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RESUMEN

Objetivo: desarrollar una formulacién de cisplatino a una concentracién de 1 mg/mL,
estableciendo el procedimiento de preparacion de la solucion, para ser administrada
por via parenteral, con buena estabilidad fisica, quimica, biolégica y microbioldgica.
Métodos: se prepararon variantes en dos formulaciones de cisplatino: una solucién
con tampoén de acetato y otra sin el empleo de solucién tampoén, a las cuales se les
siguié su estabilidad fisica y quimica durante 3 meses. En las formulaciones se
empledé materia prima de la firma IMPEX SA, con una potencia de 99,74 %, segun
certificado de analisis del fabricante. Se realizaron tres lotes a escala piloto de
cisplatino 10 mg en bulbos 10 R ambar y tres lotes de cisplatino 50 mg en bulbos
50 H ambar, empleandose una dosis de 1 mg/mL. Se usaron excipientes que le
confieren isotonia y estabilidad a la formulacion con &cido clorhidrico 0,1 N y como
vehiculo, agua para inyeccién. Por cromatografia liquida de alta resolucién se
evaluo la estabilidad para determinar la fecha de vencimiento del medicamento. Por
métodos bioldgicos se determind la ausencia de pirdgenos y por métodos
microbioldgicos, la esterilidad.

Resultados: en ambas formulaciones no hubo diferencias en los resultados fisicos
y quimicos, por lo que se realiz6 el escalado industrial con la segunda formulacion.
Durante 12 meses el cisplatino 10 y 50 mg soluciones presenté buena estabilidad
fisico-quimica, comportandose sus concentraciones entre 90,0 y 105,0 % vy el pH
entre 3,5-6,5 a temperatura ambiente.

Conclusiones: Las formulaciones de cisplatino 10 y 50 mg presentan las
especificaciones de calidad fisico-quimicas, microbioldgicas y bioldgicas informadas
por 12 meses a temperatura ambiente. Este medicamento al cumplir con todos los
parametros de calidad, esta registrado en el 6rgano regulador cubano para ser
utilizado con seguridad en pacientes.
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ABSTRACT

Objective: to develop a cisplatin formulation at 1mg/mL concentration by setting
the solution preparation procedure for parenteral administration, with good
physical, chemical, biological and microbiological stability.

Methods: two formulation variants of cisplatin: one solution with and the other
without acetate buffer. Both were followed in terms of physical and chemical
stability for 3 months. The formulations used raw material from IMPEX SA
company, which has 99.74 % power as certified by the manufacturer analysis.
Three batches of 10mg cistoplatin at pilot scale in amber 10 R vials, 3 batches of 50 mg
cisplatin in amber 50 H vials and the dose was 1mg/ml. Excipients were used to
give isotony and stability to the formulation with 0.1 N chlorhydric acid and
injection water for vehicle. The high performance liquid chromatography allowed
evaluating the stability to determine the expiry date of the drug. The biological and
microbiological methods determined lack of pyrogens and sterility respectively.
Results: both formulations showed no differences in physical and chemical results,
so the second formulation was used at industrial scale. During 12 months, 10 and
50 mg cisplatin solutions exhibited good physical and chemical stability, ranging its
concentrations from 90.0 to 105.0 % whereas pH was 3.5 to 6.5 at room
temperature.

Conclusions: 10 and 50mg cisplatin formulations have the physical-chemical,
microbiological and biological specifications reported in 12 months at room
temperature. Since this drug meets all the quality parameters, the Cuban
regulatory agency registers it as a safe drug for patients.

Key words: cisplatin, stability, cytostatics.

INTRODUCCION

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino), se sintetizé en 1845 y sus propiedades
citotéxicas se informaron en 1967.* El efecto antitumoral de los compuestos de
platino fue identificado por primera vez en 1965 por Rosenberg. Se pudo
comprobar entonces como los electrodos de platino interrumpian el crecimiento de
la bacteria E. coli.?™*

Fue el primer preparado de platino que se empled en clinica humana para el
tratamiento del cancer.®

Es un polvo amarillo cristalino, ligeramente soluble en agua, escasamente soluble
en dimetilformamida y practicamente insoluble en alcohol.® Sus soluciones acuosas
presentan un alto grado de inestabilidad con rapida degradacién del complejo.’ El
rango de pH de las soluciones es entre 3,5y 6,5.

Se encontré que la descomposicion es primordialmente debida a la formacion
reversible de cis-diaminoacuocloroplatino, con la extension de dependiente que es
la descomposicién en el farmaco de la concentracion del ion cloruro.®

El cisplatino est& indicado para el tratamiento paliativo en tumores testiculares y de
ovario metastasicos, cancer avanzado de vejiga y carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello. Puede utilizarse en monoterapia o0 en asociacidon con otros

174
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2012;46(2):173-182

agentes citostaticos en gran variedad de esquemas posolégicos y combinacion con
otros farmacos segun los diversos tipos de tumores. Entre las combinaciones
quimioterapéuticas con otro antineoplasico las mas frecuentes son con
ciclofosfamida, bleomicina, doxorubicina o vinblastina. En otros tumores como los
del area de cabeza y cuello, esé6fago, osteosarcoma, cancer microcitico y no
microcitico de pulmén se han logrado significativos avances.

El producto terminado aparece como oficial en la BP 2010 como solucion estéril en
vehiculo acuoso,® asi como en la USP en forma de liofilizado.

El objetivo del trabajo es desarrollar una formulacién de cisplatino a una
concentracion de 1 mg/mL, estableciendo el procedimiento de preparacion de la
solucion para ser administrada por via parenteral, con buena estabilidad fisica,
quimica, biolégica y microbioldgica.

METODOS

Se prepararon variantes en dos formulaciones de cisplatino; una solucién con
tampon de acetato y otra sin el empleo de solucidon tampoén a las cuales se les
siguié su estabilidad fisica y quimica durante 3 meses.

En la formulacion de cisplatino se empled materia prima de la firma IMPEX SA, con
una potencia de 99,74 %, segun certificado de analisis emitido por el fabricante. Se
realizaron tres lotes a escala piloto de cisplatino 10 mg (04001, 04002, 04003 con
fechas de fabricaciéon 10/04) y tres lotes de cisplatino 50 mg (04001, 04002 con
fechas de fabricacion 10/04 y el lote 05001 con fecha de fabricacion 01/05)
empleandose una dosis de 1 mg/mL; ademas se utilizaron excipientes que le
confieren isofonia y estabilidad a la formulacién con acido clorhidrico 0,1 N para el
ajuste del pH, utilizando un pH-metro Mettler Toledo, y como vehiculo, agua para
inyeccion.

Se utilizaron aisladores en las areas clasificadas para los escalados del producto, los
que permitieron tener el control estricto de la ausencia de microorganismos
aeroébicos y anaeroébicos por hisopado de paredes y exposicion de placas expuestas
con nutrientes previamente preparados, asi como se garantizaron la protecciéon del
hombre y del medio ambiente.

Por cromatografia liquida de alta resolucién se avaludé la estabilidad del producto
terminado a la temperatura de almacenamiento establecida para determinar la
fecha de vencimiento del medicamento. Por métodos bioldgicos se determind la
ausencia de pirogenos y por métodos microbiolégicos la esterilidad.

El escalado e introduccién de los lotes industriales se realizé en la UCTB Planta de
Citostaticos del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos, la cual
cuenta con instalaciones que cumplen con las Buenas Practicas y posee licencia
renovada de produccién No. 001-08-1M Resolucion 07/08, otorgada el 11 de
febrero de 2008 por el Centro para el Control Estatal de la Calidad de los
Medicamentos (CECMED), ademas posee la licencia ambiental No. 3999 del
Ministerio de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente.

Se usaron bulbos de 10 y 50 mL de capacidad nominal, de calidad hidrolitica | y
color ambar, con tapones de goma butilica y sellos de aluminio anodizado de @ 20 mm,
respectivamente.
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La filtracion de la solucion se realizé a través de un filtro capsula de acetato de
celulosa 0,2 um, cuya integridad se comprobé antes y después de esta operacion
con el empleo de un equipo Sartochek Junior, Alemania. El volumen dosificado por
bulbo fue de 10,5 y 50,5 mL del medicamento respectivamente.

Ensayo de pirégenos

Para el estudio de la ausencia de pird6genos se utilizaron conejos sanos procedentes
del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) de
la raza NZB con peso promedio entre 1,8-2,0 kg, alimentados con pienso conejita,
los que fueron ubicados en condiciones de temperatura entre 20 + 2 °C y humedad
relativa entre 50-60 %. Ademas, los niveles de ruido en el local se mantuvieren
bajos. Los animales fueron ubicados en jaulas individuales para facilitar su manejo.
Después de 90 min en el local, se realiz6 la primera toma de temperatura rectal y a
los 30 min siguientes la segunda toma, utilizando un termémetro clinico, para
proceder inmediatamente a la inyeccion de 10 mL/kg de peso corporal de solucidon
de 0,27 mg/mL en la vena marginal de la oreja del conejo.*°

Ensayo de esterilidad

Para la determinacién de la esterilidad el producto terminado se prepard e incubd
en distintos medios de cultivo a las temperaturas entre 22,5 + 2,5y 32,5 + 2,5 °C
por periodos de 7 y 14 dias. Se emple6 el método de filtraciéon por membrana,
descrito en los métodos generales de la USP 33.°

Ensayo de estabilidad

El estudio se realiz6 para ambas presentaciones por el método acelerado por 6
meses a 40 + 2 °C, y por vida de estante por un periodo de 12 meses a
temperatura ambiente de 30 + 2 ©C, durante el cual se cuantificé al cisplatino
segun las especificaciones de calidad descritas en la BP 2010. Para ello se utilizo la
cromatografia liquida de alta resolucion, método selectivo y especifico, el cual se
basa en la deteccidn del principio activo en presencia de sus productos de
degradacion.

Se utilizé un cromatégrafo marca KNAUER equipado con un detector
espectrofotométrico a longitud de onda de 220 nm y una columna amino Lichrosorb
de 10 pm, en dimensiones de 25 cm x 4,6 mm. La fase mévil empleada consistié en
una solucién de agua-acetonitrilo (10:90).

Para la determinacion de la concentraciéon de cisplatino en el producto terminado,
se prepararon tres soluciones:

1. Solucién de sustancia quimica de referencia de cisplatino a una concentracién de
0,1 % p/v en solucién al 0,9 % p/v de cloruro de sodio.

2. Solucién muestra a una concentracion de 0,1 % p/v en solucion al 0,9 % p/v de
cloruro de sodio.

3. Solucién de sustancia quimica de referencia de cisplatino 0,05 % y transplatino
0,005 % p/v en solucién al 0,9 % de cloruro de sodio.
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El volumen de inyeccidén en el cromatégrafo liquido fue 20 pL y la velocidad de

flujo, 1,5 mL/min

RESULTADOS

A los 3 meses del estudio de estabilidad de las dos variantes tecnolégicas en la que
en una se empled6 una soluciéon tampoén de acetato a pH 5,5 = 0,2 y en la otra no se
utilizé solucién tampdén, no hubo diferencias en los resultados fisicos y quimicos
obtenidos, por lo que se decidio realizar el escalado industrial con la segunda
formulacién, para los estudios de estabilidad acelerada y por vida de estante.

En las tablas 1 y 2 se muestra el control de calidad del cisplatino 10 mg y 50 mg,
soluciones inyectables, en el que se evaluaron las caracteristicas organolépticas, el
pH, la presencia de productos de degradacién, la esterilidad, la ausencia de
pirégenos y la concentracion del principio activo.

Las tablas 3 y 4 muestran los estudios de estabilidad del medicamento por el
método acelerado a 40 + 2 ©C, 75 % de humedad relativa, durante 6 meses.

En las tablas 5 y 6 se presentan los resultados del estudio de estabilidad fisico-
quimico por el método de vida de estante (30 = 2 ©C) durante 12 meses de

estudio.

Tabla 1. Resultados del analisis inicial de los escalados de acuerdo con los requerimientos
de la BP 2010

Indicadores

Caracteristicas
organaolépticas

Identificacian

pH
Tricloroplatinato
Transplating
Yaloracion (%)
Esterilidad
Pirdgenosil

Lotes de cisplatino 10 mqg

04001
Cumple

Cumple
Cumple

59
tid
nd
==
Cumple
Cumple

04002
Cumple

Cumple
Cumple

6,1
rid
nd
98,5
Cumple
Cumple

04003
Cumple

Curmple
Cumple

5,5
nid
nd
99,1
Cumple
Cumple

nd: no detectable,

Limites

Solucion clara e incolora amarillo palido

El cisplatino inhibe un maximo a 300 nm

El tiempo de retencion de la muestra
corresponde con el de la sustancia
quimica de referencia

Entre 3,5 y 6,5

Mo tmas de 4,5

Mo rmas de 2,0

Q0,0-105,0

Ausencia de microorganismas wviables
Solucion apirogenica

http://scielo.sld.cu

177



Revista Cubana de Farmacia. 2012;46(2):173-182

Tabla 2. Resultados del andlisis inicial de los escalados de acuerdo con los requerimientos
de la BP 2010

Lotes de cisplating 50 mg

Indicadares Limites
04001 04002 ntool

Caractepgt_n::ag Cumple Cumple Cumple Solucidn clara e incolora amarillo palido
arganolépticas

i, Cumple Cumple Cumple El cisplatino inhibe un maximo a 300 nm
dentificacian El tiempo de retencidn de la muestra

B Cumple Cumple Cumple corresponde con el de la sustancia

quirmica de referencia

pH 5,9 6,1 5,5 Entre 3,5 v 6,5
Tricloroplatinato rid nd rid Mo mas de 4,5
Transplating rid nid rid Mo mas de 2,0
Yaloracion (%) 99,4 Q3,7 99,6 20,0-105,0
Esterilidad Cumple Cumple Cumple Ausencia de microorganismos viables
Firdgenosil Cumple Cumple Cumple Salucian apirogenica

nd: no detectable.

Tabla 3. Resultados del estudio de estabilidad acelerada a la temperatura
de 40 £ 2 oC, 75 % de humedad relativa

Cisplating 10 mg solucian

Lote Tiempo Carau::teJrISt_icaS oH F‘deUEtDS. ;de Yaloracion
{meses) organolépticas degradacion Y

Inicial Cumple L9 nid 99,6 £ 0,20

04001 3 Cumple 5,9 i 93,2 £ 0,15

& Cumple gt rid 92,8 +£ 0,15

Inicial Cumple 6,1 Hid 02,6 £ 0,26

04002 3 Cumple G,4 i 92,2 £ 0,26

] Cumple L7 nd 93,0 £ 0,50

Inicial Cumple £,5 nd 09,1 £ 0,20

04003 3 cumple g5 rd 93,3 £ 0,25

] Cumple L7 rid 93,4 = 0,20

nd: no detectable.
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Tabla 4. Resultados del estudio de estabilidad acelerada a la temperatura

Lote (Trirgsguj

Inicial
04001 3
]

Inicial
o4002 3
]

Inicial
nosool 3
]

Cisplatino 50 mg solucion

Caracteristicas
arganolépticas

Cumple
Curmple
Cumple
cumple
Curmple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple

pH

4,9
4,2
4,3
4,4
4,3
4,3
4,9
4,2
4,3

fid: no detectable,

de 40 £ 2 0C, Y5 %% de humedad relativa

Productos de
degradacian

nd
nd
nd
i
nd
nd
nid
nd
nd

Yaloracidn

(%)

99,4

t

08,2 +

98,0
98,7
98,6
98,0
99,6
98,6
98,1

O H| B H| B B W

0,20
0,25
0,26
0,15
0,26
0,15
0,15
0,11
0,20

Tabla 5. Resultados del estudio de estabilidad fisico-quimico del medicamento por vida de
estante {30 £ 2 °C)

Cisplatino 10 mg solucidn

Lote Tiempo CaractEFISt_i:aS oH F'rl:uductl:IS_ fde Yaloracion
{meses) organolépticas degradacion (9%
Inicial Cumple 5,9 nid 09,6 £ 0,30
3 Cumple 5,5 nd 99,7 £ 0,37
04001 & Cumple E,6 nd 98,4 + 0,45
Q Cumple 5,8 nd 93,3 £ 0,32
1z Cumple 5,9 nd 97,3 £ 0,25
Cumple a,1 nid 98,6 £ 0,26
Cumple g6 rid 98,3 £ 0,20
o4002 =] Cumple 5,7 nid 07,6 £ 0,45
= Cumple 6,2 nd 97,3 £ 0,20
12 Cumple g8 hid 97,1 £ 0,30
] Cumple 5,5 nd 29,1 £ 0,20
Cumple L rid 92,9 +£ 0,17
04003 Cumple 5,8 nid 07,2 £ 0,15
Cumple 5,9 nid 97,2 £ 0,25
12 Cumple 57 nd 95,4 + 0,37
nd: no detectable,
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Tabla 6. Resultados del estudio de estabilidad fisico-quimico del medicamento por vida de
estante {30 £ 2 0C)

Lote (Trg;éj;}

Inicial
3
04001 &]
=]
12

Inicial
3
04002 &]
=]
1z

Inicial
3
05001 &]
=]
1z

Cisplatino B0 mg solucidn

Caracteristicas
arganolépticas

Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple
Cumple

rd: no detectable.

pH

4,9
4,3
4,4
4,3
4,4
4,4
4,3
4,4
4,3
4,4
5,5
5,5
5,8
5,9
5,7

Productos de
degradacian

nd
hid
hd
nd
nd
nd
hid
hd
nd
hid
nd
hid
hd
nd
hid

Yaloracidn
(%)
oo,4 + 0,20
23,5 £ 0,20
08,3 + 0,35
Q3,2 £ 0,20
07,7 + 0,37
03,7 £ 0,15
o3,4 £ 0,15
07,8 + 0,26
Q3,0 £ 0,30
97,6 £ 0,40
09,6 £ 0,15
o3,4 £ 0,15
08,2 + 0,11
Q7,2 £ 0,25
97,7 £ 0,30

Al inicio y final del estudio, la esterilidad de los 6 lotes de las formulaciones de

cisplatino 10 y 50 mg, cumplieron satisfactoriamente, ya que no se observo

desarrollo microbiano.

En el ensayo para determinar la presencia de pirégenos en el medicamento

inyectable, no se detectdé aumento de la temperatura en los animales en las tres
mediciones realizadas por cada lote y el promedio de estas no supero los limites
establecidos en la USP XXII.

Los lotes de cisplatino 10 y 50 mg solucién que se obtuvieron a escala piloto

cumplieron con las especificaciones de calidad de la USP 33 y USP XXIlI, y a los 12

meses las soluciones inyectables de los seis lotes en su envase primario resultaron

ser estériles y apirogénicas.

DISCUSION

Las soluciones de cisplatino en medio acuoso son inestables, y durante los ensayos
preliminares se pudo comprobar que la presencia de iones ClI" que aporta el cloruro
de sodio como isotonizante y el &cido clorhidrico para el ajuste del pH de la

solucion, permitié obtener una formulacion estable durante los 3 meses de estudio

http://scielo.sld.cu
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debido a la alta concentraciéon de este ion que mantiene el equilibrio del farmaco en
medio acuoso, por lo que se descarté la formulacién con soluciéon tampédn.

Estas observaciones estan de acuerdo con el mecanismo de descomposicién
hidrolitica reversible propuesto en la literatura.®

K
1 -
Cis[PE(NH ,)2C1,] + HOm———scis[PE(NH,) (H OICIT* + CI

ks

donde:

cis[Pt(NH3)»(H»> 0)CIT*, cis[Pt(NH3)»Cl,] y CI': concentraciones del farmaco
degradado, farmaco intacto y el ion cloruro.

Ki: constante de disociacion de la reaccion de primer orden de la reaccion directa.

K,: constante de disociacién inversa de la reacciéon de segundo orden.

Por lo tanto, basado en esto, se desarrollé la formulacién de la solucién inyectable
de cisplatino 1 mg/mL (tablas 1 y 2), lo que demuestra que el producto respondio a
los controles fisico-quimicos, biolégicos y microbioldgicos especificados en la BP
2010, USP XXIl y USP 33, respectivamente.

En el estudio de estabilidad acelerada a 40 = 2 °C y 75 % de humedad relativa
(tablas 3 y 4), no se manifiestan afectacion de la estabilidad de las formulaciones,
ya que no se produjo cambios apreciables en esta. No se observé disminucién en el
contenido del principio activo en mas de un 5,0 % en los lotes, igualmente no se
detectaron cambios en la coloracion que afectaran las caracteristicas
organolépticas, ni se observd la aparicién de productos de degradacion.

A los lotes 04001, 04002, 04003 (cisplatino 10 mg) y 04001, 04002, 05001
(cisplatino 50 mg) se les siguid el estudio de vida util, almacenados a temperatura
ambiente, 30 = 2 °C (tablas 5 y 6); la estabilidad de estos hasta los 12 meses de
fabricacion, muestran que los parametros de calidad se mantienen dentro de las
especificaciones establecidas para el producto.

Estos resultados hacen que se proponga como fecha de vencimiento para el
producto de 12 meses a temperatura ambiente para ambas dosis y presentaciones.

Los seis lotes se analizaron fisica, quimica, biolégica y microbiolégicamente a los 12
meses de almacenados a temperatura ambiente, y estos respondieron a las
exigencias de calidad que plantea la BP 2010, para ser utilizado en la terapia del
cancer para los cuales se desarrollaron ambos medicamentos.

Con todos lo resultados se confeccioné y entreg6 el expediente de registro al
CECMED, el cual fue aprobado por un periodo de validez de 12 meses bajo las
condiciones de almacenamiento propuestas.
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