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RESUMEN

Los fitofarmacos no solo requieren procesos de produccién reproducibles y controles de calidad eficientes sino también estudios de
estabilidad que garanticen su eficacia y seguridad durante todo su periodo de vida tutil. D005 es un nuevo ingrediente activo antioxidante y
antiinflamatorio con beneficios sobre el dafio pulmonar agudo y el dafio renal, que esta compuesto principalmente por acidos grasos libres,
extraidos y purificados del aceite de los frutos de la palma corojo (Acrocomia crispa), especie cubana endémica de la familia Arecaceae.
Teniendo en cuenta el uso potencial de este ingrediente activo, fue necesario determinar su estabilidad. Para ello, muestras de D005
envasado en frascos de vidrio ambar y vidrio transparente fueron sometidas a condiciones de estrés (oxidacion, fotdlisis y termolisis), y
muestras de D005 envasado en frascos de vidrio ambar fueron almacenadas en condiciones aceleradas (40°C y 75% HR) durante 12 meses y
en condiciones de refrigeracion (6 °C y 60 % de HR) y zona climatica IV (30°C y 70% HR) durante 36 meses. Los parametros de calidad del
DO005: pérdida por secado, densidad relativa, indice de refraccién e indice de acidez, cumplieron con los requerimientos de la industria
farmacéutica y la concentracion de acidos grasos se encontrd dentro del intervalo establecido. Sus principales vias de degradacion fueron la
fotolisis y la termolisis, y se mantuvo estable durante 12 meses en condiciones de estabilidad acelerada y durante 36 meses en condiciones
de refrigeracion y de la zona climatica IV, siendo el frasco de vidrio ambar el que mayor proteccion le ofrecid.

Palabras claves: D005, estabilidad, estrés, acelerado, a largo plazo.

ABSTRACT

Phytopharmaceuticals not only require reproducible production processes and efficient quality controls, but also stability
studies that guarantee their efficacy and safety throughout their shelf life. D005 is a new antioxidant and anti-inflammatory
active ingredient with benefits on acute lung damage and kidney damage, which is mainly composed of free fatty acids,
extracted and purified from the oil of the fruits of the corojo palm (Acrocomia crispa), an endemic Cuban species of the
Arecaceae family. Taking into account the potential use of this active ingredient, it was necessary to determine its stability.
For this, samples of D005 packaged in amber glass and transparent glass bottles were subjected to stress conditions
(oxidation, photolysis and thermolysis), and samples of D005 packaged in amber glass bottles were stored under accelerated
conditions (40°C and 75 % RH) for 12 months and under refrigeration conditions (6°C and 60% RH) and climate zone IV
conditions (30°C and 70% RH) for 36 months. The quality parameters of D005: loss on drying, relative density, refractive
index, and acid index, fulfilled the requirements of the pharmaceutical industry and the concentration of fatty acids was
within the established range. Its main degradation pathways were photolysis and thermolysis, and its remains stable for 12
months under accelerated stability conditions and for 36 months under refrigeration and climatic zone IV conditions, being
the glass bottle the one that offered the greatest protection.

Keywords: D005, stability, stress, accelerated, long term.
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INTRODUCCION

El D005 es un nuevo ingrediente farmacéutico activo obtenido a partir de los frutos maduros, secos y
molidos, de la palma corojo (Acrocomia crispa). Este ingrediente farmacéutico activo esta compuesto
mayoritariamente por una mezcla de acidos grasos libres entre ocho y dieciocho atomos de carbono, donde los
acidos laurico, oleico y miristico son los componentes mayoritarios. E1 D005 presenta efectos antioxidantes,
antinflamatorios y ejerce beneficios sobre el dafo pulmonar agudo y el daino renal (Gonzalez, 2013; Sierra,
2015; Pérez, 2017; Oyarzabal, 2019 y 2021; Rodriguez, 2020).

La seguridad y la eficacia de los productos farmacéuticos no solo estd influenciada por sus propiedades
intrinsecas sino también por su estabilidad, y esta a su vez depende de factores ambientales (temperatura,
humedad y luz), la composicion, los procesos de fabricacion del producto y la naturaleza y propiedades del
envase utilizado. Teniendo en cuenta la posible utilizacién de este ingrediente farmacéutico activo en el
tratamiento de patologias como las antes mencionadas, fue necesario estudiar su estabilidad para determinar su
tiempo de vida util y las condiciones de almacenamiento en las cuales mantiene sus especificaciones de calidad.
Para ello, segun se indica en la Regulacion No. 24/2000 del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los
Medicamentos y Dispositivos Médicos (CECMED, 2000), muestras de D005 envasado en frascos de vidrio
ambar y vidrio transparente fueron sometidas a condiciones de estrés y muestras de D005 envasado en frascos
de vidrio ambar fueron almacenadas en condiciones de estabilidad acelerada y a largo plazo, tanto en
refrigeracion como en la zona climatica I'V.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon los lotes S-140614, S-150814 y S-220914 de D005, obtenidos en el Centro de Productos
Naturales perteneciente al Centro Nacional de Investigaciones Cientificas.

Ensayo de estrés: muestras del lote S-220914, envasadas en frascos de vidrio ambar y en frascos de vidrio
transparente, fueron sometidas a oxidacion con H,O, al 30 %; a fotolisis mediante exposicion al sol, a la luz de
una lampara fluorescente y a luz ultravioleta (254 nm), en ambos casos a temperatura ambiente durante 7 dias;
asi como a termolisis a 110 = 2 °C y 180 * 2 °C durante 7 dias.

Ensayo acelerado: muestras de los lotes: S-140614, S-150814 y S-220914 de D005, envasadas en frascos de
vidrio ambar, se colocaron en una desecadora que contenia una disolucién saturada de cloruro de sodio que a
su vez se coloco dentro de una estufa a 40 + 2 °C y 75 = 5 % de humedad relativa (HR). Los muestreos se
realizaron al inicio, al mes y a los 2, 3, 6, 9 y 12 meses.

Ensayo a largo plazo: muestras de los lotes: S-140614, S-150814 y S-220914 de D005, envasadas en frascos
de vidrio ambar, se colocaron bajo condiciones de refrigeracion (6 £ 2 °C y 60 = 5 % de HR) y de la zona
climatica IV (30 + 2 °Cy 70 £ 5 % de HR). Los muestreos se realizaron al inicio y a los 3, 6, 9, 12, 18, 24y 36
meses.

A las muestras sometidas a condiciones de estrés se le observaron las caracteristicas organolépticas y se les
determind la concentracion total de acidos grasos. La concentracion total de acidos grasos se determind segun
Sierra y col. (2014), mediante el método del patrén interno para lo cual se utilizé acido tridecanoico (Cisyg) y se
empled un cromatografo de gases (Shimadzu, Japdn), con detector de ionizacién por llama (DILL) acoplado a
una computadora personal con software especializado para el procesamiento de los datos. Los resultados de la
concentracion total de acidos grasos en las muestras sometidas a las diferentes condiciones de estrés se
compararon estadisticamente con la concentracién total de acidos grasos determinada para la muestra sin
degradar mediante la prueba ¢ de Student para muestras relacionadas para lo cual se fij6 una p = 0,05 (SPSS,
IBM Corp).

A las muestras de los ensayos acelerado y a largo plazo, se les observaron las caracteristicas organolépticas y
se les determinaron las pérdidas por secado (PS), la densidad relativa (DR), el indice de refraccién (IR), y el
indice de acidez (IA) segun USP 40 (2017), y la concentracion total de acidos grasos segun Sierra y col. (2014).
Los resultados de la concentracion total de acidos grasos en cada muestreo se compararon estadisticamente con
la obtenida en el tiempo inicial mediante la prueba ¢ de Student para muestras relacionadas para lo cual se fijo
una p = 0,05 (SPSS, IBM Corp.).

Teniendo en cuenta los resultados de la caracterizacidén del D005, segin Sierra y col. (2015), se establecieron
como criterios de aceptacion de los estudios de estabilidad:

e Caracteristicas organolépticas: liquido oleoso traslicido de color ambar y olor agradable.
e Pérdidas por secado: <1 %

e Densidad relativa: 0,886 - 0,918

e Indice de refraccién: 1,440 - 1,456

o [Indice de acidez: 342 - 447
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e Concentracién total de acidos grasos: > 95 % de la concentraciéon determinada al inicio del estudio, o
sea, > 87,49 % para el lote S-100614; > 91,48 % para el lote S-150814 y > 89,96 % para el lote S-
220914.
El ensayo de limite microbiano se realizé al inicio, a los 12, 24 y 36 meses, en el Laboratorio de
Microbiologia, Direccién de Calidad y Asuntos Regulatorios, del Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas, segtin se indica en la USP-40 (2017).

RESULTADOS Y DISCUCION

Ensayo en condiciones de estrés

El olor de las muestras se mantuvo sin alteracion durante todo el estudio, sin embargo, la coloracion disminuyo
en todas las muestras sometidas a fotolisis por luz solar y por luz UV independientemente del envase utilizado,
asi como en las muestras envasadas en frascos de vidrio transparente y sometidas a termolisis a 180 °C. Como
consecuencia de lo anterior, la concentracién total de acidos grasos en estas muestras también se vio afectada
significativamente (Tabla 1 y 2). Lo dicho anteriormente evidencia que el frasco de vidrio ambar ofrece una
mejor proteccion que el frasco de vidrio transparente y corrobora lo planteado por otros autores sobre las
afectaciones que produce la exposicion de los aceites a las radiaciones y a las elevadas temperaturas y sus
consecuencias sobre los acidos grasos que los componen (Delgado, 2004). Como resultado de estos procesos de
degradacion de los aceites se pueden formar perdxidos e hidroperdxidos, cetonas, aldehidos, otros acidos
carboxilicos e hidrocarburos (Delgado, 2004; Arango, 2011), lo cual pudiera ser comprobado en estudios
posteriores.

Tabla 1. Contenido total de acidos grasos en el D005 sometido a condiciones de estrés

Tratamiento Condiciones Envase AG (%) DE Pealculada
Sin tratamiento - FVA 94,7 0,7 -
FVA 94,2 0,3 0,35
'd .7 H K ) b
Oxidacion 0 FVT 93,8 0,9 0,33
Luz UV FVA 93,9 0,5 0,33
(254 nm) FVT 92,2* 0,4 0,04
FVA 94,2 0,7 0,37
Fotdlisi Luz Sol ’ ! .
OTOUSIS uz soat FVT 92,5 0,3 0,05
Luz FVA 94,6 0,4 0,84
fluorescente FVT 94,5 0,3 0,70
FVA 95,6
L10°C 0,5 0,31
Termolisi FVT 93,2 0,5 0,09
ermolisis - FVA 93.4 11 0.26
FVT 82,7 0,5 0,01

TA: Temperatura ambiente, UV: ultravioleta FVA: Frasco de vidrio ambar,
FVT: Frasco de vidrio transparente, AG: dcidos grasos,
* Diferencias significativas (Peacutada < Drijada) CON Tespecto a la muestra no tratada (p fjaaa = 0,05).
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Tabla 2. Composicion individual de dcidos grasos del D005 almacenado en condiciones de estrés (%)

Tratamiento Condiciones Envase Cs:0 Cio Ci20 Cuo Cier Ciso Cisa  Ciso
Sin tratamiento - FVA 1,2 2,6 37,5 12,2 0,1 7,8 30,0 3,2
FVA 1,2 2,7 37,2 12,3 0,1 7,7 299 3,1
Oxidaciéon H,0,
FVT 1,2 2,6 37,3 12,4 0,1 7,7 294 3,2
Luz UV FVA 1,2 2,6 374 124 0,1 7,6 294 3,2
(254 nm) FVT 12 25 371 11,9 00 78 287 3,1
FVA 1,3 2,5 37,5 12,0 0,1 7,7 30,1 3,0
Fotolisis Luz Solar
FVT 1,3 2,6 36,8 12,0 0,1 7,6 29,0 3,0
FVA 1,3 2,6 37,7 12,0 0,1 7,7 30,2 3,0
Luz fluorescente
FVT 1,3 2,6 37,7 12,0 0,1 7,7 30,2 3,0
FVA 1,3 2,6 38,3 122 0,1 7,7 30,3 3,1
110 °C
FVT 1,3 2,6 37,5 12,0 0,1 7,5 294 29
Termolisis
FVA 1,2 2,5 37,1 11,9 0,1 7,6 299 3,0
180 °C
FVT 0,5 1,8 31,3 11,6 0,0 6,9 27,5 3,0

TA: Temperatura ambiente, UV: ultravioleta
FVA: Frasco de vidrio ambar, FV'T: Frasco de vidrio transparente.

Ensayo en condiciones de degradacion acelerada y a largo plazo

Las muestras de D005 del ensayo acelerado, durante 12 meses, y de los ensayos a largo plazo en condiciones
de refrigeracién y de la Zona Climatica IV, durante 36 meses, no mostraron cambios en las caracteristicas
organolépticas, la densidad relativa, el indice de refraccion, ni en el indice de acidez (Tablas 3 y 4). Estos
parametros cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos. La pérdida por secado, aunque disminuy6 a
lo largo del estudio también cumplié con la especificacién. La concentracion total de acidos grasos en los tres
lotes, aunque en algunos casos se encontraron diferencias significativas con respecto a la concentracion inicial,
también cumplio con el criterio de aceptacion establecido.
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A largo plazo
Tiempo Ace_lf racio +5)0 Refrigeracion Zona climatica IV
Lote (meses) (40£2)°Cy (75%5)% de HR (6 £2)°Cy (60 * 5) % de HR (30 = 2) °C y (70 * 5) % de HR
PS DR IR 1A PS DR IR IA PS DR IR 1A
Cero 0,28 0,915 1,446 369 0,28 0,915 1,446 369 0,28 0,915 1,446 369
1 0,11 0,908 1,451 366 - - - - - - - -
2 0,11 0,908 1,449 369 - - - - - - - -
3 0,09 0,908 1,447 348 0,10 0,905 1,448 366 0,10 0,914 1,448 354
S-100614 6 0,14 0,913 1,446 358 0,14 0,913 1,446 357 0,13 0,913 1,446 356
9 0,09 0,914 1,448 352 0,11 0,915 1,447 368 0,09 0,914 1,446 360
12 0,14 0,914 1,447 353 0,15 0,913 1,448 367 0,10 0,913 1,447 364
18 - - - - 0,15 0,907 1,450 367 0,16 0,908 1,450 351
24 - - - - 0,14 0,908 1,452 381 0,12 0,908 1,451 375
36 - - - - 0,09 0,907 1,449 372 0,12 0,906 1,447 371
1 0,07 0,906 1,449 396 - - - - - - - -
2 0,07 0,906 1,448 393 - - - - - - - -
3 0,06 0,906 1,448 376 0,06 0,906 1,447 392 0,09 0,909 1,448 382
6 0,09 0,913 1,448 384 0,09 0,903 1,448 389 0,08 0,903 1,448 389
S-150814 9 0,10 0,904 1,447 383 0,08 0,903 1,447 393 0,09 0,905 1,448 390
12 0,05 0,907 1,447 384 0,09 0,907 1,447 387 0,08 0,904 1,448 385
18 - - - - 0,11 0,899 1,448 382 0,11 0,898 1,449 381
24 - - - - 0,08 0,899 1,451 414 0,08 0,899 1,450 407
36 - - - - 0,08 0,896 1,448 398 0,08 0,897 1,446 392
1 0,09 0,903 1,447 406 - - - - - - - -
2 0,06 0,904 1,448 410 - - - - - - - -
3 0,05 0,902 1,449 390 0,09 0,904 1,448 397 0,09 0,903 1,447 398
6 0,08 0,904 1,447 396 0,14 0,904 1,447 400 0,08 0,903 1,448 399
S$-220914 9 0,05 0,903 1,447 404 0,09 0,903 1,447 405 0,09 0,903 1,447 396
12 0,06 0,904 1,448 393 0,08 0,904 1,447 398 0,08 0,905 1,447 395
18 - - - - 0,10 0,899 1,451 395 0,10 0,898 1,450 370
24 - - - - 0,11 0,898 1,450 420 0,08 0,899 1,450 417
36 - - - - 0,09 0,896 1,446 408 0,09 0,896 1,446 353

PS: Pérdidas por secado (%), DR: Densidad relativa, IR: Indice de refraccion, IA: Indice de acidez.
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Acelerado A largo plazo
. o o Refrigeracion Zona climatica IV
Lote (TI;‘Z;‘:’S‘)’ (40 £2)°Cy (75 £ 5) % de HR (6£2) °C y (60 £ 5) % de HR (30£2) °C y (70 £ 5) % de HR
calculada calculada calculada
AG (%) DE {’tc o t2) AG (%) DE f’tc 'ty AG (%) DE fto o t)
Cero 92,1 0,8 } 92,1 0,8 ) 92,1 0,8 -
1 91,3 0,3 0,03 - - - - - -
2 90,6° 0,3 0,004 - - - - - -
3 91,8 0,4 0,39 91,6° 0,4 0,02 90,8 0,3 0,01
6 90,6 1,3 0,13 92,3 1,2 0,77 92,0 1,2 0,93
S-100614 9 91,6 0,6 0,33 92,3 0,7 0,44 91,9 0,6 0,46
12 92,5 0,6 0,36 93,2 0,8 0,19 91,5 1,6 0,65
18 - - - 93,7 0,7 0,09 91,7 0,5 0,47
24 - - - 94,2 0,8 0,07 94,7" 0,6 0,03
36 - - - 94,6" 0,2 0,008 94,7" 0,8 0,01
1 952 0,6 0,15 - - - - - -
2 94,7 1,2 0,14 - - - - - -
3 94,8 1,4 0,21 94,0 0,3 0,56 94,1 0,4 0,08
6 92,2* 1,7 0,02 92,9" 1,3 0,01 94,2 1,4 0,05
S-100614 9 96,5 0,3 0,72 96,3 0,5 1,00 95,3 0,7 0,36
12 952 0,4 0,11 95,4 0,7 0,05 95,8 1,0 0,12
18 - - - 95,1 0,1 0,14 92,6" 0,5 0,005
24 - - - 94,6 1,7 0,17 95,6 1,3 0,62
36 - - - 96,8 0,1 0,35 95,0 0,5 0,20
1 92,7 1,4 0,08 - - - - - -
2 91,8" 0,3 0,002 - - - - - -
3 93,7 0,5 0,09 93,8 1,0 0,39 93,5 0,1 0,07
6 93,9 0,7 0,18 94,0 1,0 0,31 93,0 1,2 0,06
S-100614 9 94,5 0,9 0,74 94,1 0,6 0,43 93,9 0,9 0,07
12 92,9° 0,2 0,009 93,3 0,5 0,13 92,9 1,3 0,39
18 - - - 95,0 1,0 0,67 94,5 0,8 0,76
24 - . . 96,7" 0,2 0,007 96,6 0,3 0,34
36 - - - 98,5 0,1 0,01 96,7 0,3 0,05

AG: dcidos grasos, t de Student para muestras relacionadas (p = 0,05)
"Diferencias significativas (b cicuade <P fiada) CON vespecto al inicio. (p gjustada = 0,05)
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados del ensayo de estrés, se puede afirmar que las principales vias de
degradacion del D005 son la fotdlisis y la termolisis, y que el frasco de vidrio ambar lo protege mejor que el
frasco de vidrio transparente. El ensayo en condiciones de degradacion acelerada demostro que este ingrediente
activo en frasco de vidrio ambar es estable al menos durante 12 meses, mientras que los ensayos a largo plazo
mostraron que es estable al menos durante 36 meses almacenado tanto en las condiciones de la zona climatica
IV como en refrigeracion.
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