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RESUMEN

Se describe el desarrollo de una formulacidn que contiene ribavirina como principio
activo, a una concentracién de 100 mg/mL que mantiene sus propiedades estables
desde el punto de vista fisico, quimico y microbioldgico. Se realizaron los estudios
de formulacion correspondientes con el objetivo de determinar la formulacion
idénea, el procedimiento tecnoldgico y el envase adecuado para garantizar la
estabilidad del producto terminado. Se elaboraron 3 lotes del medicamento, los
cuales se envasaron en bulbos incoloros de vidrio, con calidad hidrolitica I y se
almacenaron a temperatura ambiente de 30 + 2 °C durante 12 meses; se estudio
su estabilidad fisica y quimica por el método acelerado y de vida de estante. Se
comprobo su estabilidad microbiolégica a través de un ensayo de esterilidad, a cada
uno de los lotes elaborados, al inicio y final del estudio, segun la Farmacopea de los
Estados Unidos 30 y la regulacion establecida por el Centro Estatal de Control de
Medicamentos de Cuba; se obtuvieron resultados satisfactorios. Se realizé un
estudio toxicoldgico del inyectable que mostré un amplio margen de seguridad para
ser usado en humanos. Todos los resultados obtenidos cumplieron con los limites
de calidad establecidos en la literatura oficial para este tipo de forma farmacéutica,
por lo que se llegd a la conclusion que el medicamento desarrollado esta
correctamente formulado desde el punto de vista galénico con un tiempo de vida
atil de 12 meses, almacenado bajo las condiciones estudiadas. Finalmente el
medicamento fue introducido al nivel industrial sin que se presentaran problemas
tecnoldgicos.
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Development of a formula containing Ribavirin as active principle at a 100 mg/mL
concentration maintaining its stable properties from the physical, chemical and
microbiological point of view is described. The aim of present formula studies was
to determine the suitable formula, the technological procedure and the appropriate
package to guarantee stability of end product. Three drugs batches were
manufactured, which were packing in colourless glass bulbs with a hydrolytic I
quality and stored at room temperature of 30 + 2 °C for 12 months; its physical
and chemical was studied by accelerated method and shelf life. Its microbiological
stability was verified by sterility trial in each of processed batches at study onset
and at the end according to USA Pharmacopeia-30 and the regulation established
by Cuban State Center for Drug Control with satisfactory results. A toxicology study
was conducted of injectable agent showing a wide safety margin to human use. All
results obtained fulfilled the quality limits established in official literature for this
type of pharmaceutical way thus concluded that the developed drug is properly
formulated from the medical point of view with a useful life time of 12 months,
stored under study conditions. Finally, the drug was introduced at industrial level
without technological problems.

Key words: Technological development, antiviral, injectable solution, Ribavirin.

INTRODUCCION

La ribavirina es un analogo de nucledsido que estructural y funcionalmente se
asemeja a la guanosina. Es activa contra una amplia gama de virus DNA y RNA in
vitro, pero tiene pobre actividad in vivo. Numerosos mecanismos de accion han sido
propuestos; en su forma monofosfatada, la ribavirina es un inhibidor competitivo
potente de la enzima dehidrogenasa que es esencial para la sintesis de trifosfato de
guanosina.l?

Esta inhibicién resulta en una disminucion en los depdsitos celulares de guanidina,
necesaria tanto para la multiplicacion viral como celular. Sin embargo, su mayor
efecto antiviral de significacidn es la inhibicidn en la terminacién o punto final del
RNA mensajero viral y produce una caida en la produccién de proteinas virales.?
También ha sido autorizado su empleo en nifios con bronquiolitis severa debidas al
virus sincitial respiratorio.*

Con el objetivo de sustituir medicamentos por concepto de importaciones al pais, es
que en el Centro de Investigacién y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM) se hace
necesario el desarrollo del inyectable de ribavirina 100 mg/mL de produccién
nacional.

Por tanto, el objetivo fundamental de este trabajo, consistié en desarrollar una
solucion inyectable de ribavirina, que brindara una dosis de 100 mg por cada
mililitro de preparacidon, cumpliera con todos los requerimientos para esta forma
farmacéutica y proporcionara el efecto terapéutico deseado.

Como objetivos especificos para lograr lo anteriormente planteado, se propuso
comprobar la calidad farmacéutica, tanto del principio activo como de las sustancias
auxiliares utilizadas en su composicion; realizar los ensayos de preformulacién
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necesarios para la posterior seleccién de la formulacién mas prometedora asi como
la seleccion del envase adecuado; desarrollar un método para la determinacién de
ribavirina por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) para el control de
calidad y los estudios de estabilidad del producto terminado, ademas de estudiar la
estabilidad de la formulacién de ribavirina 100 mg/mL. Finalmente, presentar el
expediente de registro del medicamento en el Centro Estatal de Control de
Medicamentos de Cuba (CECMED) para que una vez aprobado, pueda aumentar el
arsenal terapéutico de nuestro pais.

METODOS
Desarrollo tecnolégico

En el desarrollo tecnoldgico de la formulacidon, se empleo ribavirina materia prima,
correspondiente al lote 3200773001, del fabricante Chemo y fue importada por
FARMACUBA desde la India, valorada previamente en los laboratorios del CIDEM,
realizandose los ensayos establecidos en las especificaciones de calidad reportadas
en la USP 30.°

Para el analisis del principio activo se empled un patréon de ribavirina USP con un
nivel de pureza de 0,0997 mg/mg. Las sustancias auxiliares utilizadas se analizaron
por las técnicas oficiales correspondientes (USP 30), para comprobar la
concordancia con los requisitos exigidos para cada una de ellas. Todos los reactivos
empleados son de calidad para analisis y los equipos y cristaleria de laboratorio se
encontraban debidamente certificados. Para el envase se utilizaron bulbos de vidrio
incoloro, de 6 mL de capacidad, clase hidrolitica I, cierre hermético que también
fueron analizadas para comprobar que cumplian con los requisitos establecidos para
su uso farmacéutico.

Se realizaron 5 ensayos tecnoldgicos en los que se ajusto el pH y la isotonicidad
seguln las exigencias de un preparado parenteral, con el objetivo de obtener la
formulacion mas adecuada. Todas las formulaciones ensayadas presentaban
ribavirina como principio activo y agua para inyeccion csp (1 mL) y se diferenciaban
en los excipientes. La formulacién 1 presentaba cloruro de sodio; la 2 cloruro de
sodio y citrato de sodio; la 3 acido citrico monohidratado e hidroxido de sodio; la 4
citrato de sodio, acido citrico monohidratado e hidroxido de sodio y la 5 citrato de
sodio y acido citrico monohidratado.

La isotonicidad se ajustd con cloruro de sodio haciendo el calculo tedrico por el
método del equivalente de cloruro de sodio. Se evalud el proceso de esterilizacion
bajo presién de vapor y por membrana esterilizante. Para evaluar la compatibilidad
de la membrana con las 5 soluciones objeto de ensayo, se colocaron membranas de
nitrato de celulosa, acetato de celulosa y celulosa regenerada, de 47 mm de
didmetro, en placas Petri y se cubrieron con la soluciéon, manteniéndolas en
contacto durante 24 h. Transcurrido este tiempo se realizé un analisis microscépico
y macroscopico de las membranas asi como el contenido de principio activo,
comparandolas con una muestra sin filtrar.®

Muestras de los 5 ensayos se conservaron a temperatura ambiente (30 £ 2 °C) y a
temperatura de 40 °C durante 2 meses y se les estudid el comportamiento en
cuanto a sus caracteristicas organolépticas, pH, contenido de principio activo y los
productos de degrada

cion.”

Con la formula y técnica de cada uno de estos ensayos se elaboraron dos, de 1 L
ada uno y se dividieron en 2 porciones para evaluar el proceso de esterilizacion
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final: presion de vapor a 121 °C. Muestras de estos ensayos se conservaron a 60
°C y se observaron durante 2 meses con el objetivo de definir la formulacién a
proponer, evaluandose en el tiempo las caracteristicas organolépticas, pH y el
contenido de principio activo.

Una vez propuesta la formulacién, con los diferentes pardmetros de trabajo
establecidos, se procedio a la elaboracion de 3 lotes pilotos de 5 000 mL de
volumen total cada uno, siguiendo el método de fabricacion propuesto en la figura
para realizar los estudios de estabilidad del producto final, y definir sus condiciones
de almacenamiento. Las muestras fueron analizadas recién elaboradas y
transcurrido 1 afio a diferentes temperaturas.®

Agua purificada—— | Esterilizar | —— Control de proceso
-

——» Control de proceso
¥

——Control de proceso
v

 : i 0 Disolver
Acido citrico menohidratado I

¥

Hidréxido de sodio

Ribaviring —————

Agitar

¥

| Enrasar | = Control de proceso
v

| Homogenizar | = (Control de proceso
.
Bulbos 6R Filtrar — Control de proceso
Tapongs ——p ¥
Sellos I

Envasar | ——— Control de proceso
L

J Esterilizar |
v

¥ Muestreo para analisis

| inspeccién visual |
¥

| Etiquetar, estuchar y embalar

Fig. Método de fabricacion propuesto para realizar los ensayos tecnologicos y
lotes para estudio de estabilidad.

Desarrollo de la técnica de analisis para el control de la calidad y estudio
de estabilidad del producto terminado

Se desarrollé un método de analisis por CLAR para la cuantificacion de ribavirina en
el inyectable de 100 mg/mL, por no existir un método reportado en las
farmacopeas oficiales. La validacion fue realizada segun la Categoria I (USP-30) de
Medicamentos y la Regulacién 41-2007 (CECMED), evaluandose los parametros que
a continuacién se describen: linealidad, precision, especificidad y exactitud. El
control de la calidad del producto terminado se realizé por CLAR, empleando para el
analisis el método reportado en la USP.
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Estudio de estabilidad

El presente estudio se realizd por el método de estabilidad acelerada y de vida de
estante. Se emplearon muestras de 3 lotes identificados como: 07001, 07002 y
07003, envasados en bulbos de vidrio incoloro formato 6R, CH-I, con tapén de
goma butilica para no liofilizados y 20 mm de didmetro, ademas del sello de
aluminio anodizado.

Para el estudio de estabilidad acelerada, se almacenaron muestras de los lotes en
una estufa con temperatura controlada de 40 °Cy 75 % de humedad relativa (HR)
y se valoraron al inicio, 2, 3 y 6 meses de elaborados; se evaluaron en el periodo
evaluado las caracteristicas organolépticas, el pH, el contenido de principio activo,
asi como la presencia de los productos de degradacién teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método cromatografico
desarrollado y validado al someter la muestra a condiciones drasticas.

Para el estudio de estabilidad por vida de estante, los lotes estudiados fueron
almacenados a temperatura ambiente (30 £ 2 °Cy HR de 70 £ 5 %), y se
valoraron al inicio, a los 3, 6, 9 y 12 meses de fabricados.’

Para el estudio toxicolégico se empled la determinacién de la toxicidad aguda
endovenosa para lo cual se utilizaron ratones albinos Suizos hembras procedentes
de la colonia de la UCTB Control Bioldgico. Se ensayaron 4 niveles de dosis con el
objetivo de obtener una relaciéon dosis-efecto y determinar la DLsg.

Se realizd una prueba microbioldgica a la formulacién empleando el método de
filtracién por membrana, reportado en la USP,” y se analizé al inicio y a los 12
meses de comenzado el estudio.

RESULTADOS

Se comprobd que todas las sustancias, asi como el material de envase utilizado en
el estudio realizado, cumplieron con los requerimientos correspondientes para
considerarlos aptos para uso farmacéutico.

En la tabla 1 se muestran los resultados del estudio realizado para determinar la
compatibilidad de las membranas. Mientras que en la tabla 2, se puede observar el
comportamiento de las muestras durante 2 meses conservadas a temperatura
ambiente y a 40 °C.

Tabla 1. Resultados obtenidos con los diferentes medios de filtracion a tiempo= 0y

t= 24 h
Ensayos/parametros | t=0 | t=24h
| NC | R | AC | NC | CR | AC
| Cco | - | - | - | Integra | Integra | Integra
I | Val. | 98,7% | 98,8% | 99,0% | 992% | 99,2% | 99,4%
| pH ' 479 | 477 | 480 | 4,80 | 4,82 | 4,80
| Cco | - | - | - | Integra | Integra | Integra
II | val. | 99,0% | 99,0% | 99,0% | 99,7% | 99,7% | 99,5%
| pH | 6,00 | 6,22 | 6,00 | 6,45 | 6,45 | 6,80
r | coO | - | - | - | Integra | Integra | Integra
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| Val. | 1009 % | 1009 % | 1009% | 101,0% | 101,0% | 101,0%
| pH | 520 | 520 | 520 | 522 | 5,22 | 5,22
| Cco | - | - | - | Integra | Integra | Integra
v Val. | 97,0% | 97,0% | 97,0% | 97,6% | 97,5% | 97,0%
| pH | 48 | 481 | 4,87 | 5,57 | 5,80 | 5,70
| Cco | - | - | - | Integra | Integra | Integra
Y% | val. | 100,0% | 100,2% | 100,2% | 100,0% | 101,0% | 100,1%
| pH | 460 | 465 | 456 | 4,70 | 4,70 | 4,65
| coO | - | - | - | Integra | Integra | Integra
Ss/f | val. | 101,5% | 101,0% | 101,3% | 101,3% | 101,7% | 101,8%
| pH | 4,73 | 4,77 | 4,76 | 4,76 | 4,76 | 4,78
Limites: caracteristicas organolépticas (CO): solucion incolora; pH: 4,0-6,5;
Tabla 2. Resultados obtenidos en las muestras conservadas a temperatura ambiente y 40° C par 2 meses
Muestras recién elaboradas Decursados 2 meses
Temperatura | Ensayos
Co pH Yal, Co Yal, pH D
I Responde 4,79 98,7 % | Responde 98,7 % 4,79 [napreciables
i Responde &,00 99,0 % | Responde | 99,0 % 6,00 Inapreciables
Ambiente 111 Respande L,20 100,9 % | Responde | 100,9 % | 5,20 Inapreciables

I¥ Responde 480 97,0 % | Responde 97,0 % 4,80 [napreciables
Y Responde | 4,60 100,0 % | Responde 100% 4,60 Inapreciables

I Responde 57 101,0 % | Responde | 101,0 % | G,57 [napreciables
i Responde f,80 99,0 % | Responde | 99,0 % 6,80 Inapreciables
40 °C 111 Respande L,00 101,0 % | Responde | 101,0% | 5,00 Inapreciables

I¥ Responde f,87 97,0 % | Responde 97,0 % 6,590 [napreciables
Y Responde 470 100,0 % | Responde | 100,0 % | 4,70 Inapreciables

Limites: caracteristicas organalepticas (CO): solucian incalora; pH: 4.0-6.5; valaracian (val.): 90,0-110,0 %.
PD: Mo debe observarse |3 presencia de productos de degradacion,

Valoracién (Val.): 90,0-110,0 %; analisis de la membrana: membrana que no se
afecta por ninguno de los componentes de la formulacién; Ss/f: solucién sin filtrar;
NC: nitrato de celulosa; AC: acetato de celulosa; CR: celulosa regenerada.

Se desecharon las formulaciones que no cumplieron con el parametro pH y se
dirigio el trabajo con las 2 formulaciones resultantes con las que se elaboraron 2
ensayos de 1 L cada uno para evaluar ademas si es factible la esterilizacién final a
121 °C, conservadas entonces a temperatura ambiente y a 60 °C. Esos resultados
se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en las 2 formulaciones seleccionadas
conservadas a temperatura ambiente v a 60.°C durante 2 meses
y Muestras recién elaboradas Decursados 2 meses
Presion de vapar
co pH Yal, co pH Yal,
) 111 Respande g20 100,9 % Respande 5,00 100,9 %
Ambiente
Y Responde 4,60 100,0 % Responde 4,60 100,0 %
60 o 111 Respaonde 4,70 100,9 % Responde 5,00 101,9 %
i Responde 4,70 100,0 % Responde 4,30 100,0 %

Limites: caracteristicas organolepticas: solucion incolora, transparente, sin
particulas en suspension; pH: 4,0-6,5; valoracion {val.); 90,0-110,0 9%;
Ta: temperatura ambiente,

Los resultados del estudio de estabilidad acelerada a 40 °Cy 75 % de HR, se
reportan en la tabla 4; se demostré que el producto terminado no presenté cambios
significativos.

Tabla 4. Resultados del estudio de estabilidad acelerada.
Lotes 07001, 0700 y 07003

Parametros Inicial 1 mes 2 meses 3 meses 6 meses
LOTE 07001
Caracteristicas
organolépticas Responde Responde Respande Responde Respaonde
pH 5,24 5,27 5,23 5,21 5,23
Yaloracion 101,13% 102,82 % 102,16% 102,80% 100,00 %

Froductos de

degradacion Inapreciables

Inapreciables Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables

LOTE 07002
Caracter|5t_|ca5 Responde Responde Responde Respande Respande
organolepticas
pH 4,92 4,89 4,96 4,97 4,97
Yalaracion 99,57% 100,95% 101,50% 99,34% 99,00%

Froductos de

degradacion Inapreciables

Inapreciables Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables

LOTE 07003
Caracte‘r|5t.|cag Responde Responde Respaonde Responde Responde
organolépticas
pH 5,57 5,58 5,49 5,53 5,56
Yaloracion 102,24% 102,01% 102,46% 100,33% 100,50%

Froductos de

degradacion Inapreciables

Inapreciables Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables

Los resultados del estudio de vida de estante, al inicio, 3, 6, 9 y 12 meses, se
muestran en la tabla 5; se observé que el producto terminado cumplié con las
especificaciones de calidad durante el estudio.
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Tabla 5. Resultados del estudio de estabilidad por vida de estante.
Lotes 07001,07002 y 07003

| Pardmetros | Inicial | 3meses | 6meses | 9meses | 12 meses
| LOTE 07001
Caracteristicas
Responde Responde Responde Responde Responde
organolépticas
| pH | 5,24 | 5,19 | 5,2 | 5,2 | 5,2
| Valoracién | 101,13% | 102,50% |  99,90% | 101,00% | 100,10%

Productos de

degradacion Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables Inapreciables Inapreciables

| Esterilidad | Cumple | - | - | - | Cumple
| LOTE 07002
Caracteristicas
Responde Responde Responde Responde Responde
organolépticas
| pH 4,92 4,9 | 4,86 4,87 4,86
| Valoracién 99,57% 99,90% |  98,60% 99,80% 99,20%

Inapreciables

degradacion

|
Inapreciables ‘ Inapreciables
|

| |
‘ Productos de ‘ Inapreciables ‘ Inapreciables
| |

| Esterilidad Cumple - | - - Cumple
| LOTE 07003
Caracteristicas ‘ ‘
Responde Responde Responde Responde Responde
organolépticas
| pH | 5,57 | 5,55 | 5,56 | 5,55 | 5,57
| Valoracién | 102,24% | 99,39% | 101,90% | 99,10% | 101,00%

Productos de

degradacion Inapreciables | Inapreciables | Inapreciables Inapreciables Inapreciables

| Esterilidad | Cumple | - | - | - | Cumple

DISCUSION
Desarrollo tecnolégico

En la evaluacion de las muestras conservadas a temperatura ambiente (30 £ 2 °C)
y 40 °C por 2 meses puede apreciarse que las formulaciones responden a las
caracteristicas organolépticas, y al contenido de principio activo tanto a
temperatura ambiente como a 40 °C no se observaron cambios en su coloracion y
la disminucidn del principio activo fue inferior al 5 %, limite establecido por nuestro
organo regulador, no siendo asi en el parametro pH donde las Unicas formulaciones
que cumplen son la III y la V, ya que mantuvieron sus valores dentro de los limites
establecidos, observandose en este Ultimo parametro evaluado una disminucion
significativa.

La evaluacion de las dos variantes resultantes del estudio anterior, en cuanto al
aumento de temperatura arrojo que el aumento de la temperatura no provoca
cambios significativos en las dos formulaciones estudiadas, asi como no se
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observan cambios cuando las muestras se someten a esterilizacion final por presién
de vapor, indicativo de que pueden ser empleadas siguiendo el método de
fabricacidon propuesto. En nuestro trabajo se decidié escoger la formula III ya que
desde el punto de vista econémico los excipientes empleados son menos costosos
que los empleados en la formula V.

Lotes para estudio de estabilidad

Con la formula y procedimiento propuesto se elaboraron 3 lotes de 5 L cada uno,
identificados como 07001, 07002 y 07003, en los que se pudo comprobar que a
nivel piloto la tecnologia desarrollada se comporta correctamente lograndose un
producto que cumple con las especificaciones de calidad requeridas, los que fueron
sometidos a diferentes tratamientos de temperatura para evaluar el tiempo de vida
atil del medicamento.

Estudio de estabilidad

La validacién de la técnica de analisis para la determinacion del principio activo
mostré que esta es especifica, precisa y que cumple con los criterios de linealidad y
exactitud, por lo que pudo ser utilizada para el estudio de estabilidad del
medicamento.

Los resultados del estudio de estabilidad acelerada, se reportan en la tabla 4; se
encontrd que en las condiciones establecidas (temperatura controlada 40 °Cy 75
% de HR se mantiene la estabilidad del producto, ya que el tratamiento no alteré su
calidad final, y se mantienen las caracteristicas organolépticas, pH y valoracion
dentro de los limites establecidos en las especificaciones de calidad.

Segun los valores obtenidos en el estudio de estabilidad por vida estante que se
muestran en la tabla 5, se puede concluir que el producto presenta una estabilidad
satisfactoria del principio activo a temperatura ambiente (30 + 2 °C), ya que se
mantienen los pardmetros que determinan su calidad en los 12 meses de fabricado
el producto; no se observaron variaciones notables entre la valoracién inicial y la
obtenida transcurrido todo el tiempo de estudio. Los valores de pH se mantuvieron
dentro de los limites permisibles para esta formulacion. En cuanto a las
caracteristicas organolépticas, estas permanecieron invariables durante este
periodo.

De igual manera se comportaron los resultados de microbiologia; se pudo
comprobar que no aparece crecimiento microbiano, transcurridos 12 meses de
elaborado el producto.

El estudio toxicoldgico concluyd que el inyectable provoco una DLsgde 1 734,38
mg/kg clasificandose en la categoria 4 segun el Sistema Armonizado de la OECD, o
sea, que su margen de seguridad es amplio.

Por todos estos resultados obtenidos, se proponen 12 meses como fecha de
vencimiento para la formulacion estudiada, almacenada a temperatura ambiente
(30 £ 2 °C) y envasados en bulbos de vidrio incoloro, de 6 mL de capacidad, clase
hidrolitica I con cierre hermético.
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