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RESUMEN

Objetivo: desarrollar una nueva formulacién del inyectable en solucién heparina sédica 5.000 Ul/mL

Meétodos: se ensayaron tres variantes de formulaciones y fueron preparados, de cada una, tres lotes a
escala de laboratorio. Se realiz6 el escalado a tres lotes pilotos con la comprobacién de la estabilidad
durante 12 meses de vida de estante y 6 meses acelerados

Resultados: la formulacién compuesta por heparina sodica (5.000 UI/mL), clorobutanol como preservo,
dos tampones (fosfato de sodio monobasico/fosfato de sodio dibasico) y agua para inyeccion, como
vehiculo; en bulbos 6R, transparentes e incoloros, cumplié con los requisitos de calidad. La potencia
biolégica y el control del pH resultaron estables en los tres lotes preparados a escala de laboratorio

Conclusiones: los resultados obtenidos en estos altimos demostraron la factibilidad del desarrollo tecno-

l16gico de este medicamento, cumpliendo con las caracteristicas de calidad de los inyectables.

Palabras clave: heparina sédica; inyectable; desarrollo.

ABSTRACT
Objective: Developing a new formulation of heparin sodium injection in solution of 5.000 IU/mL.

Methods: Three variants of formulations were tested and three batches were prepared at laboratory
scale. Three pilot batches were also scaled up with stability checking for 12 months of shelf life and 6
months accelerated.

Results: The formulation composed of heparin sodium (5.000 IU/mL), chlorobutanol as preserve, two
buffers (monobasic sodium phosphate/dibasic sodium phosphate) and water for injection, as a vehicle;
6R bulbs, transparent and colorless, met the quality requirements. Biological potency and pH control
were stable in the three batches prepared at laboratory scale.

Conclusions: The results obtained in the latter demonstrated the feasibility of the technological develop-
ment of this medicine, fulfilling the quality characteristics of the injectables.

Keywords: sodium heparin; injectable; development
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INTRODUCCION

La heparina, del griego “hepar” (higado) fue descubierta en
1916M. Este compuesto, es considerado un antitromboti-
co®¥ que acttia por accién indirecta mediante la inhibicion
de varios factores de la cascada de coagulacion®®. Ejerce su
mecanismo de accién anticoagulante, como catalizador, al
potenciar la actividad inhibitoria de la antitrombina y otros
inhibidores de proteasas de serina®. Es administrado en la
fase aguda del tratamiento del tromboembolismo venoso?,
en la prevencion y el tratamiento de la trombosis® (venosa
profunda y embolismo pulmonar), en intervenciones qui-
rargicas?, en la hemodialisis para prevenir la coagulacion
y otros procedimientos®.

El tratamiento del tromboembolismo venoso se realiza con
la aplicacion de heparina por via subcutdnea o mediante
bolo intravenoso (con una dosis de carga) seguido de per-
fusién intravenosa continua. Para el embolismo pulmonar

se administra por via intravenosa®.

Proveniente del uso de este medicamento se han presenta-
do algunas complicaciones como trombocitopenia®, hema-
tomas y hemorragia en el lugar de la cirugia®.

La heparina es un grupo heterogéneo denominado muco-
polisacaridos sulfatados®® con pesos moleculares entre
6000 y 20000 Da™. Se obtiene a partir de tejidos de mami-
feros como la mucosa intestinal de los cerdos, bovinos u

ovejas; y de los pulmones del ganado®'?.

En diferentes paises se comercializa el medicamento con las
marcas Lipo-Hepin®, Liquaemin® y Panheparin®®. En
Cubea, los Laboratorios Liorad, de la Empresa Laboratorios
AICA, como titular del Registro Médico Sanitario, elabora y
distribuye una solucién para inyeccién, para uso exclusivo
de hospital, con el nombre heparina sédica 5.000 UI/mL.

Durante los estudios de estabilidad realizados a varios lo-
tes, con la formulacion inscrita, a partir de los seis meses en
vida de estante se observé una disminucién de valores de
pH hacia el limite inferior de la especificacién (5,5), identi-
ficindose como una inestabilidad quimica. En este trabajo
se estableci6 como objetivo desarrollar una nueva formula-
cién del producto heparina sédica 5.000 UI/mL,que man-
tenga los valores de pH en el rango especificado del pro-
ducto (5,5-8,0)1? a la vez que cumpla con los pardmetros
de potencia del Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) y el

resto de requisitos para cualquier inyectable.
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MATERIAL Y METODOS
Evaluacion retrospectiva del comportamiento del producto.

En este trabajo, se efectudé un andlisis documental de los re-
gistros correspondientes a los procesos tecnolégicos de los
lotes de heparina sddica (a partir de 2.015, 22 lotes). Ade-
mas de la verificacion de proveedores del IFA empleado
en la manufactura de estos y los valores de pH final de las
formulaciones.

Estudios de la formulacion vigente

Se ejecut6 un estudio de maxima estabilidad de pH durante
45 dias, con la formulacién vigente; en el que se elaboraron
seis preparaciones con ajuste del pH en intervalos de 0,5
unidades dentro del rango de valores establecido por espe-
cificaciéon (5,5-6,0-6,5-7,0-7,5-8,0).

Debido a que la estructura quimica de la heparina sédica
puede ser afectada con la temperatura, se estudi6 la for-
mulacién mediante dos variantes®. La variante A, entre 15
°Cy 25°C (20 °C) y la B a 30 °C, comprobando ademas, el
efecto de la temperatura en los valores de pH®™.

La influencia de cada componente de la férmula sobre el
pH (5,5-8,0) se evalué en otro estudio. Fueron preparadas
cuatro soluciones, y cada ingrediente empleado estuvo en
correspondencia con la cantidad declarada en el producto
terminado: A- heparina s6dica disuelta en agua, B- solu-
cion A con adicién de cloruro de sodio, C- solucién A con
adicién de clorobutanol y D- solucién A agregandole me-
tabisulfito de sodio. En todas se comprob¢ el pH final de
la preparacion y el comportamiento de este atributo en los
intervalos de tiempo: 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Un andlisis ex-
tendido a 7, 14, 21, 28, 45 y 90 dias complemento6 el estudio.
Las muestras se almacenaron a temperaturas de 30 +2 °Cy
humedad relativa de 70 £ 5 %.

Analisis del IFA Heparina sodica

Los ensayos al IFA se verificaron segtin las especificaciones
y limites de aceptacién de la Farmacopea Britanica (BF, por
sus siglas en inglés) 2015. Los ensayos fisico-quimicos rea-
lizados fueron: caracteristicas y solubilidad, identificacion,
apariencia de la solucién, pérdida por desecaciéon, metales
pesados, impurezas proteicas y nucleotidicas, pH, conteni-
do de sodio, cenizas sulfatadas y contenido de nitrégeno.
Los ensayos microbioldgicos estudiados fueron: esterili-
dad, endotoxinas bacterianas, carga microbiana y la valo-
racién del IFA.
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Elaboracion de la formulacién de heparina s6dica 5.000
UI/mL

Etapa de preformulacion

En el estudio de preformulacién fueron consultadas varias
presentaciones de diferentes fabricantes. Entre los compo-
nentes de uso comun de estas formulaciones estuvieron los
agentes conservantes como el alcohol bencilico®'*!”) (con-
centracion < 2 % v/v®) y los parabenos? (metilpara-
beno: 0,18 % w/v y propilparabeno: 0,02 % w/v®). Para

Tabla 1: Variantes de formulacion.

Desarrollo tecnolégico del inyectable heparina s6dica 5.000 UI/ mL en solucién

garantizar la isotonicidad se utilizé el cloruro de sodio®®
(£0,9 % w/v1®) y como vehiculo de uso general, el agua
para inyeccién. De esta revision fueron seleccionadas dos
variantes a estudiar y una tercera (Tabla 1) en la que fue-
ron empleados otros excipientes como el clorobutanol (pre-
servo antimicrobiano en concentraciéon < 0,5 % w/v(®), el
fosfato de sodio monobasico y el fosfato de sodio dibasico
(2,23 % w/v1) como reguladores de pH y para obtener un
producto terminado isoosmético.

Variantes
Componentes Funcion Rango de uso
Heparina sédica X X X IFA® (5000 UI/mL)
Cloruro de sodio X X Isotonizante <09 % w/v
Alcohol bencilico X Preservo <2%v/v
Metilparabeno X Preservo 0,18 % w/v
Propilparabeno X Preservo 0,02 % w/v
Clorobutanol X Preservo <05 % w/v
Fosfato de sodio dibésico X Tampon 2,23 % w/v
Fosfato de sodio monobaésico X Tampoén 2,23 % w/v
Agua para inyeccion X X X Vehiculo c.s.p.

Ingrediente Farmacéutico Activo, *c.s.p. Cantidad suficiente para.

La concentracién de agentes reguladores de pH a emplear
en la variante tres fue calculada segtn se describe en el epi-
grafe “calculos de pH y soluciones amortiguadoras”®) de
la Farmacopea de los Estados Unidos (USP, por sus siglas
en inglés). Con la finalidad de garantizar un pH en el rango
de especificacion del producto terminado y un aporte a la
isoosmoticidad de la solucion, esta tiltima fue comprobada
comparando con una solucién de cloruro de sodio 0,9 %.

Lotes a escala de Laboratorio

En la determinacién de endotoxinas bacterianas fue aplica-
do el método de Lisado de Amebocitos del Limulus (LAL)
en su variante cromogénica cinética. La curva estandar fue
obtenida con el empleo de agua reactivo LAL como blanco
a partir de soluciones de concentracién 0,005; 0,05; 0,5; 5,0
y 50,0 UE/mL. La maxima dilucién vélida (MDV), fue esti-
mada y determinada mediante el test de interferencias con
varias diluciones del producto a las que se marc6 con una
concentracion de endotoxinas de 4 A y una serie de dilucio-
nes no marcadas de lotes en estudio (sin diluir, 1:10, 1:100
y 1:1000). La dilucién de trabajo seleccionada fue determi-

nada y validada.
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El método de filtracién por membrana fue el aplicado en el
ensayo de esterilidad. Para definir el volumen de lavado a
emplear fue necesario comprobar la actividad bactericida y
fungicida del producto para lo cual se emplearon las cepas
certificadas Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus au-
reus ATCC 6538, Candida albicans ATCC 10231 y Aspergillus
niger ATCC 16404. En la valoracién biolégica se determiné
la actividad anticoagulante de la heparina in vitro, median-
te la comparacion de su capacidad en condiciones dadas
para retrasar la coagulacién de plasma citratado recalcifica-
do de ovejas, con la misma capacidad de una preparacion
de referencia de la heparina calibrada en unidades interna-
cionales. La estandarizacion se efectud con la evaluacion de
la linealidad, exactitud, precisién y especificidad.

Otros atributos de calidad (caracteristicas organolépticas,
identificacién, acidez o alcalinidad, particulas visibles, par-
ticulas en inyectables y evaluacién de la eficacia antimicro-
biana) fueron evaluados segtn lo descrito en la BP 2015.

En los tres lotes de laboratorio se evaluaron los requisitos
de calidad en el tiempo inicial luego de su elaboracién, se-
gun farmacopea. La estabilidad en vida estante se valoro
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mediante el comportamiento de las caracteristicas organo-
lépticas, particulas visibles, pH y potencia biolégica. La fre-
cuencia planificada para el estudio fue: 0, 7, 14, 21, 28, 60,
90 y 120 dias.

Escalado a lotes piloto

Para el escalado, se elaboraron tres lotes pilotos en la planta
de producciéon que fueron sometidos a control de calidad
recién elaborados y a estudios de estabilidad acelerados (6
meses) y vida de estante (24 meses). Los resultados positi-
vos de estos estudios permitieron presentar el registro sani-
tario a la entidad regulatoria.

Lotes industriales

Una vez otorgado el Registro Sanitario de Medicamen-
tos se realizaron las transferencias tecnoldgica y analitica
a la planta de produccién y laboratorios de control de la
calidad, respetivamente. Se fabricaron tres lotes a escala
industrial con los correspondientes controles de calidad y
fue establecido un protocolo para realizar los estudios de
estabilidad.

RESULTADOS

El cambio de proveedores del IFA (Hebei Changshan,China
y Gland Pharma, India) no influyé en la preparacion de la
formulacién con la que se elaboraron tres lotes.

Al evaluar los resultados del ensayo de acidez o alcalinidad
se observé que, en el proceso de elaboracién, el valor de pH
final fue ajustado a 7,0.

El estudio de méxima estabilidad de pH se muestra en la
Figura 1.
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Figura 1: Estudio de méaxima estabilidad de pH.
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En la Figura 2 se puede observar que la temperatura en la
formulacién no afecté el pH de la formulacion.
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Figura 2: Influencia de la temperatura en el pH de la formulacion.

Al evaluar la influencia de cada componente de la formula-
cién sobre el pH se dedujo que el excipiente metabisulfito
de sodio afectd este atributo de calidad.

En la Figura 3 se graficaron los valores de pH medidos en

el tiempo, de las tres variantes de formulaciéon ensayadas.
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Figura 3: Variantes de formulacién.

Los tres lotes, desarrollados en la etapa de laboratorio con
la formulacién seleccionada (variante tres), resultaron en
soluciones incoloras, libres de turbidez, particulas visibles

y sin sedimentacion. Los otros resultados se muestran en

la Tabla 2.
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Tabla 2: Control de calidad de los lotes a escala de laboratorio.

Ensayos / Lotes 1 2 3
Acidez o alcalinidad (5,5-8,0) (uso de tampones) 6,90 6,88 6,90
Volumen (mL) (No menor de 5,3 mL) 5,4 53 5,4
Potencia en valores relativos, 90-111% 100,6 % 99,8 % 101,1 %
(Potencia en valores absolutos,Ul/mL) (5.032,1) (4.991,7) (5.052,7)
Potencia
otenc 100,1 % -101,1 . . | 1004 % -101,7
Biolégica Limite fiduciales valores relativos (P= 0,95, 80-125%) % ?:§6f 3__100’4 o %
(Limite fiducial valores absolutos, Ul/mL) (5.007,4- 5 (')19 é) (5.018,4-
5.056,9) T 5.087,1)
Conteo de 210 pum (< 6.000) 3 3 3
particulas > 25 pm(< 600) 1 1 1
Endotoxinas bacterianas (No mayor que 10 UE/mL) 0,3 0,4 0,3

En cuanto a la estandarizacion de las técnicas analiticas, se  El estudio de estabilidad vida estante revel6 que las carac-

defini6 y validé para la determinacién de endotoxinas bac-  teristicas organolépticas de los tres lotes de la variante tres
terianas como dilucién de trabajo 1/100. El ensayo de este-  a escala de laboratorio, asi como la ausencia de particulas
rilidad permitié corroborar que el producto en evaluacién  visibles, los resultados de la potencia biolégica y el pH se
no present6 efecto bacteriostatico ni fungistatico, El ensayo = mantuvieron dentro de los limites establecidos en el tiempo
biolégico de valoracion, resulté lineal, exacto, preciso y es-  estudiado (Tablas 3 y 4).

pecifico para su aplicacion®?.

Tabla 3: Valores de pH a diferentes intervalos de tiempo (lotes a escala de laboratorio).

1 6,90 6,89 6,88 6,90 6,88 6,86 6,88 6,87 6,87 6,88 6,87
2 6,88 6,90 6,88 6,89 6,90 6,87 6,87 6,89 6,88 6,87 6,87
3 6,90 6,89 6,87 6,87 6,89 6,86 6,87 6,87 6,89 6,87 6,88

Tabla 4: Resultado de potencia bioldgica de los lotes a escala de laboratorio.

Parametros

Potencia en valores relativos, 90-111%
(Potencia en valores absolutos,Ul/mL)

(Limite fiducial valores absolutos, Ul/mL)

Limite fiduciales valores relativos (P= 0,95, 80-125%)

Tiempo

Inicial

100,6 98,1

(5.032,1) (4.906,7)
100,1-101,1 97,0-99,2
(5.007,4-5.056,9) (4.851,9-4.962,2)
99,8 98,1

(4.991,7) (4.906,0)
99,3-100,4 97,0-99,2

(4.964,3-5.019,3)

(4.851,9-4.962,2)

101,0

(5.052,7)
100,4-101,7
(5.018,4-5.087,1)

100,0
(5.000,0)
99,3-100,7
(4.963,0-5.037,2)

Ars Pharm. 2020; 61(2): 127-133
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Los resultados obtenidos de potencia biolégica en el estu-
dio de estabilidad acelerada (6 meses) y vida estante (24

meses) se muestran en las Figuras 4 y 5.
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Figura 4: Resultados de potencia bioldgica (estudio acelerado).
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Figura 5: Resultados de potencia biolégica (vida estante).
DISCUSION

La procedencia del IFA no afect6 la estabilidad del pH, en
todos los lotes evaluados, los resultados fueron similares,

En los 22 lotes de productos, fabricados de acuerdo a la
formulacién vigente, disminuyé el pH (pH= 5,6-6,8) con
respecto al punto inicial, pero dentro de los limites espe-
cificados (5,5-8,0). Estos resultados sugirieron evaluar la
formulacién existente.

Para el estudio de pH que se aprecia en la Figura 1 los valo-
res de este parametro disminuyeron en el tiempo, indepen-
diente del valor de ajuste inicial.

Independiente de la temperatura (20 6 30°C) empleada en
las formulaciones estudiadas, se obtuvo un comportamien-
to similar en el tiempo para ambas temperaturas (Figura 2).

En la evaluacién a la formula vigente, el metabisulfito de
sodio, produjo una variacién de 1,7 unidades de pH, du-
rante el tiempo estudiado. Los otros componentes de la for-
mula solo causaron una variacién méxima de 0,7 unidades.
Esto conllevé a reformular el producto y prescindir del me-
tabisulfito de sodio, con ello se mantuvo la estabilidad del
medicamento, especialmente su pH, sin presentarse inesta-
bilidad quimica observable.
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Alos tres meses de estudio con las diferentes formulaciones,
la variante uno tuvo desviacién del pH en 1,2 unidades, la
variante dos, en 0,4 unidades y la tres mostré cambios infe-
riores a 0,1 unidades de pH. Al evaluar la isotonicidad de
esta dltima, a tres niveles de concentracién de los agentes
reguladores de pH, se asegurd la seleccion de una concen-
tracion que garantizé niveles de mOsmol en la formulacion

final equivalentes a una solucién de cloruro de sodio 0,9%.

La variante tres fue escalada a nivel de laboratorio y los
puntos criticos del proceso tecnolégico fueron definidos
(incorporacioén lenta de los buferes, adicién de clorobuta-
nol, y adicién de heparina sédica, disolucién mediante agi-
tacion constante de cada uno de los solutos durante 20 mi-
nutos). El proceso se llevé a cabo mediante procesamiento
aséptico, con una filtracién esterilizante al final.

Los resultados (Tabla 2) del control de calidad fisico-qui-
mico y microbiolégico de los lotes a escala de laboratorio,
recién elaborados, cumplieron con las especificaciones de
calidad establecidas; y demostraron la factibilidad de la tec-
nologia propuesta para elaborar una formulacion parente-

ral estéril en solucién acuosa de este producto.

La dilucion de trabajo para determinacion de endotoxinas
bacterianas fue escogida al no mostrar interferencias con
el método de ensayo. Con los resultados obtenidos en el
ensayo de esterilidad no fue necesario definir un volumen
de lavado.

El estudio de estabilidad acelerada mostré valores de pH
dentro de los limites establecidos (4 meses) con baja varia-
cion en los tres lotes (ApH < 0,1).

Por los resultados obtenidos a escala de laboratorio con la
formulacién tres, resulté factible escalar a lotes pilotos esta
variante. El estudio de estabilidad, permitié establecer el
periodo de validez y las condiciones de almacenamiento
del producto en el envase propuesto para su comercializa-
cion. Los lotes recién elaborados, cumplieron con los cri-

terios de calidad establecidos para el producto terminado.

Los valores de pH obtenidos durante el estudio de estabi-
lidad, vida estante y acelerado con el empleo de fosfato de
sodio monobasico/fosfato de sodio dibasico permitieron
comprobar que en los tres lotes no se aprecié disminucién
de los valores de pH, ni presencia de productos coloreados
o precipitados, ni pérdida o disminuciéon de la actividad
anticoagulante. En este tltimo pardmetro, la variacién fue
inferior al 5 %, respecto al momento inicial.

Posterior a la inscripciéon de la variante tres, en la Autori-
dad reguladora de medicamentos nacional (Centro para el
Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos

Ars Pharm. 2020; 61(2): 127-133



Meédicos), se llevé a nivel industrial la nueva formulacién
inyectable.

CONCLUSIONES

Los lotes fabricados a nivel industrial, recién elaborados
cumplieron los controles de calidad para su liberacién y
comercializacion. La factibilidad del desarrollo tecnolégi-
co del inyectable heparina sédica 5.000 Ul/mL en solucién
con la formulacién seleccionada (variante tres) quedé de-
mostrada con el cumplimiento de las especificaciones de
calidad. El producto terminado cumple con los valores de
pH establecidos por especificaciéon. La estabilidad de este
altimo pardmetro quedod resuelta con la nueva formula-
cién. Se logré un inyectable con estabilidad fisica, quimica
y microbiolégica al lograr un producto trasparente, con la
potencia correcta, estéril y apirogénico. Las condiciones de
trabajo y preparacion de los lotes garantizaron un estricto
cumplimiento de las Buenas Précticas de Fabricacion esta-

blecidas para la produccién de inyectables.
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