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RESUMEN

Introduccion: el D-004 es un ingrediente farmacéutico activo obtenido de los
frutos de la palma real cubana (Roystonea regia), compuesto fundamentalmente
por una mezcla de acidos grasos libres entre 8 y 18 atomos de carbono, con
potencialidades en el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna.

Objetivo: determinar la vida util del D-004 en frascos de polietileno de alta
densidad en las zonas climaticas IV y II.

Métodos: muestras de tres lotes pilotos de D-004, envasadas en frascos blancos
de polietileno de alta densidad y protegidos por cajas de cartén, se colocaron en las
condiciones de las zonas climaticas IV (30 °C/70 % HR) y II (25 °C/60 % HR). Se
determinaron las caracteristicas organolépticas y los contenidos de material
insaponificable, acidos grasos y microbioldgicos desde el tiempo inicial hasta los
36 meses, y se determinaron graficamente los tiempos de vida Gtil en ambas
zZonas.

Resultados: en las dos zonas climaticas el D-004 cumplié con los parametros de
estabilidad evaluados durante los primeros 33 meses, pero a los 36 meses el
contenido de acidos fue inferior al limite establecido en varias de las muestras. Los
analisis de regresidn permitieron determinar tiempos de vida util del D-004 en las
zonas IV y II.
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Conclusiones: se demostrd que el ingrediente activo D-004 que se obtuvo a
escala piloto, se envasa en frascos de polietileno de alta densidad y protegido por
un envase secundario (caja de carton), presenta una vida Gtil de 30 y 32 meses en
las zonas climaticas IV y II, respectivamente.

Palabras clave: estabilidad, D-004, polietileno de alta densidad, Roystonea regia.

ABSTRACT

Introduction: D—004 is a pharmaceutical active ingredient obtained from the
Cuban royal palm fruits (Roystonea regia), mainly composed by a mixture of free
fatty acids between 8 and 18 carbon atoms, potentially useful to treat benign
prostatic hyperplasia.

Objective: to determine the shelf life of D—004 in high-density polyethylene flasks
in climatic zones IV and II.

Methods: samples of three pilot batches of D—004, packed in white high-density
polyethylene flasks and protected by cardboard boxes, were placed under
conditions of the climatic zones IV (30 °C/70 % RH) and II (25 °C / 60 % RH).
Organoleptic characteristics and unsaponifiable matter, fatty acids and
microbiological contents were determined from the initial time till 36 months, and
shelf lives were graphically determined in both zones.

Results: in the two climatic zones, the D—004 fulfilled the tested stability
parameters during the first 33 months, but at the month 36th, the acid content in
several samples was lower than the set limit. The regression analyses allowed
determining the shelf lives of D—004 in climatic zones IV and II.

Conclusions: it was demonstrated that the active ingredient D—004, obtained at
pilot scale, packed in high density polyethylene flasks and protected by a secondary
container (cardboard box), exhibits a shelf life of 30 and 32 months in the climatic
zones IV and II, respectively.

Keywords: stability, D—004, high density polyethylene, Roystonea regia.

INTRODUCCION

El D—004 es un ingrediente farmacéutico activo (IFA) obtenido de la fraccién
lipidica de los frutos maduros de la palma real cubana [Roystonea regia (Kunth)
O.F. Cook]. Este IFA se compone fundamentalmente de una mezcla de acidos
grasos (AG) libres que contiene entre 8 y 18 atomos de carbono y son los acidos
oléico, laurico, palmitico y miristico los componentes mayoritarios.! La demostrada
eficacia del D-004 en modelos experimentales de hiperplasia prostatica? y en dos
estudios clinicos ya culminados,*® hace prever su posible aplicacién en el
tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna, una de las patologias mas
frecuentes en hombres mayores de 50 afios.®

El IFA D—004, envasado en frascos de vidrio ambar, presenta un tiempo de vida
util de 24 meses en las zonas climaticas II y IV,” estabilidad que puede
considerarse adecuada si se tiene en cuenta que se trata de una matriz compleja,
obtenida de una fuente natural y con un considerable contenido de AG insaturados.
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Sin embargo, teniendo en cuenta que su almacenaje y traslado en frascos de vidrio
no es idéneo por la fragilidad de este envase, se desarrollé un estudio acelerado
con frascos de varios materiales, el cual demostro la posibilidad de envasar este
IFA en polietileno de alta densidad (PEAD).8 Atendiendo a lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue determinar el tiempo de vida util del D-004 en frascos de
PEAD mediante un estudio de estabilidad a largo plazo en las condiciones de las
zonas climaticas II y IV.

METODOS

El estudio se llevd a cabo con muestras de tres lotes de D—004 obtenidos a escala
piloto (300109, 090609 y 310909), envasadas en frascos blancos de PEAD con

30 mL de capacidad y tapas de rosca del mismo material. Las muestras envasadas
se depositaron en cajas de cartdn cerradas (envase secundario) y se colocaron bajo
las condiciones de las zonas climaticas II [(25 + 2) °Cy (60 £ 5) % HR] y IV

[(30 £ 2) °Cy (70 £ 5) % HR].

Se realizaron muestreos de forma aleatoria al inicio y a los 6, 12, 18, 24, 27, 30, 33 y
36 meses. En cada muestreo se determinaron las caracteristicas organolépticas
visualmente y el contenido de material insaponificable segun se describe en la USP
33.° También se determiné el contenido de AG como ésteres metilicos mediante una
metodologia analitica por cromatografia de gases debidamente validada para los
estudios de estabilidad del D-004.1° Los analisis se realizaron en un cromatografo GC
14A ( Shimadzu, Japén) con detector de ionizacién por llama, acoplado a sistema de
computo (Konixbert, Barcelona, Espafia), con columna BPX—5 (30 m x 0,53 mm d.i. y
1,5 ym de espesor de pelicula, SGE, Australia), programacién: de 120 °C (2 min) a
320 °C, a 10 °C/min. Flujo del gas portador (Hz2): 8 mL/min. Temperatura del detector
y el inyector: 320 °C, y volumen de inyeccién: 1 yL en modo splitless. A las muestras
iniciales y una vez al afio se determind el contenido microbioldgico segun la USP 33.°

Se considerd estable el IFA D—004 mientras mantuvo sus caracteristicas de liquido
aceitoso de color amarillo-naranja a pardo—verdoso, con 1,0—7,4 % de material
insaponificable, con = 85 % de AG, y ausencia de microorganismos patdégenos,
conteo de bacterias < 1000 UFC/g y de hongos < 100 UFC/g.?

Se calcularon las medias, desviaciones estandar y coeficientes de variacion de las
determinaciones realizadas. Para determinar el tiempo de vida util a partir del
contenido de AG, primeramente se realizé un analisis de covarianza (ANCOVA) con
el tiempo como covariable (p= 0,25) para conocer si se podian procesar los lotes de
manera independiente o combinada. Las diferencias se determinaron con la prueba
de Tukey HSD. Posteriormente se graficd la concentracion de AG en funcion del
tiempo, a partir de lo cual se determind una ecuacién matematica que describié el
comportamiento observado, la que debia presentar un coeficiente de determinacién
(r3)> 0,75. El tiempo de vida (til se determind a partir del intercepto del intervalo
de confianza inferior (p= 0,05) de la ecuacién con el limite de la especificacién

(85 %), seglin recomendaciones de organismos internacionales.!?

RESULTADOS

En el estudio de estabilidad en la zona climatica IV, el D—004 almacenado en
frascos de PEAD mantuvo sus parametros de calidad dentro de los criterios de
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aceptacion durante los primeros 33 meses. Aunque en los lotes 090609 y 310909
se apreciaron disminuciones en la intensidad del color y en el contenido total de AG
a partir de los 12 meses, dichas variaciones no implicaron incumplimiento de las
especificaciones de calidad. A los 36 meses, sin embargo, aunque los restantes
parametros de calidad cumplieron con sus correspondientes limites, el contenido de
AG en los tres lotes fue inferior al 85 %, limite establecido como especificacidn, por
lo que se detuvo el estudio. La tabla 1 muestra los contenidos individuales de AG de
los lotes al inicio del estudio y a los 36 meses de almacenaje.

Tabla 1. Contenidos individuales (%) de AG en los tres lotes de D-004 envasados
en PEAD, al inicio del estudio y luege de almacenados 36 meses en la zona IV

Contenido de AG (%)

Acido Lote 300109 Lote 090509 Lote 310909
Inicio 36 meses Inicio 36 meses Inicio 356 meses

Ca:n 0,4 0,5 0,2 0,3 0,2 0,3
Ciom 0,5 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6
Ciz:m 25,0 23,2 23,9 21,6 25,1 23,2
Ci4:0 11,1 10,4 10,6 Q.7 10,9 10,1
Cis:1 0.1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
Cism 0.8 9,2 11,4 10,3 11,3 10,3
Cigi 44,9 36,6 42,5 33,5 42,9 34,6
Ciz:0 2.9 2,7 2.9 2,6 2.8 2.5

El ANCOVA aplicado a los tres lotes, empleando el tiempo como covariable,
demostro que estos presentaron diferencias significativas en sus patrones de
degradacion (p= 0,0034). Al aplicar la prueba de Tukey HSD, se determiné que los
comportamientos de los lotes 090609 y 310 909 no se diferian estadisticamente
entre si, mientras que el del lote 300109 resulté diferente de los dos anteriores.
Teniendo en cuenta lo anterior, se determind un tiempo de vida Util a partir de los
datos del lote 300 109 y otro a partir del promedio de los datos de los lotes

090 609 y 310 909. En las figuras 1 y 2 se aprecian los graficos de la concentracién
de AG en funcién del tiempo, los polinomios que mejor describieron su
comportamiento (r2> 0,75), asi como el intercepto de los limites de confianza
inferiores (95 % de probabilidad) con el limite de la especificacion (85 % de
contenido de AG). Con los datos del lote 300109 se obtuvo el intercepto a los

34 meses, mientras que con el promedio de los lotes 090 609 y 310 909 se obtuvo
el intercepto a los 30,2 meses.
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Fig. 1. Grafico utilizado para estimar el tiempo de vida udtil del
C-004 almacenado en frascos de PEAD en la zona IV, a partir de
los datos del lote 200109,
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Fig. 2. Grafico utilizade para estimar el tiempo de vida dtil del

D-004 almacenado en frascos de PEAD en la zona IV, a partir
del promedio de los datos de los lotes 090609 vy 310509,
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Al almacenar al D—004 en PEAD, en las condiciones de la zona climatica II, a partir
de los 12 meses dos de los lotes estudiados (090609 y 310909) presentaron una
ligera disminucidén en la intensidad del color y en el contenido total de AG
(principalmente de acido oléico), si bien los cambios observados no implicaron
incumplimiento de las especificaciones de calidad durante los primeros 33 meses,
tras 36 meses de almacenaje estos lotes incumplieron con el contenido de AG, por
lo que el estudio se detuvo y se determind el tiempo de vida util a partir de sus
contenidos de AG. Por su parte, el lote 300109 mantuvo sus caracteristicas durante
los 36 meses. La tabla 2 muestra los contenidos individuales de AG en ambos lotes,
al inicio del estudio y al cabo de los 36 meses. El ANCOVA, empleando el tiempo
como covariable, demostré que los dos lotes degradados presentaron un
comportamiento similar en cuanto al contenido de AG (p= 0,3376). En la figura 3
se representa la concentracion promedio de AG en funcion del tiempo, asi como el
polinomio que mejor describié su comportamiento (r>> 0,75) y el intercepto del
limite de confianza inferior (95 % de probabilidad) con el limite de la especificacion
(85 % de contenido de AG). El intercepto obtenido con el promedio de los lotes
090609 y 310909 fue de 32,9 meses.

Tabla 2. Contenido (%) de AG en los lotes degradados de D-004 envasados
en PEAD, al inicio del estudio y luego de almacenados 36 meses en |la zona II

Contenido de AG (%)

Acido Lote 0905609 Lote 310909
Inicio 36 meses Inicio 36 meses

Ca: 0.2 0.3 0,2 0,3
C1i0:0 0.5 0,6 0,5 0,6
Ciz:0 23,9 22,3 25,1 22,5
Ci14:0 10,6 10,0 10,9 10,1
Ci1s:1 a2 0,2 0,2 0,2
Cis:0 11,4 10,6 11,2 10,32
Cig:1 42,5 34,7 42,9 34,8
Cis:0 2,9 2,6 2,8 2,6
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Fig. 3. Grafico utilizado para estimar el tiempo de vida dtil del
D-004 almacenado en frascos de PEAD en la zona 11, a partir
del promedio de los datos de los lotes 0906059 y 310909,

DISCUSION

El presente estudio demuestra que el envasado en frascos plasticos de PEAD puede
resultar una opcion adecuada para este IFA. Aunque se midieron varios parametros
de calidad, el contenido de AG del D—004 representa la especificacion pivote a la
hora de determinar su estabilidad por estar relacionada directamente con su efecto
farmacologico.! Por ello, el incumplimiento de dicho pardametro conllevé a detener
los estudios. En ambas zonas climaticas, la disminucion del contenido de AG
observada a los 36 meses ( tablas 1 y 2) se debid principalmente a los AG
insaturados de 18 atomos de carbono, resultado ldgico si se tiene en cuenta que
estos son mas propensos a la oxidacién que los acidos saturados presentes en el
D—004.1? Efectos similares sobre el contenido de AG insaturados también se
observan en otras matrices lipidicas como el aceite de oliva en envases plasticos.!3

Las diferencias observadas en los patrones de degradacion de los lotes pudieran
estar vinculadas con la presencia de compuestos minoritarios antioxidantes en el
D—004, como carotenoides, tocoferoles y compuestos relacionados, cuyas
concentraciones pueden variar en dependencia de la época de recoleccion de los
frutos, tal y como sucede para otras matrices lipidicas obtenidas a partir de fuentes
naturales.#

De los dos tiempos de vida util calculados para la zona IV, uno a partir del lote
300109 y otro a partir del promedio de los lotes 090609 y 310909 ( Figs. 1y 2), se
selecciond el menor tiempo, que se aproximdé a 30 meses, como la vida util del IFA
D—004 almacenado en frascos de PEAD, segun recomendaciones actuales de la
industria farmacéutica.'>'® Por otra parte, el analisis estadistico del comportamiento
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promedio de los dos lotes degradados en la zona II permitié determinar un tiempo
de vida Util cercano a los 33 meses (Fig. 3), el cual se aproximé
conservadoramente a los 32 meses. Los tiempos de vida util determinados para
ambas zonas resultan adecuados, teniendo en cuenta el alto contenido de AG
insaturados en esta matriz, y son similares al tiempo de vida util determinado para
el D—004 en vidrio,” por lo que el PEAD pudiera emplearse como un material
alternativo para el envasado de este IFA.

Se demostré que el ingrediente activo D—004 obtenido a escala piloto, envasado en
frascos de polietileno de alta densidad y protegidos por un envase secundario (caja
de cartén), presenta tiempos de vida Uutil de 30 y 32 meses en las zonas climaticas
IV y II, respectivamente.
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