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RESUMEN. En los ultimos afios hay un notable aumento de la demanda de firmacos con extractos vegeta-
les estandarizados. Muchos de ellos, con indicacion de actividad colagoga y colerética , contienen extracto
de alcachofa. Con el objetivo de estudiar el comportamiento in vitro de preparaciones farmacéuticas con
extracto de alcachofa presentes en el mercado argentino, se utilizaron tres formulaciones, se valoré su con-
tenido en acido clorogénico y cinarina por HPLC/ UV y se determino el perfil de disolucion en cuatro me-
dios diferentes. Los resultados demuestran que las tres formulaciones presentan contenidos y perfiles dife-
rentes.

SUMMARY. “Pharmaceuticals Tablets with Artichoke Extracts in the Argentinean Market: Comparison of Diso-
lution Profiles and of Chlorogenic Acid and Cynarin Content by HPLC”. The production of pharmaceuticals con-
taining medicinal herb drugs and extracts has greatly increased in recent years. Of these products, many of those
that are used as colagogues and choleretics contain artichoke extracts. In order to study the in vitro behavior of
pharmaceutical preparations containing these extracts, three brand of tablets sold in Argentina were studied. The
dissolution profile of cynarin and chlorogenic acid was determined in four differents media. Samples were anal-
ysed by HPLC/ UV. Results obtained for the three samples were diverse, showing differences up between formu-

lations in chlorogenic acid and cynarin contents and disolution profiles.

INTRODUCCION

La alcachofa (Cynara scolymus L., Asterace-
ae) es originaria de la region mediterrinea de
Europa, donde es ampliamente cultivada. Su flor
se utiliza mundialmente con fines alimenticios y
las hojas se usan con fines medicinales en pre-
paraciones fitoterdpicas con especial indicacion
en afecciones hepdticas. Existen medicamentos
fitoterdpicos que utilizan sus hojas en forma de
infusién o de extractos hidroalcohdlicos con in-
dicaciones terapéuticas de colerético, colagogo
y diurético.

Las hojas de alcachofa se caracterizan por su
elevado contenido en flavonoides y acidos fenil
propionicos (alrededor de 1%) a los cuales se
atribuyen varias de esas propiedades farmacolo-
gicas 1. Existen reportes que indican que los ex-
tractos de las hojas producen desintoxicacion
del higado y actividad colagoga y colerética 2.

Ensayos en cultivos de hepatocitos de ratas indi-
caron que los extractos de alcachofa inhiben la
sintesis de colesterol 3, y aunque ensayos clini-
cos han puesto en evidencia que el efecto an-
tihiperlipidémico de los extractos de alcachofa
no es significativo, se determiné una leve dismi-
nucion del colesterol total y de los niveles de
colesterol-LDL, y se observé que mejora la fun-
cion endotelial en casos de hiperlipemia 4.

Las actividades bioldgicas de la alcachofa,
principalmente su marcado efecto antioxidante,
son atribuidos a su alto contenido en derivados
del acido cafeico, especialmente mono y dicafe-
oilésteres (acido clorogénico y cinarina), hecho
demostrado en experimentos in vitro en homo-
genatos de higado de ratén 5. Estudios recientes
de biodisponibilidad in vivo han demostrado
que los cafeoilésteres se absorben, metabolizan
y excretan como derivados metilados y/o hidro-
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genados, en la mayoria de los casos como con-
jugados de 4cido glucuronico y sulftrico ©.

El porcentaje de acidos fendlicos en este ex-
tracto vegetal varia considerablemente con el ti-
po de cultivo, el tratamiento post-cosecha de las
hojas y el proceso extractivo utilizado, de modo
que puede ocurrir que el contenido en cinarina
sea muy bajo o directamente que no sea detec-
table. Las Farmacopeas internacionales de ma-
yor consulta (USP, BP y EP) no presentan hasta
el momento registro de métodos para realizar el
control de calidad cuali y cuantitativo del ex-
tracto de alcachofa y /o de sus diferentes formas
farmacéuticas.

El objeto del presente trabajo es evaluar
comparativamente 3 formulaciones sélidas pre-
sentes en el mercado farmacéutico argentino: A,
B y C, en cuatro medios de disoluciéon con ca-
racteristicas quimicas diferentes: agua, pH acido,
pH neutro y en presencia de un agente tensio-
activo. La cuantificacion de las muestras obteni-
das se realiz6 por HPLC usando un gradiente en
fase reversa, con deteccidén UV. El test de diso-
lucion permitié evaluar la velocidad de disolu-
cion de los principios activos, en este caso valo-
rados como cinarina y acido clorogénico, pre-
sentes en el extracto de alcachofa utilizado en
cada comprimido.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se utilizaron formulaciones comerciales iden-
tificadas como A, B y C. Las muestras se adqui-
rieron en Farmacias oficinales en diciembre de
2004 y fueron analizadas en su periodo de vida
util. Los nombres de los Laboratorios y los nu-
meros de lotes de los comprimidos utilizados
estan archivados en IQUIMEFA-Catedra de Far-
macognosia, Facultad de Farmacia y Bioquimi-
ca-UBA. El comprimido A tiene declarado 100
mg de extracto de alcachofa, mientras los com-
primidos B y C 200 mg del mismo extracto.

Solventes, reactivos y testigos

Metanol HPLC (Mallinckrodt), acido acético
p.a., acido clorhidrico p.a., fosfato trisédico p.a.
y laurilsulfato de sodio p.a. (Merck, Argentina).
Se utiilz6 agua calidad ultrapura (Mili Q). El 4ci-
do clorogénico fue adquirido a Sigma (USA) y
la cinarina fue provista por el Dr. S. Canigueral
(Universidad de Catalunia, Barcelona, Espana).

Meétodos

El metodo analitico se realizé6 en un croma-
tografo Shimadzu, con dos bombas LC-9A, con

400

detector UV-Vis SPD-6AV a 316 nm. Se utilizé
una columna fase reversa Phenomenex luna
(ODS-250 mm x 4.6 mm didmetro interno x 5 p
diametro de particula) a temperatura ambiente
(18 a 25 °C) realizando un gradiente de 20 min
de duracion en el cual la fase movil B aumenta
en forma lineal su composicion de 15% a 40%;
una vez finalizado el gradiente se deja 15 min
en las condiciones iniciales para reequilibrar la
columna. La fase movil A estd compuesta por
agua-acido acético (97,5: 2)5) y la fase movil B
es metanol-dcido acético (97,5 : 2,5), el flujo fue
de 1,3 ml/ min. El tiempo de retencion para el
acido clorogénico fue de 10 min y el de la cina-
rina 14 min. Los datos fueron procesados con
un integrador C-ROA, utilizando el método del
estandar externo.

El equipo de disolucién fue fabricado y do-
nado a la Catedra de Farmacognosia por Labo-
ratorios Pablo Cassara SRL. El equipo cuenta
con la calibracién mecinica al dia y fue valida-
do con las pastillas de 4cido salicilico x 300 mg
y prednisona x 10 mg segin recomendaciones
de USP28 7. Se utilizaron paletas (Aparato 2)
USP28 7. El ensayo se realiz6 usando un volu-
men de 500 ml de cada medio ensayado.

Andlisis de Datos

Los datos obtenidos se analizaron segun re-
comienda ANMAT en su disposicion N2 3185/99 8
que coincide con la “Guidance for Industry” (US
deparment; 1997) desarrollado por la FDA ° y
EMEA 1999 10, Se calcula el f2 como factor de si-
militud entre diferentes formulaciones y el f1
como factor de diferencia.

RESULTADOS
Validacion parcial del método utilizado

Se probaron los parimetros de linealidad, se-
lectividad y precision intraensayo en las concen-
traciones de trabajo y se determiné el limite de
deteccion y de cuantificacion para cada uno de
los componentes estudiados.

En el caso de la linealidad se realizé una
curva con acido clorogénico y cinarina; se hicie-
ron 7 puntos con 3 a 5 repeticiones de cada
uno. Se construy6 una curva de cinarina de
0,0125 pg / ml a 12,5 pg / ml. La ecuacion de la
recta obtenida fue de: Y= 850.1X - 54.915, con
un R2 (coeficiente de correlacion) = 0,9969. Se
hizo lo propio con 4cido clorogénico (de 0,0103
pg / ml a 10,3 pg / ml. La ecuacion de la recta
obtenida fue de: Y= 582.47 X - 27.033, con un
R2 (coeficiente de correlacion) = 0,9976.



La selectividad fue demostrada en cada caso
comprobando que no hubieran interferencias
con picos presentes en los medios de disolucion
elegidos. Para cada medio ensayado se utiliza-
ron muestras blanco.

Para la precision intraensayo: se realizo el
coeficiente de variacion porcentual en dos con-
centraciones diferentes. En el caso de cinarina
se obtuvo 4,08% para 0,0125 pg/ml y 1,54% pa-
ra 12,5 pg/ml. Con el icido clorogénico los va-
lores fueron 6,49% para 0,0103 pg/ml y 2,92%
para 10,3 ng/ml .

El limite de cuantificaciéon para la cinarina
fue de 125 pg/ml y para el acido clorogénico:
de 0,0103 pg/ml. El limite de deteccion en am-
bos casos fue de 0,005 pg / ml.

Andlisis de las formulaciones

En la Tabla 1 podemos observar la composi-
cion de los comprimidos: su contenido en ex-
tracto de alcachofa, 4cido clorogénico y cinari-
na. Los valores declarados de extracto de alca-
chofa difieren (comprimido A tiene 100 mg y B
y C 200 mg). Las diferencias en contenido no
hacen posible determinar la equivalencia farma-
céutica debido a que es un requisito la igualdad
del mismo. También observamos diferencias en
cuanto a la valoracién de acido clorogénico (C
contiene mayor cantidad que B) y en los conte-
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nidos de cinarina entre las tres formulaciones (A
contiene trazas, y C tiene mayor contenido que
B). Otra diferencia que surge del analisis de la
tabla es que la proporcién entre ambos marca-
dores es diferente en las tres formulaciones. Es-
tas diferencias en el contenido de 4cido clorogé-
nico y cinarina se deben a la época del ano en
que fue recolectada la planta y al tratamiento
post cosecha que recibieron las hojas.

Ensayo de disolucion

Se realiz6 en cuatro medios con diferencias
en el pH, fuerza i6nica y en uno de los medios
en presencia de un agente tensioactivo. La com-
posicion de los mismos fue: agua, acido clorhi-
drico 0,1 N, fosfato trisédico 0,05M (pH 6,8), y
laurilsulfato de sodio al 1% en agua. Los resulta-
dos obtenidos se muestran en las Figs. 1 a 4.

Como se puede observar en las Figs. 1 a 4,
el estudio de las formulaciones A, B y C muestra
un perfil de disolucion diferente. El comprimido
A se disgrega y disuelven sus principios activos
con una velocidad significativamente mayor que
en los otros dos casos. De las tres formulacio-
nes, B y C no llegan a disolver el 100% al final
del ensayo en los medios probados y como se
detalla en la Tabla 2 a los 30 min sélo es posi-
ble detectar trazas de ambos marcadores en la
mayoria de los casos.

Contenido declarado:

Ac. Clorogénico Cinarina

Formulacién Egyfoﬁpﬁﬁgg)f a (mg/ comprimido) (mg/ comprimido)
A 100 0,86 + 0,01 Trazas
B 200 1,08 £ 0,02 1,10 £ 0,05
C 200 1,42 + 0,07 1,72 £ 0,09

Tabla 1. Composicion de los comprimidos utilizados.
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Figura 1. Disolucion en agua.
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Figura 2. Disolucion en buffer fosfato.
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Valoracion de Cinarina Valoracion de Acido Clorogénico
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Figura 3. Disolucion en 4cido clorhidrico 1 N.
30 minutos
% en disolucion
Formulaciones Acido ..
- Cinarina
en Agua Clorogénico
A 102,9 + 5,1 no detectable
B 58+06,6 4,5+53
C 0,7+1,2 0,6 £1,0
Formulaciones en
buffer fosfato pH: 6,8
A 104,4 + 4,7 no detectable
B 29,1+ 35 279+ 35
C No detectable 0,6 +0,7
Formulaciones en
HCL
A 103,6 + 3,8 no detectable
B no detectable no detectable
C no detectable no detectable
Formulaciones LLS
1% en agua
A 101,0 + 8,1 no detectable
B no detectable no detectable
C no detectable no detectable

Tabla 2. Porcentaje de dcido clorogénico y cinarina
obtenido en cada medio ensayado a los 30 min.

DISCUSION

La politica actual de medicamentos del Mi-
nisterio de Salud de la Republica Argentina de-
termina que la prescripcion debe ser por nom-
bre genérico. Este hecho llevo a analizar la ofer-
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Figura 4. Disolucion en laurilsulfato de sodio 1% en
agua.

ta del mercado, estudiando el comportamiento
de diferentes especialidades medicinales con un
mismo extracto declarado. El propdsito de estos
andlisis es garantizar un mercado farmacéutico
que pueda ser objeto de intercambiabilidad. Es-
tudios semejantes se realizaron en diferentes pa-
ises para numerosas drogas como por ejemplo
para Rifampicina 11 y a nivel local para carbama-
zepina 12, En este caso en particular se eligio
trabajar con productos que contienen extracto
de alcachofa, debido a que son medicamentos
con alto indice de consumo en nuestra pobla-
cion. La comparacion de los perfiles obtenidos
en medios diferentes es util para comparar dis-
tintas marcas del mercado que tienen el mismo
principio activo 810 y a su vez, el ensayo se
puede implementar como rutina en el Laborato-
rio de control de calidad para comprobar que la
curva de disolucion del comprimido no varia
entre lotes si no se realizan cambios en su for-
mulaciéon. B y C podrian considerarse equiva-
lentes farmacéuticos por el contenido declarado
de extracto de alcachofa, sin embargo tanto el
anilisis de 4cido clorogénico y cinarina como
los perfiles de disolucion obtenidos indican que
no lo son. Esto muestra la importancia de decla-
rar el porcentaje de bioactivos presentes en los
extractos utilizados para la elaboracion de medi-
camentos fitoterdpicos.

Observando el comportamiento de las tres
formulaciones, no es posible realizar el anilisis
que recomiendan ANMAT en su disposicién
3185/99 8 y también FDA 9 y EMEA 10, debido a
que By C no cumplen con los requisitos para el
calculo del factor f2 como parimetro de simili-
tud y el f1 de diferencia.
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