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Calorimetria diferencial de barrido (CDB), Formulacién, Biol6gicos.

Introduccién. La calorimetria diferencial de barrido
(CDB) es considerada como la técnica mas adecuada
para estudiar la energética de las transiciones de
plegamiento y desplegamiento de las proteinas. Esta
técnica permite la caracterizacién termodinamica de los
cambios conformacionales inducidos por cambios de
temperatura en las proteinas acidos nucleicos y
biomembranas (Privalov y Khechinashvili, 1974; Privalov
y Potekhin 1986). La calorimetria diferencial de barrido
registra de forma continua la capacidad calorifica
aparente de una disolucién de proteina o de cualquier
macromolécula en funcion de la temperatura,
obteniéndose lo que cominmente se denomina
termograma. En el cual se presenta un pico de absorcién
de calor correspondiente a un proceso o transicion
térmicamente inducida, por lo que, de acuerdo con el
segundo principio de la termodinamica, corresponde a un
proceso endotérmico. La informaciéon fundamental que
proporciona la CDB es la capacidad calorifica relativa de
un sistema en funcion de la temperatura. El
procesamiento subsiguiente de esta magnitud nos puede
proporcionar una  caracterizaciéon  termodinamica
completa del proceso y proporcionar informacion de la
capacidad calorifica parcial absoluta del compuesto de
interés, (2) los parametros termodinamicos globales (los
cambios de entalpia [AH], de entropia [AS], de energia de
Gibbs [AG] y de la capacidad calorifica [ACp]) asociados
a la transicion inducida por temperatura, y (3) la funcién
de la particiéon y concomitantemente la poblacién de los
estados relevantes del sistema y sus parametros
termodindmicos. Como se describié anteriormente la
CDB proporciona informacion relevante para el desarrollo
de formulaciones de proteinas terapéuticas por lo que la
aplicacién especifica del CDB en este trabajo es evaluar
los efectos del pH y de los excipientes en la estabilidad
térmica que promueve la agregacion de proteinas. Lo
que permite obtener formulaciones con una adecuada
capacidad para mantener las condiciones Optimas del
principio activo y asi mantener atributos de calidad
constante y consistente.

Metodologia. El proceso de desarrollo consiste en cuatro
etapas principalmente:

1. Desarrollo de formulaciones mediante estudios de
solubilidad, estabilidad, desnaturalizacion y seleccion
de excipientes segun la ICH Q8.

2. Analisis de estabilidad térmica con equipos de CDB
marca Mettler Toledo en un barrido de 30°C hasta
300°C wusando una tasa de calentamiento de
10°C/min.

3. Andlisis de resultados con el modelo de cinética
generalizada de Avrami

4. Determinacion de parametros cinéticos de
desnaturalizacion para la comparacién de las
diferentes condiciones de pH y diversos excipientes.

Resultados y discusion. El analisis por calorimetria

diferencial de barrido permitié determinar el efecto del pH

sobre la estabilidad térmica de las formulaciones en la
cual se observd que existe una relacion directamente
proporcional entre la estabilidad térmica y la disminucion

de pH. Se observaron tres eventos térmicos, el primero a

70°C en el cual ocurre un cambio en la conformacién de

la proteina, debido a la desnaturalizacion no reversible y

otros dos a los 90 y 105°C respectivamente. Con los

resultados obtenidos se determinaron las condiciones

Optimas para la formulacion final del principio activo de

un nuevo producto.
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Conclusiones. Se determind que existe una relacion
directamente proporcional entre la estabilidad y la
disminucion del pH. Se determin6 que la mayor
estabilidad para la formulacion A es de 6.8, la B es de 7.0
y la C de 6.8, también se evalu6 el efecto de los
excipientes y sus concentraciones, en la estabilidad
térmica de diversas formulaciones para una proteinas de
100KDa.
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