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RESUMEN

Introduccioén: el incremento de la incidencia de las polineuropatias en Cuba a
principio de la década de los 90 del pasado siglo, hizo necesario la aplicacién de
medicamentos con propiedades antineuriticas, compuestos por vitaminas del grupo
B, que hasta el momento no existian en el pais por los altos precios a los que se
comercializan internacionalmente.

Objetivo: obtener una formulacién que en su composicién contenga una asociacion
de altas dosis de las vitaminas B;, Bs Y B1,, cuyos efectos positivos en el
tratamiento de las neuropatias ya son conocidos.

Métodos: se evaluaron integralmente ocho variantes diferentes de una formulaciéon
inyectable, con la presencia o no de etilendiaminotetraacético (EDTA) y alcohol
bencilico, y el proceso de liofilizacién incluido o no en su flujo productivo de acuerdo
con la propuesta de la tecnologia del fabricante.

Resultados: se selecciond la variante 8, la que cumple con los parametros
establecidos por la tecnologia del fabricante y el Centro para el Control Estatal de la
Calidad de los Medicamentos (CECMED). Se obtuvo un producto farmacéutico
inyectable, liofilizado de factura nacional llamado Compvit-B®, compuesto por

100 mg de B;, 100 mg de Bg y 5 000 ug de B;,, que cumple con las especificaciones
propuestas y que exigen los 6érganos regulatorios en la produccién de
medicamentos para uso humano.

Conclusiones: La variante seleccionada permitié desarrollar el producto
farmacéutico Compvit-B® que es un medicamento farmacolégicamente estable y de
calidad, y cuya licencia sanitaria para su generalizacion y produccion fue otorgada
por el CECMED.
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ABSTRACT

Introduction: at the beginning of the 1990 s, the increased incidence of
polyneuropathies in Cuba made it necessary to apply vitamin B group-derived drugs
with neuroprotective properties. this kind of drugs was infrequent in the country at
that time because of their high prices at the international market.

Objectives: to obtain a formulation containing a combination of high dose of
vitamins B, Bs and B;, which have known positive effects on the treatment of
neuropathies.

Methods: comprehensive assessment of eight different variants of injectable
formulation, with or without ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and benzyl
alcohol, and of the lyophilization process included in the flow of production or not,
in line with the technology suggested by the manufacturer.

Results: the variant number 8 was selected since it meets the set parameters
according to the manufacturer's technology and to the Center for the State Quality
Control of Drugs. A Cuban-made injectable and lyophilized pharmaceutical called
Compvit-B®, made up of 100 mg B;, 100 mg Bg and 5 000 pg B1,, was obtained. It
meets the established specifications and the requirements by the regulatory bodies
for the manufacture of drugs for human use.

Conclusions: the selected variant allowed developing the Compvit-B ©
pharmaceutical, which is a pharmacologically stable drug of quality, and the health
licensing for the general use and the production of this drug was granted by the
Center for the State Quality Control of Drugs (CEDMED)

Key words: vitamins B, Compvit-B®, By, Bg, B1s.

INTRODUCCION

La deficiencia de micronutrientes es un problema que afecta entre el 20 y el 30 %
de la poblacion mundial, especialmente a la de los paises subdesarrollados. Como
consecuencia de estas deficiencias se deterioran las capacidades fisicas y mentales,
la funcién inmune y se produce un aumento de la morbilidad y la mortalidad.® Las
vitaminas del complejo B participan como cofactores en importantes procesos
metabdlicos de las células nerviosas imprescindibles para su intenso metabolismo
energético, asi como para la sintesis de neurotransmisores y de la mielina. Es bien
conocido y demostrado que los estados carenciales de las vitaminas del grupo B,
traen consigo trastornos de diferentes tipos en el sistema nervioso central y
periférico.??

A principios de la década de los 90 se incrementd en Cuba la incidencia de casos de
pacientes con polineuropatias 6ptica y periférica, vinculadas a las deficiencias de las
vitaminas del grupo B originadas por los cambios dietéticos a los que se sometio6 la
poblacién durante el llamado "Periodo Especial”.* De acuerdo con los resultados de
los estudios realizados en pacientes enfermos con polineuritis en ese periodo, los
investigadores recomendaron la suplementaciéon alimentaria a los grupos de edad
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vulnerables, asi como el desarrollo de formulaciones multivitaminicas para la
terapia de estas afecciones.>’ Sin embargo, la importacién de medicamentos
vitaminados para el tratamiento de la polineuritis en los pacientes resulta
sumamente costoso a la economia nacional, por lo que fue necesario el disefio y
estudio de formulaciones compuestas por altas dosis de las vitaminas Bi, Bs y B1o
de factura nacional. La adecuada seleccion de las técnicas para el andlisis de las
muestras de los lotes y la evaluacién integral de la formulacién seleccionada,
formaron parte del trabajo realizado con el objetivo de obtener y desarrollar un
producto farmacéutico inyectable, liofilizado de factura nacional llamado Compvit-B,
compuesto por 100 mg de B;, 100 mg de Bg y 5 000 ug de B;, para ofertar a la
poblacién cubana y mejorar su calidad de vida.

METODOS

Se desarroll6 en la Planta de Produccion de Inyectables de la Empresa de
Produccion de Bioldgicos "Carlos J. Finlay". Se estudiaron las caracteristicas y
propiedades de las vitaminas seleccionadas como ingredientes farmacéuticamente
activos de la formulacion y la evaluaciéon de esta al incluir el
etilendiaminotetraacético de sodio (EDTA sédico) como agente quelante y el alcohol
bencilico en calidad de preservo, con el objetivo de obtener una formulacién con la
mayor estabilidad integral posible.

Se propusieron a estudio ocho variantes de una formulacidon basica compuesta por
100 mg de la vitamina B;, 100 mg de la vitamina Bg y 5 000 pg de la vitamina B,
las que se describen en el cuadro 1.

Cada variante descrita contiene 1 000 bulbos con el producto para el andlisis. La
calidad farmacéutica de los ingredientes de la formulacién aparece en el cuadro 2.

Cuadro 1. Yariantes de la formulacion basica propuesta con diferentes opciones en
cuanto a su composicion quimica v estado fisico

YWariante Formulacion Estado fisico
1 Bi+Bg+Biz+ EDOTA Liquido

P Bi+Bg+Biz+ ECTA Licfilizado

3 Bi+Bg+Byz + alcohol bencilico Liquido

e Bi+Bg+Bz + alcohol bencilico Licfilizado

g Bi+Bg+Biz+ EDTA + alcohol bencilico | Liquida

& Bi+Bg+Bqz+ EDTA + alcohol bencilico | Liofilizado

7 Bi+Bs+Byz Liquido

= Bi+Bg+EB= Liofilizado
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Cuadro 2. Calidad farmaceutica de los ingredientes de la formulacion

Ingredientes farmaceuticamente activos Calidad farmaceutica
Vitarmina B4 en forma de clorhidrato de BPp 278

tiamina

Vitamina Bg en forma de clorhidrato de Bp 278

piridoxina

VitaminaBiz en forma de cianocobalamina LUsSP 30°
Etilendiaminotetraacético (EDTA) sddico Calidad para analisis
Alcohol bencilico Calidad para analisis

En las variantes 1, 2, 5y 6, el EDTA sédico se empled en la proporciéon de
0,05 g/100 mL, y en las variantes 3, 4, 5y 6, el alcohol bencilico se aplicé en las
cantidades de 0,5 mL/100 mL de la formulacion basica.

Se diseflaron dos propuestas de flujos productivos:

1. Preparacion, lavado y esterilizacion de materiales, formulacion, llenado y
retapado.

2. Preparacion, lavado y esterilizacion de materiales, formulacioén, llenado,
liofilizacién y retapado.

El material de envase primario utilizado fue: bulbos de tuberia 6 R, Norma Din,
calidad hidrolitica 1, boca @ 20 mm, tapon de 20 mm para liofilizar de clorobutilo y
para no liofilizar de bromobutilo, (segin variante) y sello de aluminio anodizado con
opérculo @ de 20 mm.

A las muestras de los bulbos resultantes de cada variante se les realizé un estudio
de estabilidad acelerada a temperaturas de 45 + 2 °C durante 2 meses, con una
frecuencia de muestreo de 5 dias, se evaluaron las caracteristicas organolépticas
del producto y la identificacion de las vitaminas mediante la aplicaciéon de la
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR). También se chequearon los valores
de pH a las variantes estudiadas.

Cromatografia: los equipos empleados fueron un cromatoégrafo marca Hitachi;
columna Lichospher 100 RP 18, 250 a 254 mm (5 um); jeringuilla Hamilton de
50 yL para la inyeccion de las muestras.

Soluciones: la solucién utilizada para la vitamina B, fue de 0,3 moles/L de
dihidrégeno fosfato de potasio-agua-acetonitrilo en proporciéon (65, 20, 15)

a 260 nm, v/v, y durante el andlisis de las vitaminas B; y Bg se emple6é una mezcla
ternaria (30; 69,5; 0,5) de agua, acido ortofosférico 0,1 My 5 um de
hexanosulfonato de sodio, a 270 nm. Como referencia de emplearon patrones de
cada vitamina. Los resultados de los cromatogramas se compararon y se tuvieron
en cuenta los tiempos de retencion de las vitaminas analizadas, altura del pico
obtenido en los graficos, area bajo la curva y la presencia o no de productos
degradados.
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Caracteristicas organolépticas: se evaluo el olor, color, transparencia, presencia de
precipitado, en las variantes liquidas y en las variantes liofilizadas se tuvo en
cuenta el color, la textura de la tableta y la velocidad de reconstitucion.

Analisis de pH: se controlaron los valores de pH de las muestras de las variantes
estudiadas.

Se formularon tres lotes experimentales correspondientes a la variante
seleccionada y se tomaron muestras, las cuales fueron analizadas por CLAR; se
evaluaron sus caracteristicas organolépticas, el pH y se realizaron los estudios
microbioldgicos.

A partir de los resultados, se incorpor6 la técnica de la espectrofotometria
ultravioleta de derivadas de primer orden para identificar la vitamina Bi..

Espectrofotometria: los equipos empleados fueron una bomba de gradiente en
modo isocratico L-6000 Merck, Hitachi; un detector UV-Vis L-4250 Merck, Hitachi;
un inyector Rheodyne 7125 con volumen de inyeccién de 20 puL y un
espectrofotometro UV-Vis Pharmacia LKB Biochrom 4060.

Soluciones: se emple6 agua para inyeccion.

Registro: se registraron los espectros de absorcion de la vitamina B;, (sustancia de
referencia 0,03 mg/mL) y de la mezcla de vitaminas B;-Bg sustancias de referencia
de 0,6 mg/mL, respectivamente. Se seleccion6 como longitud de onda de trabajo
aquella para la cual la amplitud de la sefial de la primera derivada para el espectro
de la mezcla B;-Bg tomoé valor cero y la del espectro de vitamina B, no.

Se validaron las técnicas analiticas seleccionadas,’® y se determinaron las
especificaciones del producto terminado.

RESULTADOS

La variante seleccionada fue la No. 8. Se le denominé Compvit-B y esta compuesta
por 100 mg de vitamina B;, 100 mg de vitamina Bg y 5 000 pg de vitamina By, y
sus especificaciones de calidad, segun fabricante se observan en el cuadro 3.

Estabilidad y caracteristicas organolépticas

Variantes 1, 3, 5y 7 (producto liquido). Se obtuvieron bulbos con una solucién
acuosa de color rojo purpura intenso, con olor caracteristico y sin presencia de
precipitado. A los 10 dias los estudios de estabilidad acelerada mostraron ligeros
cambios de color, especialmente en las variantes 1 y 5, por lo que fueron
eliminadas.

Variantes 2, 4, 6 y 8 (producto liofilizado). Las variantes 2 y 6 mostraron un 80 %
de tabletas deformadas, por lo que fueron eliminadas.

Andlisis del pH. No se detectaron cambios significativos en los valores de pH en
ninguna de las variantes estudiadas.
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Cromatografia

Se analizaron las variantes 3, 4 y 8 de las cuales se obtuvieron cromatogramas, en
los que se observaron los picos correspondientes a las vitaminas B; y Beg,
detectadas aproximadamente a la longitud de onda de 245 y 290 nm y con tiempos
de retencién de 3 y 7 min respectivamente. La vitamina B, no eluyé en el sistema
cromatografico descrito, por lo que se recurrié a la espectrofotometria ultravioleta
de derivada de primer orden.

En las variantes 3 y 4 se observaron picos correspondientes a productos de
degradacion del alcohol bencilico con tiempos de retenciéon de 1 a 2,5 min.

Cuadro 3. Especificaciones de calidad del producto terminado con la variante 8,
segun fabricante

Ensayos Limites
Caracteristicas organolépticas
Apariencia: liofilizado Masa seca y porosa
Reconstituido Solucion transparente, libre de particulas
Caolor: liofilizado Fosado
Reconstituido Rojo intenso
Clar: liofilizado Caracteristico a vitaminas
Reconstituida Caracteristica a vitaminas
pH Ce 3,0-5,0
Humedad Mo mayor que 3,0 %
Identificacion v cuantificacion de las De 85,0-115,0 9%
witaminas By v Bg por CLAR De 85,0-115,0 mg/bhbo
Identificacion v cuantificacion de la De 90-115 %
vitamina Byp por espectrofotometria LY De 4 500-5 750 pg
Esterilidad Ausencia de microorganismaos viables

Espectrofotometria

En la figura se observa el espectro de la vitamina B;> (sustancia de referencia) a
una concentracion de 0,03 mg/mL, ademas de la derivada de primer orden del
espectro de esta vitamina a la misma concentracion. También se describe la
derivada de primer orden del espectro de la mezcla de las vitaminas B;-Bg a una
concentracion de 1,2 mg/mL de cada una, en la que se muestra que las longitudes
de onda a las cuales la primera derivada de la mezcla de vitaminas B;-Bg tomé
valores cero (212, 218, 220, 230, 235, 236, 240, 242, 255, 260, 366, 373y
378 nm), mientras que la derivada de primer orden de la vitamina B;, no tomo
valor cero a ninguna de estas longitudes de onda. Se seleccioné 378 nm para la
determinacion de vitamina Bi», ya que este valor se encontraba en la zona de
menor ruido desde el punto de vista del espectro.
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Fig. Espectro de la vitamina B, . {sustancia de referencia) a una
concentracidn de 0,02 mg/mbL; B: Derivada de primer orden del
espectro dela vitamina B, a una concentracion de 0,03 mg/mL, ¥
C: Derivada de primer orden del espectro de la mezcla de las vita-
minas B1-B6, a una concentracidn de 1,2 mg/mL de cada una,

Estudios microbioldgicos

Se realizaron los ensayos microbiolégicos de acuerdo con lo descrito en la USP 30,
en los que no se detecto6 la presencia de microorganismos.

DISCUSION

La importancia de las vitaminas B;, Bg y B,y su conexién metabdlica se
encuentra descrito por numerosos autores,?*”'*1° asi como sus efectos
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terapéuticos ante muchos desdrdenes neurolégicos, entre los que se encuentran las
polineuropatias de todo tipo,*®*® enfermedades neurodegenerativas como el
alzhéimer,*®?* y otros trastornos del sistema nervioso®*?® lo que justifica la
propuesta de una formulacién con los componentes farmacéuticos descritos.?* Es
conocido que la preparaciéon de formulaciones en las que se encuentren vitaminas
del grupo B hay que tener presente las reacciones quimicas que ocurren,
especialmente en un medio acuoso, en las que el agua participa como un reactivo.
En el caso de las vitaminas B1, Bs y B1o, la cianocobalamina es degradada
lentamente por el clorhidrato de tiamina, especialmente en medio acuoso, lo cual
se minimiza en las formas farmacéuticas sdélidas como las tabletas y los productos
liofilizados.?® Esto explica el cambio de color experimentado en las variantes en
forma liquida. También la cianocobalamina es afectada cuando se encuentra en
medio liquido en presencia de otras vitaminas del grupo B y los valores de pH son
mayores que 5.%°

A fin de minimizar estas interacciones quimicas se emplean sustancias con funcion
antioxidante, agentes quelantes como el EDTA o preservos como el alcohol
bencilico, que reducen las reacciones de oxidacion, interaccion con metales
pesados, o protegen el producto de la incidencia de la luz y otros factores.?® Sin
embargo, la inclusion del EDTA puede ocasionar cambios en el proceso de
liofilizacién en alguna de sus etapas, lo que justifica la presencia de tabletas
deformadas en las variantes liofilizadas que lo contenian. La vitamina Bg es
relativamente estable en formulaciones sélidas o tabletas. Los tiempos de elucién
obtenidos en los casos de las vitaminas B; y Bg se corresponden con los reportados
por algunos autores que emplean sistemas cromatograficos similares.?”?® Las
mejores opciones para la produccién de poli farmacos inyectables de diferentes
tipos de vitaminas es el uso de las jeringas de doble canal o el uso de la
liofilizacion, que permite obtener un producto seco y estable, con la composiciéon de
sus principios activos integros y que es capaz de extender el tiempo de vida util del
medicamento.? De las variantes probadas la No. 8 result6 ser la de mayor
estabilidad quimica con la ventaja adicional de una menor complejidad para el
andlisis de las vitaminas mediante las técnicas analiticas descritas por no tener
aditivos.

En la actualidad la deteccidon simultanea de vitaminas en un polifarmaco se realiza
por diferentes técnicas, a partir de la complejidad que representa el gran tamafno
de las moléculas de cianocobalamina y el posible solapamiento de los espectros de
absorcion de estas tres vitaminas en un rango comun de valores de longitud de
onda.?®?? La inclusion de la espectrofotometria de derivadas de primer orden
responde a que en el sistema cromatografico descrito las cantidades de
cianocobalamina contenidas en la formulacion no se identificaban adecuadamente,
ya que en este caso las concentraciones de las vitaminas B; y Bg son muy elevadas
y se produce una zona de mucho ruido que coincide con la zona de longitud de
onda empleada por Morelli.*°

La formulaciéon desarrollada al cumplir con las especificaciones de producto
terminado, establecidas por el productor y el CECMED, se encuentra en produccion
y comercializacion por la Industria Farmacéutica cubana en cantidades crecientes
de acuerdo con la demanda de la poblacién y su nombre comercial es Compvit-B®.
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