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Resumen

En este trabajo se llevo a cabo el andlisis de
los datos en los ensayos acelerados
isotérmicos mediante los métodos de la
derivada y de la integral. Los parametros
estimados de la energia de activacion y del
factor de frecuencia por ambos métodos
proporcionan resultados similares siendo la
diferencia en el plazo de validez estimado a
25°C inferior al 2,15%.

Introduccion

La mayor parte de los ensayos de
estabilidad se basan en la metodologia
clasica aplicando las ecuaciones de
Arrhenius o de Eyring Los ensayos
acelerados isotérmicos permiten adelantar
informacion sobre la estabilidad de los
farmacos, pero el nimero de muestras a
analizar, el tiempo de analisis requerido y la
validez de la extrapolacién a T2 ambiente
pueden cuestionar dicha ventaja. Los
ensayos no isotérmicos constituyen una
alternativa a los ensayos isotérmicos ya que
reducen la cantidad de producto, el nUmero
de experimentos y el tiempo de analisis [1].
Sin embargo, los ensayos no isotérmicos
presentan la limitacion de que la
degradacion debe producirse en una fase
homogénea, el programa experimental de
célculo para determinar la energia de
activacion E, y el factor de frecuencia, A,
tiene que estar previamente definido, y la
degradacion del producto debe ser total.

Uno de los problemas que presentan los
ensayos no isotérmicos es el analisis de los
datos, dado que los valores estimados, E, y

A, tienen gran trascendencia a la hora de
estimar el plazo de validez (t1o4). Por ello, el
objetivo del presenta trabajo se centré en la
viabilidad de dos métodos utilizados
habitualmente en el andlisis de los datos en
condiciones no isotérmicas, el denominado
de la derivada y el método de la integral

En este estudio se utilizo el fragmento 26-33
de la colecistoquinina (CCK-8) como
molécula modelo.

Materiales y Métodos

Materiales

Se utiliz6 el fragmento 26-33 de la
colecistoquinina (CCK-8) suministrada por
Sigma (lotes: 45H38333 y 062K09561).
Todos los reactivos fueron de grado
analitico.

Método analitico

Se utilizé un cromatografo Waters, con una
columna Nova Pack C-18, y un detector UV-
Vis a una longitud de onda de 280 nm,
como procesador de datos se utilizé el
programa Millenium3.2°. La fase mévil fue
una mezcla acetonitrilo/agua (30:70) con un
0,05% de trifluoroacético a un flujo de
Iml/min. El método analitico fue validado
siguiendo las normas de la Guia ICH [2].
Ensayos acelerados no isotérmicos

Para el control de las temperaturas se utilizd
una estufa Heraeus (Modelo BR6000) que
permite controlar la temperatura a través de
una interfase RS232. Para la variacion de la
temperatura y la adquisicion de los datos de
la variacion de ésta con el tiempo, se utilizo
el programa TestTPoint® 4.0, que permita
entre otras funciones, el incremento lineal




de la temperatura con el tiempo. Asi, la
temperatura inicial fue de 40°C vy la final de
88°C, con wuna velocidad media de
calentamiento de 0,252°C/h.

Tratamiento de las muestras

La CCK-8 se disolvié con dimetilsulféxido en
una disolucion con NaOH 0,01M para
obtener una concentracién de 0,1 mg/ml.
Cada 12 horas se tomaron 50 pl de muestra
y se diluyeron convenientemente con fase
movil para su analisis cromatogréafico. Las
muestras se analizaron por triplicado.

Andlisis de datos
Asumiendo que la degradacion de un
farmaco viene dada por:

—(dC/dt). =kC, Eci1

donde C es la concentracion a tiempo t, k la
constante de velocidad de degradacién
observada y v el orden de reaccion. Si
sustituimos la k, de la ecuacién 1 por la
ecuacion de Arrhenius,

k=A R Ec.2

donde A es el factor de frecuencia, E, la
energia de activacion, R la constante
universal de los gases y T la temperatura
absoluta se obtiene la siguiente ecuacion:

—(dc/C,)= Aexp[- E, /RT(t)]dt Ec. 3

La solucibn matematica de esta ecuacion
depende de la relacion entre el tiempo y la
temperatura. Asi, el caso mas simple es la
variaciéon lineal de la temperatura con el
tiempo,

Ti=Totv-t Ec. 4
donde v es la velocidad de calentamiento
y To y T; son la temperatura inicial y a
tiempo t respectivamente.
Para la resolucion de la ecuacién 3 se
puede recurrir al Método de la Derivada y al
método de la Integral. En el primer caso
seguimos el modelo propuesto por
Waltersson y Lungred [3] donde la variacién
de la concentracion con el tiempo se ajusta
a un polinomio de grado “n”:

C(t) —a,tat+at, +tagtz+...+a, t, Ec. 5

A partir de la derivada de este polinomio se
puede estimar la constante de degradacion
a distintos tiempos;

C’ (t) = al+2a,t+3agt,* ...+nat"™"  Ec. 6
Conociendo la relacion entre la temperatura
y el tiempo podemos conocer la constante
de velocidad a una determinada
temperatura; haciendo uso de la ecuacién
de Arrhenius podemos estimar laE,y el Ay
por lo tanto el plazo de validez.

En cuanto al método de la Integral, consiste
en la resolucidon de la ecuaciéon 3 en su
forma integrada por regresion no lineal,

[C] = [Clo exp (-Al)

| = jexp[ R_(E(i)}dt Ec. 8

Para ello, se recurre a la funcion
“NonLinearFit’ del programa Matematica®
[4] de tal forma que el programa proporciona
los valores estimados de E, y A de forma
gue la suma de cuadrados de los residuales
sea minima.

Ec. 7

Resultados y Discusion

En el método de la derivada, la variacion de
la concentracion de CCK-8 con el tiempo
(Figura 1) se ajusto a un polinomio de grado
“n” considerando una cinética de orden
cero, uno y dos.

100
80
60
40

20

50 100 150 200

Figura 1. Variacion del porcentaje remanente de
la concentracion de CCK-8 frente al tiempo en
condiciones no isotérmicas a una velocidad de
calentamiento de 0,25°C/h.



El nimero de términos del polinomio varié
entre 4 y 7; si aplicamos el criterio
establecido por Kipp [5], el polinomio que
mejor se ajusta es el de grado 5
considerando una cinética de orden uno ya
que el coeficiente de correlacion de la
representacién de Arrhenius fue de 0,995,
siendo la suma de los cuadrados de los
residuales minima.

mientras que a 5°C el plazo de validez fue
de 2,12 afios.

En la tabla 2 se comparan los plazos de
validez obtenidos por los dos métodos de

andlisis utilizados en condiciones no
isotérmicos.

M.Derivada | M. Integral Error %
Ea (Kcal/mol) 23,9 24,1 0,58
A (h) 3,66:10° | 456.10° | 197
t10% 25°C 40,9 dias 41,8 dias 2,15
t 100 5°C 2,04 afios 2,12anos 3,77

E. = 23,92 Kcal/mol
A=3,66-10"h?
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Figura 2. Representacion de Arrhenius obtenida
en el ensayo no-isotérmico aplicando el método
de la derivada, considerando un polinomio de
grado 5 y una cinética de primer orden.

A partir la representacion de Arrhenius se
estimo la energia de activacion y el factor de
frecuencia, obteniéndose valores de 23,92
Kcal/mol 'y de  3,6610°  h?,
respectivamente. Con estos datos y para
una temperatura de 25°C obtenemos un
plazo de validez, tio, de 40,9 dias, mientras
que para una temperatura de 5 °C, el plazo
de validez fue de 2,04 afios. En el método
de la Integral el programa Matematica®
resuelve de forma directa la integral d la
ecuacion 8 para cada tiempo, estimandose
la E, Ay la concentracion inicial, C,, por
regresion no lineal [6], datos recogidos en la
tabla 1.

Parametro Valorl.C. 95%

Ln A 31,5[30,8-32,1]

Ea (Kcal/mol) 24,1 [23,7-24,5]

Co (%) 100 [99,9-101]

Tabla 1. . Valores estimados e intervalos de

confianza del 95%, de los parametros del ensayo
no isotérmico

La constante de velocidad de degradacion a
25°C fue de 1,05-10” h™, mientras que a
5°C, se obtuvo un valor de 5,67-10° h™, fue
de 41,8 dias para una temperatura de 25°C,

Tabla 2. Valores de la E;, A y del plazo de
validez estimados en condiciones no isotérmicos
para los dos métodos de analisis utilizados.

La diferencia entre los valores de la E, estimados
por ambos métodos fue menor del 0,6 %,
mientras que en el caso del factor de frecuencia
el error se elevd al 19,7%, resultado nada
sorprendente dado que en el método de la
derivada, el factor de frecuencia se calcula a
partir de la ordenada en el origen de la
representacion de Arrhenius, de forma que
pequefas variaciones en la pendiente afectan
considerablemente a la ordenada.

Como puede observarse el error de la
estimacion del plazo de validez para una
temperatura de 25°C fue del 2,15%, lo que
representa una diferencia de menos de 1
dia, mientras que este porcentaje se elevo
hasta un 3,8 % si la temperatura es de 5°C.
Estos resultados ponen de manifiesto que
no existen a priori diferencias significativas
entre ambos métodos de analisis.
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