleando el mismo modelo biolégico co-
mo método analitico, demostrandose que la actividad del fitopreparado se puede garantizar por mas de 24
meses a temperatura de almacenamiento de 25 °C.

SUMMARY . “Preformulation Studies of an Antiinflammatory Topic Phytomedicine Based on Active Fractions of
Flowers and Leaves of Caesalpinia pulcherrima (L.) Swartz Using Biological Analytical Models”. Flowers and
leaves of Caesalpinia pulcherima (L.) Swartz (Caesalpinaceae), are used in folk medicine as antiinflammatories.
Experimentally was found that chloroformic fractions of both organs are responsible for such activity, reaching
inhibition levels about 80% in a model of TPA-induced ear edema. A topic lotion was developed, performing
stability studies using the same biological model as analytical method. The phytomedicine remains active for at

least 24 months stored at 25 °C.

INTRODUCCION

La preformulacion de fitomedicamentos tiene
muchos elementos en comun con la de medica-
mentos convencionales. No obstante, algunos
de estos elementos son dificiles de homologar,
como es el caso de los estudios de estabilidad,
debido a la compleja composicion que caracteri-
za a dichos preparados. Para el desarrollo de es-
tos estudios, el primer paso es disponer de una
metodologia analitica validada, pero identificar
un trazador quimico asociado a la estabilidad y
cuantificable por métodos instrumentales resulta
una labor compleja, costosa y demorada. Debi-
do al creciente mercado y al redescubrimiento
de los productos naturales, se hace necesario
atender la demanda con productos que garanti-
cen seguridad y eficacia de manera economica.
Por esta razon, este trabajo ejemplifica el uso de
modelos biolégicos durante la preformulacion
de fitopreparados al emplearlos como ensayos

analiticos durante el desarrollo de fitoprepara-
dos, que garanticen la calidad terapéutica de
productos comerciales.

Caesalpinia pulcherima (L.) Swartz, es un ar-
busto originario del trépico americano, pero dis-
tribuido también ampliamente en la region tro-
pical de Africa y Asia, muy utilizado como plan-
ta ornamental 1. Estudios etnobotdnicos realiza-
dos al sur del Departamento de Cundinamarca,
Colombia, por los autores del presente articulo,
encontraron que una maceracion de las flores
en alcohol antiséptico (70%) se emplea por los
pobladores para el tratamiento de la artritis reu-
matoidea, lo que motivé el interés de evaluarla
cientificamente dados los resultados positivos
declarados. En la India y la China a esta planta
se le conoce por esta y otras propiedades medi-
cinales. Kumar et al. 2 estudiaron actividades an-
tiinflamatoria y analgésica de extractos en éter
de petroleo de hojas de esta planta, encontran-
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do que fueron eficaces en el ensayo de inhibi-
cion de formacion de granuloma por disco de
algodén y en la inflamacién auricular inducida
por etil-fenil-propionato. Rao et al. 3 reportaron
la actividad antiinflamatoria de los flavonoides
5,7-dimetoxiflavanona, 5,7-dimetoxi-3’- 4’-meti-
lendioxiflavanona, isobonducelina, 2’-hidroxi-
2,3,4’,6'-tetrametoxichalcona y bonducelina.
Padma et al. 4 evaluaron una interesante activi-
dad antioxidante tanto enzimdtica como no en-
zimatica presente en las flores de esta especie,
lo que podria significar un valor potencial de las
mismas en procesos biologicos en los que estén
involucrados eventos oxidativos, como la infla-
macion.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Flores (CPF) y hojas (CPH) de C. pulcherri-
ma fueron recolectadas en la misma regién don-
de se reporto su uso (Sur del Departamento de
Cundinamarca). La especie fue identificada en el
Herbario Nacional Colombiano de la Universi-
dad Nacional de Colombia con el voucher COL-
493856. El material vegetal se seco, pulverizo y
acondiciono6 para extraccion.

Reactivos y Solventes

13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol (TPA),
indometacina y carboxi metil celulosa sédica de
mediana viscosidad se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Hidroxi-pro-
pil-metil-celulosa (HPMC, Methocel) K100M de
Colorcon Ltd, UK. Eter de petréleo, cloroformo
y metanol de Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillips-
burg, NY, USA). Acetona y alcohol isopropilico
de Merck KGaA. (Darmstadt, Alemania).

Animales

Ratones ICR, machos y hembras de 10-12 se-
manas de vida y 25-35 g de peso. Los animales
fueron mantenidos bajo condiciones controladas
de temperatura y fotoperiodo (luz entre las
06:00 y las 18:00 horas), con acceso ad libitum
de agua y alimento. Durante los experimentos
los animales fueron tratados de acuerdo a linea-
mientos éticos institucionales, nacionales e inter-
nacionales de cuidado y manejo de animales de
laboratorio.

Actividad Antiinflamatoria
Edema Auricular inducido por TPA

Para los ensayo se usaron ratones distribui-
dos en cajas en grupos de 10 animales. Las cajas
correspondian a control (TPA), patrén positivo
(indometacina) y extractos o fracciones de flores
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y hojas de C. pulcherrima a evaluar, de acuerdo
con los procedimientos descritos por Young 5 y
Lapa 6. Todas las aplicaciones se realizaron en
la oreja derecha. A los animales control, se les
aplico unicamente TPA, 2,5 ng disuelto en 20 pL
acetona, 10 pL en cada lado de la oreja. A los
animales patrén, se les aplicd 500 pg de indo-
metacina disuelta en 20 pL de acetona, 10 pL en
cada lado de la oreja e inmediatamente la mis-
ma dosis de TPA suministrada al grupo control.
A los animales problema, se les aplicé 1000 pg
de los extractos disueltos en 20 pL de acetona
(10 pL a cada lado), mas la misma dosis de TPA
del grupo control. Cuatro horas después de la
aplicacion de los tratamientos, los animales fue-
ron sacrificados por dislocacion cervical. Con la
ayuda de un sacabocados, se retiraron secciones
circulares de las orejas derecha (tratada) e iz-
quierda (no tratada), que se pesaron en una ba-
lanza analitica Sartorius BP 221S. Del peso neto
de la oreja tratada se resto el peso de su respec-
tiva oreja no tratada, para determinar el cambio
de peso debido a la inflamacion (edema). El
porcentaje de inhibicién de la inflamacion se
obtuvo por la Ecuacién 1, donde Ic correspon-
de a la proporcion de la inflamacion media del
grupo control e It a la proporcién de la inflama-
cion de cada animal en cada grupo tratamiento.

le=1
Porcentaje de Inhibicion = *100 (1]

1.

Andlisis de Datos

Los datos experimentales se presentan como
la Media * Error Estindar de la Media (ESM) del
porcentaje de inhibicién de la inflamacion. El
analisis se complementa usando ANOVA de una
via seguido de andlisis de Dunnett para evaluar
la significancia de las diferencias de los trata-
mientos frente al control, o del analisis de Tu-
key, para evaluar diferencias entre tratamientos
7. Las diferencias significativas de expresan co-
mo *p<0,05y *p<0,01.

RESULTADOS
Evaluacion Actividad Preliminar

Los extractos etanolicos totales se obtuvieron
por maceracion tanto de hojas como de flores
para evaluar y confirmar su actividad antiinfla-
matoria. Los resultados fueron positivos, pues se
encontraron niveles de proteccién del 58,94 y
39,03% respectivamente (Tabla 1).

A continuacién se obtuvieron por macera-
cion las fracciones en éter de petréleo (CPF-EP,
CPH-EP), cloroférmicas (CPF-CHCl3, CPH-
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I'ratamiento Dosis % Inhibicion Edema T'ratamiento Dosis % Inhibicion Edema
mg/oreja + ESM (mg) mg/oreja + ESM (mg)
Control - 19,59 Control — 17,93
Indometacina 0,5 63,95 + 5,06** 6,59 Indometacina 0,5 72,76 + 3,45 8,27
’ 51 CPF-EP 1,0 24,77 + 2,21 10,77
Extracto Btandlico ) o sg 044 4050 772
Total Hojas CPF-PEP 1,0 93,94 + 1,97 1,10
Extracto Etandlico CPF-CHCl3 1,0 91,52 + 1,94** 1,71
1,0 39,03 + 8,67* 11,23
Total Flores ? CPF-MeOH 1,0 3745+888 1144
Tabla 1. Actividad antiinflamatoria preliminar de los CPF-PMeOH 1,0 - 21,22
extractos etandlicos totales de flores y hojas de ¢.  CPF-Liof 1,0 5,69 £ 4,77 14,16
pulcherrima. ** p<0,01 comparado con el control  CPH-EP 1,0 19,34 + 4,46 13,53
(ANOVA Teguid? de test de Dt/mgett)(‘1 Czllda Va(11<.)r rde— CPH-CHCI3 1,0 76,52 + 7,46 477
p.resent.a a media + error estindar de la media de ., oo 10 16,56 + 3.76 17.36
diez animales.
CPH-Liof 1,0 - 15,36

CHCl3), metandlicas (CPF-MeOH, CPH-MeOH) y
acuosas (CPF-Liof, CPH-Liof) empleando un sol-
vente a la vez hasta agotamiento del material y
pasando al siguiente de mayor polaridad. Du-
rante la concentracion de los extractos CPF-EP
Y CPF-MeOH, se produjeron unos precipitados,
que se denominaron CPF-PEP Y CPF-PMeOH.
Los extractos organicos se concentraron median-
te un evaporador rotatorio a vacio trabajando a
temperatura no mayor a 35 °C. Los extractos
acuosos fueron liofilizados. Todas las fracciones
(incluyendo los precipitados) se evaluaron em-
pleando el mismo modelo murino de edema au-
ricular inducido por TPA, encontrindose que las
fracciones CPF-CHCl3, CPF-PEP y CPH-CHCl3, no
s6lo mantenian la actividad biolégica ya confir-
mada, sino que esta se elevaba a niveles del
91,52, 93,94 y 76,52%, respectivamente (Tabla 2).

Determinacion de Dosis y Via de
Administracion

Para determinar si tales fracciones activas
respondian a un esquema dosis-respuesta, se
modificé el modelo biolégico empleado, modifi-
cando la concentracion de la solucion aplicada
a los animales problema, esto es, dosis de 0,00,
0,3, 0,6 y 1,0 mg/oreja disueltas en acetona. Los
resultados se presentan en la Tabla 3. La dosis
mas baja evaluada, 0,06 mg/oreja no mostro ac-
tividad para ninguna de las fracciones. Para las
otras dosis, se encontraron notables niveles de
proteccion del orden del 80% desde concentra-
ciones tan bajas como 0,3 mg/oreja para las
fracciones CPF-CHCl3 y CPF-PEP, y 0,6 mg/oreja
para CPH-CHCI3. Una posologia de 0,3 mg en
20 mL de solucion equivale a una concentracion
de 1,5%, y una de 0,6 mg en el mismo volumen
a 3,0%. Estas fueron las concentraciones elegi-
das para continuar con el diseno de los fitome-
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Tabla 2. Actividad antiinflamatoria de las fracciones
obtenidas de flores y hojas de C. pulcherrima, **
p<0,01, *p<0,05 comparado con el control (ANOVA
seguido de test de Dunnett). Cada valor representa la
media + error estindar de la media de diez animales.

. Dosis % Inhibicion Edema
Tratamiento .
mg/oreja + ESM (mg)
Control - 18,04
Indometacina 0,5 69,23 + 1,50** 6,09
0,06 - 15,00
0,3 79,51 + 2.21* 3,34
CPF-CHCIy 06  7830+138% 304
1,0 88,65+139* 197
0,06 - 16,18
0,3 46,36 + 3,15* 8,20
CPH-CHCl; 0,6 8247+ 184" 288
1,0 79,79 +301* 4,00
0,06 - 15,25
0 0,20 + 2,44* 4
CPH-PEP 3 79, ’ 37

0,6 69,64 + 3,00% 6,04
1,0 0495 + 1,11* 0,81

Tabla 3. Actividad antiinflamatoria de cuatro dosis de
las fracciones CPF-PEP, CPF.CHCl3 Y CPH-CHCl3 de
C. pulcherrima. ** p<0,01 comparado con el control
(ANOVA seguido de test de Dunnett). Cada valor re-
presenta la media + error estindar de la media de
diez animales.

dicamentos. Habida cuenta que los datos etno-
farmacologicos senalaban la via topica como la
empleada para el tratamiento de la inflamacion
por artritis y que el modelo murino de inflama-
cion auricular por TPA permitia medir el grado
de proteccion de los preparados, se inici6 el di-
sefio de una forma farmacéutica para la misma
via.



Preformulacion

Dada la nula solubilidad en agua de las frac-
ciones, la forma farmacéutica de eleccion fue la
que permitié el uso de un vehiculo organico
compatible con la piel. Se pensé en un gel de
HPMC, empleando isopropanol como vehiculo.
Para evitar desviaciones en los andlisis, se eva-
luo la actividad inflamatoria intrinseca de este
alcohol, encontrandose que no posee ninguna
(datos no mostrados), es decir, no posee activi-
dad antiinflamatoria per se. A continuacion se
determind si el empleo de isopropanol en lugar
de acetona modificaba la actividad de los ex-
tractos. Se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas. La fraccion CPF-CHCI3 per-
di6 un 15% de actividad, y la fraccion CPH-
CHCl3 un 29% (Tabla 4). Esto indic6 que el em-
pleo de isopropanol como vehiculo exclusivo no
era lo mis indicado. A pesar de su marcada acti-
vidad la fraccion CPF-PEP no se pudo continuar
evaluando debido a que la cantidad obtenida
fue pequena. A continuacion se evaluaron mez-
clas binarias de acetona/isopropanol para en-
contrar el mejor vehiculo, encontrando que en la
proporcion 75/25 no habia pérdida de actividad,
por tanto era la mas conveniente y la que se em-
pled en el diseno (datos no mostrados). Estos
solventes pueden ser empleados como vehiculos
para formas farmacéuticas externas y simplifican
parcialmente el disefio, debido a que por su aro-
ma proporcionan cardcter a la preparacién y por
su actividad antiséptica elimina la necesidad de
emplear preservativos adicionales 89, ademas
que ambos incrementan la permeabilidad cuta-
nea favoreciendo la absorcion 10.

Iratamiento Dosis % Inhibicion Edema

mg/oreja + ESM (mg)
Control - 20,01
Indometacina 0,5 67,24 + 5,50** 8,63
CPF-CH

en Acetona 1,0 88,92 + 2,92* 2,44
CPF-CHCl;

1,0 74,72 £ 0,25*
en Isopropanol

6,33
CPH-CHCl;

en Acetona 1,0 91,64 + 3,41* 1,44

CPF-CHCl3

) 1,0 64,83 + 2,39 5,82
en Isopropanol

Tabla 4. Actividad antiinflamatoria de CPF-CHCl; y
CPH-CHClIj en acetona e isopropanol. ** p<0,01 com-
parado con el control (ANOVA seguido de test de Tu-
key). Cada valor representa la media + error estaindar
de la media de diez animales.
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El siguiente paso fue evaluar el efecto del
agente viscosante en la formulacion. Al incorpo-
rar hidroxipropil metil celulosa (Methocel®
K100M Premium) en la preformulacion al 1%,
los niveles de actividad de las fracciones se re-
dujeron en mas de un 80%, es decir, la biodis-
ponibilidad de los compuestos activos se reduce
de manera dramatica. Se hizo un ensayo cam-
biando el methocel (polimero) por una arcilla
coloidal. Este cambio implicaba la incorporacion
de agua a la formulacién, al igual que probar
con diferentes coadyuvantes como polisorbato
80, glicerina y lauril sulfato de sodio. Ninguna
prueba resultd positiva, por lo que se decidié
no trabajar con formas farmacéuticas de geles o
emulgeles, sino con lociones (CPF-CHCI3 1,5% y
CPH-CHCl3 3,0%).

Estudios de Estabilidad

Los estudios de estabilidad a corto plazo tie-
nen como propésito evaluar el comportamiento
de alguna o algunas de las propiedades de una
formulacion ante una situacion de stress por un
periodo corto de tiempo. Algunas de esas pro-
piedades que se pueden evaluar son la estabili-
dad quimica y fisica. De manera particular, los
estudios de envejecimiento acelerado pueden
predecir de manera aproximada la estabilidad
de los componentes activos de una formulacion,
siempre que la temperatura sea el factor catali-
zador de la descomposicion 11,12, Hay varios
modelos de evaluacion acelerada de la estabili-
dad. Para este trabajo se eligié el modelo de es-
tabilidad acelerada a un punto 13. Este modelo
permite predecir si una preparaciéon mantendra
su composicion original dentro de un rango
aceptado, luego de un tiempo establecido, a
una temperatura de almacenamiento determina-
da; realizando un ensayo inicial (tiempo cero), y
un Unico ensayo a los tres meses. En este estu-
dio se quiso predecir si las lociones serian esta-
bles al cabo de dos anos si fueran almacenadas
a 25 °C, aceptando una pérdida de actividad del
10%. Los supuestos del modelo son que los pro-
ceso degradativos siguen una cinética de orden
uno, y que la temperatura en el Gnico cataliza-
dor de los mismos.

Para el desarrollo del estudio se prepararon
independientemente tres lotes de laboratorio
con cada fraccion a las concentraciones descri-
tas empleando una mezcla de acetona/isopropa-
nol 75/25 como vehiculo y envasadas en ampo-
llas de vidrio tipo I previamente ensayados 4.
Se emple6 el mismo modelo biolégico de ede-
ma auricular inducido por TPA como ensayo

335



MATIZ G.E., CARDENAS P.A. & RINCON V. J.

funcional-analitico, considerando la actividad an-
tiinflamatoria remanente como indicador de esta-
bilidad, tomando la actividad a tiempo cero co-
mo el 100%. Los analisis se hicieron a tiempo ce-
ro y luego a los tres meses de envejecimiento
acelerado a las temperaturas de 28 y 42 °C. Los
resultados de presentan resumidos en la Tabla 5.
Los tres lotes de cada formulacién, tanto a
tiempo cero como a los tres meses y a cada
temperatura, se compararon entre si para deter-
minar si existian diferencias significativas entre
ellos. En ninguno se encontré diferencias, de tal
manera que los datos de los tres lotes en cada
condicion se pudieron reunir y manejar como
un solo gran lote con todos los datos de los
tres. La Tabla 6 presenta los porcentajes de pér-
dida de actividad al cabo de esos tres meses pa-
ra cada temperatura de envejecimiento, conside-
rando los valores a tiempo cero como el 100%.
El modelo de estabilidad a un solo punto se
basa en el hecho de que la mayoria de los far-
macos, aunque pueden tener varias rutas degra-
dativas, cada una de ellas suele seguir una ciné-
tica de orden uno y poseer energias de activa-
cion (E,) con valores de 10 Kcal/mol o 25
Kcal/mol 13, por lo que empleando la ecuacion
combinada de Arrhenius (Ecuacion [2]), se pue-
de construir una tabla predictiva de degradacion
acelerada (pérdida de concentracién/actividad
del componente activo de una formulaciéon por

envejecimiento forzado catalizado por calor) a
diferentes temperaturas, incluyendo desde lue-
go, las empleadas durante el estudio (Tabla 7).
Para construir dicha tabla, también se emplean
las ecuaciones presentadas abajo.

k, = kle%a(%) (2]

La Ecuacién [3] calcula el tgg para un proce-
so cinético de primer orden, y la Ecuacion [4] la
concentracion remanente (C) en funcién del
tiempo a una temperatura dada para el mismo
orden cinético. Cj corresponde a la concentra-
cién/actividad inicial. Tomando Cy como el
100%, el porcentaje degradado se calcula como
100-C.

0,1054
f90 = [3]
k
C= Cye- M (4]

Los porcentajes de pérdida de actividad para
la formulacién de CPF-CHClz a los tres meses
de envejecimiento, fueron de -0,89% + 1,12 y
0,30 + 2,09 para 28 y 42 °C respectivamente. Pa-
ra CPH-CHCI3 las pérdidas son 0,22 + 1,72 y -
0,32 + 1.25 en el mismo orden. La Tabla 7 regis-

Blanco Indometacina CPF-CHCl3 CPH-CHCl3
Edema (mg) Edema (mg) Inhibicion Edema (mg) Inhibicion Edema (mg) Inhibicion
+ ESM + ESM % + ESM % + ESM %
Tiempo 0 14,46 + 0,77 1,93*"+ 0,94 86,93 2,47+ 0,65 82,24 4,17+ 0,76 71,11
3 meses 28° 15,88 + 0,71 6,02*"+ 1,18 78,25 2,37*+ 0,47 84,06 4,12*+ 0,74 71,13
3 meses 40° 13,90 + 0,57 6,85*"+ 1,98 82,55 3,11**+ 0,87 78,33 3,05+ 0,45 77,95

Tabla 5. Edema y porcentaje de Actividad antiinflamatoria de las formulaciones de CPF-CHCl3 y CPH-CHCl5 du-
rante los estudios de estabilidad. Los valores de CPF-CHCl3 y CPH-CHCI; corresponden al promedio de los re-
sultados de tres lotes. ** p<0,01 comparado con el control (ANOVA seguido de test de Dunnett). Cada valor re-
presenta la media + error estindar de la media de treinta animales para las fracciones y diez para blanco y con-
trol.

Tiempo Cero 3 Meses 28°C 3 Meses 42°C 3 Meses 28°C 3 Meses 42°C

F ulacié % Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion % de Actividad % de Actividad
ormuiacion + ESM + ESM + ESM Perdida + ESM Perdida + ESM

CPF-CHCl3 1,60 100,00 + 1,51* 100,89  1,12** 99,70 & 2,09** 10,80 + 1,12% 0,30 + 2,00%

CPH—CHC13 3,2% 100,00 = 1,70** 99,78 + 1,72** 100,32 + 1,25** 0,22 £ 1,72* -0,32 + 1,25**

Tabla 6. % Actividad antiinflamatoria de las formulaciones de CPF-CHCl3 y CPH-CHCI; durante los estudios de
estabilidad considerando la actividad a tiempo cero como el 100%, y pérdida de la misma al cabo de tres meses
de envejecimiento acelerado a 28 y 42 °C. ** p<0,01 comparado con el control (ANOVA seguido de test de Dun-
nett). Cada valor representa la media + error estindar de la media de treinta animales.
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Temp. Ea: 10 Kcal/mol Ea: 25 Kcal/mol
°C k (mes1) % Degrad k (mes1) % Degrad
25 0,00439 1,31 0,00439 1,31
28 0,00520 1,55 0,00670 1,99

35 0,00761 2,26
42 0,00989 2,92
45 0,01275 3,75

0,01738 5,08
0,03346 9,55
0,06309 17,24

Tabla 7. Porcentajes de degradacion y valores de &
calculados siguiendo cinéticas de orden 1 y energias
de activacion de 10 y 25 Kcal/mol a varias temperatu-
ras al cabo de tres meses.

tra los valores teéricos maximos de degradacion
que se pueden permitir luego de tres meses de
envejecimiento acelerado a diferentes tempera-
turas, para garantizar que la preparacion evalua-
da es estable en las condiciones de almacena-
miento que se proponen, es decir, 2 afios a 25
°C (envejecimiento natural). Los valores experi-
mentales de degradacion/pérdida de actividad
deben ser inferiores a los calculados. Por ejem-
plo, para CPF-CHCl3 a 28 °C y Ea de 10 Kcal/
mol, el valor del porcentaje de degradacion +
ESM corresponde a 0,23, valor inferior al calcu-
lado: 1,55.

La Figura 1 es la representacion grafica de lo
registrado en las Tablas 6 y 7. Para linearizar, se
grafica el logaritmo de las degradaciones calcu-
ladas (tedricas) contra el reciproco de la tempe-
ratura. La linea azul corresponde a la degrada-
cion calculada asumiendo una Ea de 10Kcal/mol
y la roja una de 25 Kcal/mol. Las lineas vertica-
les verdes representan la media de la degrada-
cién alcanzada por la formulacién CPH-CHCl3 +
ESM, en tanto que las anaranjadas a la de la for-
mulaciéon CPF-CHClz + ESM, a las temperaturas
de 28 y 42°C luego de tres meses de envejeci-
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Figura 1. Logaritmo del porcentaje de degradacion
medio = ESM (pérdida de actividad) de las formula-
ciones CPF-CHCl3 y CPH-CHCI3 contra el reciproco
de la temperatura absoluta a tres meses de envejeci-
miento acelerado.
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miento. Todos los valores experimentales son
inferiores a los tabulados, por lo que en la Fig.
1 ninguna de las lineas verticales intersecta a las
diagonales, es decir, permanecen dentro de la
Zona A, esto es, se puede garantizar la estabili-
dad sin restriccion de los preparados por un pe-
riodo de dos afnos si se almacenan a una tempe-
ratura no mayor de 25 °C. La Zona B es una zo-
na de seguridad. Si alguna de las formulaciones
hubiera entrado en ella, ain se podria decir que
el preparado es estable, pero de manera conser-
vadora, esto es porque cualquier reaccion de
degradacion que tenga una Ea inferior a 10
Kcal/mol, ocurre de manera espontinea, por lo
que se recomendaria almacenar el producto a
una temperatura inferior, aunque no necesaria-
mente refrigerada. La Zona C es de exclusion,
es decir, el producto no garantizaria estabilidad
a 25°C por dos anos, debera ser un tiempo me-
nor y requeriria almacenamiento refrigerado; o
una revision a fondo de la formulacion.

DISCUSION

Los estudios de preformulacion o de diseno
de un fitomedicamento involucran la evaluacion
de componentes que probablemente haran par-
te de la formulacion, y de los que se necesita
informacién para medir su impacto favorable o
desfavorable en la misma. Los elementos que se
evaluaron en este estudio fueron la concentra-
cion y la composicion del probable vehiculo.
Originalmente se pretendia el disenio de un gel,
debido a la facilidad que ofrece esta forma far-
macéutica para su aplicacién. Sorpresivamente
se encontré que el empleo del polimero HPMC
aparentemente captura los compuestos activos,
disminuyendo dristicamente la biodisponibili-
dad de los mismos y desapareciendo por com-
pleto la actividad del preparado. Al probar con
una arcilla coloidal como agente viscosante con
la necesaria incorporacién de una elevada pro-
porcion de agua y auxiliares de formulacion
procurando un emulgel, los resultados también
fueron negativos. Esto motivo el cambio de for-
ma farmacéutica a la de lociéon con base en sol-
ventes organicos. No se evaluaron otros visco-
santes porque los resultados obtenidos con
HPMC fueron muy concluyentes (pérdida de ac-
tividad del 100%), lo cual muy seguramente su-
cederia con otros derivados de celulosa, como
la Carboxi-metil-celulosa sddica, por lo que no
se justificaba desde el punto de vista ético el sa-
crificio innecesario de animales de laboratorio.

Como en el modelo de edema auricular los
extractos o fracciones a evaluar se disuelven en
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acetona, y los resultados fueron 6ptimos, la pre-
sencia de este vehiculo en la formulacion era
adecuada, pero su empleo como vehiculo tnico
no es comun en tecnologia farmacéutica. Gene-
ralmente se utiliza en mezclas con alcohol iso-
propilico. El isopropanol si se emplea como ve-
hiculo unico y simplifica la formulacion, ya que
en proporciones mayores al 12%, posee sufi-
ciente capacidad antiséptica como para no re-
querir preservativos adicionales. Desafortunada-
mente, empleado como vehiculo tnico, la efica-
cia de las preparaciones evaluadas se reduce en
cerca de un 30%.

El 75% es un contenido alto de acetona, un
vehiculo que no es inerte debido al par de elec-
trones libres de su grupo carbonilo (bases de
Lewis), y a que pueden producir reacciones de
sustitucion nucleofilica (solvolisis) 15, por esta
razon se considero necesario evaluar su impacto
en la formulacion con un estudio de envejeci-
miento acelerado, en el que se demostré que su
uso no afecta la estabilidad/actividad de los
compuestos activos.

Los modelos biolégicos in vivo, como el em-
pleado en este trabajo, necesariamente involu-
cran un error experimental alto, lo que se refleja
en el relativamente amplio rango de dispersion
de datos de los resultados. Es por esto que en
los estudios de estabilidad, a los tres meses de
envejecimiento acelerado, se encontraron pérdi-
das de actividad negativas (Tabla 6), lo que sig-
nificarfa que los preparados son mds activos a
los tres meses que a tiempo 0. Esto podria suce-
der en el caso que probables productos de de-
gradaciéon tuvieran una actividad intrinseca su-
perior a la de los compuestos originales. Para
descartar esto, se compararon los resultados a
tiempo cero y a los tres meses mediante un ana-
lisis de ANOVA seguido de test de Tukey, en-
contrando que no hubo diferencias estadistica-
mente significativas entre los diferentes ensayos,
lo que quiere decir que no hubo ni pérdida ni
ganancia de actividad durante el envejecimien-
to, esto es, el producto es estable. No obstante,
en los estudios de estabilidad a un solo punto
se suelen comparan las medias de las pérdidas
+ limites de confianza (LC). En la medida que se
tengan menos datos (menos animales), estos li-
mites se amplian. Una forma de reducir el error
experimental, es incrementar el nimero de da-
tos, pero en nuestro caso esto implica un costo
ético en animales de experimentacion, por lo
que se optoé por emplear el error estindar de la
media (ESM) en lugar de los LC, ya que tiene un
rango menor. Esto obliga a ser mas conservado-
res al interpretar los resultados, lo cual serd par-
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ticularmente valido cuando se empleen modelos
biologicos en estudios de estabilidad para asig-
nar tiempos de vida 1til (fecha de vencimiento)
a productos que se van a comercializar.

CONCLUSIONES

Empleando el modelo de inhibicion de la in-
flamacién inducida por TPA, se logré obtener
informacion relevante en cuanto a una posible
formulacion para una locion tépica con base en
fracciones activas de flores y hojas de Caesalpi-
nia pulcherrima. Los modelos biologicos como
indicadores de actividad y estabilidad durante
los estudios de preformulacion de fitoprepara-
dos, son vilidos y ttiles en tanto que se puedan
desarrollar métodos instrumentales mas econo-
micos, confiables y rapidos.
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