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Resumen

Introduccion: Aunque se ha utilizado por via oral, la variabilidad en
su absorcidn y el riesgo de que se produzcan vomitos, ha impulsado
la utilizacion intravenosa de busulfan. En el presente trabajo se es-
tudiara la estabilidad de 60 mg de busulfan, en volimenes fijos de
250 ml (0,24 mg/ml) y 500 ml (0,12 mg/ml) de suero fisiolégico y di-
ferentes condiciones de conservacion, en un nuevo envase de plésti-
co, de lamina construida de poliolefina/poliamida.

Material y métodos: Se empled la cromatografia liquida de alta efi-
cacia con deteccion ultravioleta para determinar las concentraciones
de busulfan derivatizado con dietilditiocarbamatotrihidrato sddico.
La estabilidad se evaluo, para ambas concentraciones, tanto en neve-
ra como a temperatura ambiente, mediante el ty; de cada ensayo.
Resultados: El porcentaje de concentracion remanente de busulfan
a las 24 h siempre fue inferior al 90%. A 25 °C y concentracion de
0,24 mg/ml el tyg fue de 8,4 h; a 4 °Cy concentracion de 0,24 mg/ml
fue de 16,7 h; a 25 °Cy concentracion de 0,12 mg/ml fue de 12 h, y
a 4 °Cy concentracion de 0,12 mg/ml fue de 11,5 h.

Conclusiones: El presente estudio demuestra que el busulfan a una
concentracion de 0,24 mg/ml en suero fisiologico sera estable en las
bolsas ensayadas durante un periodo de almacenamiento de 12 h en
nevera mas las 2 h de administracion del farmaco.

Palabras clave: Estabilidad del farmaco. Busulfan. Cromatografia. Liquido de
alta presion. Intravenoso.

Stability in serum of intravenous busulfan
in a polyolefin pack

Introduction: Although it has been used orally, the variability in its ab-
sorption and the risk of causing vomiting has lead to a push towards
the intravenous use of bulsulfan. This study looks at the stability of
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60 mg of busulfan, in fixed volumes of 250 mL (0.24 mg/mL) and
500 mL (0.12 mg/mL) of serum and different conservation conditions,
in a new plastic pack made from polyolefin/polyamide laminates.
Material and methods: High-efficiency liquid chromatography with
ultraviolet detection was used to determine the concentration of bu-
sulfan derivate with sodium diethyldithiocarbamatetrihydrate. Stabi-
lity was assessed for both concentrations; refrigerated and at room
temperature, using the tqq of each sample.

Results: The percentage of the remaining busulfan concentration at
24 h was always less than 90%. At 25 °C and 0.24 mg/mL concentra-
tion, the tyy was 8.4 h; at 4 °C and a concentration of 0.24 mg/mL it
was 16.7 h; at 25 °C and a concentration of 0.12 mg/mL it was 12 h
and at 4 °C and a concentration of 0.12 mg/mL it was 11.5 h.
Conclusions: This study show that busulfan in a concentration of
0.24 mg/mL in serum is stable in the bags tested during a refrigera-
ted storage period of 12 h plus two additional hours of administra-
tion of the drug.

Key words: Drug stability. Busulfan. Chromatography. High pressure liquid. In-
fusions. Intravenous.

INTRODUCCION

El busulfan es un polvo blanco o casi blanco, muy poco soluble en
agual. Se comporta como un agente electrofilico que actda espe-
cificamente durante la fase S del ciclo celular. Reacciona con dto-
mos nucleofilicos de las bases nucleicas formando puentes inter e
intracatenarios en la doble hélice de ADN, que provocan interfe-
rencias en los procesos de transcripcion y replicacion del ADNZ2,

En Espaiia las indicaciones del busulfén, segtin su ficha técni-
ca3+4, varfan en funcién de si se administra por via oral o intrave-
nosa. Las indicaciones por via oral son: tratamiento paliativo de
la fase crénica de la leucemia granulocitica crénica; remision
prolongada en policitemia vera, especialmente en caso de trom-
bocitosis marcada y determinados casos de trombocitemia esen-
cial, y mielofibrosis. Las indicaciones por via intravenosa son:
seguido de ciclofosfamida, en el tratamiento de acondiciona-
miento previo al trasplante de células progenitoras hematopoyé-
ticas en pacientes adultos, cuando se considera que la combina-
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cion es la opcién mds viable, y seguido de ciclofosfamida o mel-
faldn, en el tratamiento de acondicionamiento previo al trasplan-
te de células progenitoras hematopoyéticas en pacientes pedia-
tricos.

Aunque el busulfdn comenzé a utilizarse de forma oral a dosis
altas, junto con ciclofosfamida, como esquema de preparacion
para el trasplante de médula dsea, la ausencia de una presenta-
cion adecuada, la variabilidad de absorcion y el riesgo de que se
produzcan vomitos, impulsa su utilizacion intravenosa. La pauta
habitualmente utilizada de busulfan es de 0,8 mg/kg/6 h durante
4 dfas por via intravenosa>.

En las distintas farmacopeas consultadas, s6lo hay una estabi-
lidad sobre el busulfdn comprimidos con limites entre el 93,0 y
el 107,0%, valores que se suelen emplear en comprimidos cuyas
sustancias activas presentan buenas caracteristicas de estabili-
dad. La ausencia de especificacion en estas farmacopeas nos per-
mite utilizar la especificacion general para preparados inyecta-
bles con limites comprendidos entre el 90,0 y el 110,0%, limites
que se recogen en las farmacopeas para distintos inyectables
como brompheniramina o bumetamina inyectables®. Ademads,
este limite se utiliza en preparaciones de busulfan inyectables
que se recoge en trabajos previos37.

En Espafia la forma intravenosa de busulfin (Busilvex®) se
presenta en ampollas de una concentracién de 6 mg/ml de busul-
fdn en una mezcla de N,N-dimetilacetamida y polietilenglicol3.
Segun las instrucciones del fabricante, para la administracion
intravenosa, las ampollas de Busilvex® se deben diluir en suero
fisiolégico o glucosa al 5% hasta obtener una concentracién de
0,5 mg/ml. Su estabilidad a temperatura ambiente (25 °C) es
de 8 h37, mientras que conservado en refrigeracion (2-8 °C) la
mezcla es estable hasta 12 h3.7.

En el presente trabajo se estudiard la estabilidad de una dosis
estandar de 60 mg (10 ml) de busulfan en volimenes fijos de 250
y 500 ml de suero fisioldgico, obtenido mediante dilucién de un
preparado comercial sometido a diferentes condiciones de con-
servacion, en un nuevo envase de plastico de ldmina coextruida
de poliolefina/poliamida.

MATERIAL Y METODOS
Material

Para la validacion del método cromatografico y la preparacion de
las rectas de calibracién se empleé busulfan Sigma® como pa-
trén; como agente derivatizante se utilizé el dietilditiocarbamato-
trihidrato sédico (DDCT) Sigma®. Se empleé acetonitrilo Sig-
ma-Aldrich® para preparar la disolucién de busulfan previa a la
preparacion de la solucién madre para las calibraciones. Otros
reactivos empleados en la preparacion de la fase mévil fueron:
agua bidestilada Fresenius® y Metanol Merk®, de grado analitico.

La preparacion de las mezclas intravenosas de busulfén se rea-
liz6 empleando bolsas de cloruro sédico al 0,9% Viaflo Baxter®
de 500 y 250 ml.

Técnica analitica

La técnica utilizada para la determinacion del busulfan fue la
cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE). El equipo croma-
tografico incorporaba un inyector automdtico Spectra System
AS1000, un detector de absorcion ultravioleta Waters 484, una
bomba Waters 515 y un integrador Penelson NCI900 conectado
a un ordenador.

Como fase estacionaria se empled una columna Kromasil®
C18 con un tamafio de particula de 5 um y unas dimensiones de
150 X 4,6 mm. Como fase mavil se utilizé una soluciéon com-
puesta por metanol y agua en proporcién 80:20. La fase movil se
prepar6 mediante filtracidn en vacio a través de una membrana
de 0,45 um de poro Millipore®.

El flujo de elucién fue de 1,5 ml/min. La deteccién se realizd
auna longitud de onda a 251 nm.

Se preparé una disolucién estdndar madre de busulfdn de
25 pg/ml en suero fisiolégico. Para ello se pesaron 1,25 mg de bu-
sulfdn y se disolvieron en 50 ml de acetonitrilo para garantizar su
completa disolucién. A continuacién se diluyé esta mezcla con
950 ml de suero fisioldgico. A partir de esta solucién madre se
prepararon las diluciones patrén en suero fisiolégico (25, 12,5,
6,25, 3,12, 1,56 y 0,78 pg/ml). A 500 pl de cada calibrador se le
afiadi6 125 pl de la solucién derivatizante (DDCT en agua bides-
tilada a una concentracién de 82 mg/ml®). Las mezclas derivati-
zadas se agitan en Vortex® (Reax 1000) durante un periodo
de 30 segundos a temperatura ambiente. Se inyectaron 200 uL de
mezcla derivatizada en el sistema cromatografico mediante un
inyector automético. Este proceso se repiti6é 3 veces para cada di-
lucién patrén.

La exactitud de cada calibrador se determing a través del error
relativo (Ei)?, calculado como el cociente entre el error absoluto
(Ei) X 100, expresado como la diferencia entre el valor experi-
mental (V) y el valor interpolado en la recta de calibracién (Vi),
yel Vi(Ei=[Vi-Vi] X 100/V}). En cuanto a la precision, la bi-
bliografia consultada propone la obtencién de los coeficientes de
variacién (CV1)10 calculados como el cociente entre la desviacion
estandar (DE) X 100 y la media de las 3 muestras analizadas de
cada calibrador(X1): (SD! X 100)/X!. La linealidad del modelo se
caracteriza por el coeficiente de determinacion (r2).

La validacién del método analitico se llevé a cabo tanto intra-
dia como interdia, con el fin de asegurar que en todo momento
se estaba dentro de los limites recomendados de exactitud y pre-
cision®.

Estudio de la estabilidad quimica

El estudio presentado simula las condiciones reales de prepara-
cién de la mezcla intravenosa, por lo que se admite como volu-
men inicial del fluido intravenoso y cantidad de medicamento en
el envase, los declarados por el fabricante. Asi, la mezcla intra-
venosa se preparé a partir de viales de busulfdn (Busilvex®
60 mg/10 ml, Laboratorio Pierre Fabre Iberica), afladiendo 10 ml
de la preparacion a la bolsa de suero fisioldgico previa extrac-
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cién de 10 ml de la bolsa. Se emplearon bolsas de 250 y 500 ml
de poliolefinas (Viaflo®) conservadas a temperatura ambiente
(25 °C) y en nevera (4 °C). Las concentraciones tedricas fina-
les de las mezclas intravenosas de busulfdn fueron de 0,24 y
0,12 mg/ml, respectivamente.

Se tomaron muestras de 1 ml de cada una de las bolsas a 1, 2,
4,6, 8,10, 12 y 24 h. Tras su obtencién estas muestras se diluye-
ron con suero fisioldgico (1:40) y congelaron a —40 °C hasta su
andlisis. Una vez descongeladas se procesaron por triplicado,
como se ha descrito para las diluciones patrén.

Se establecié que el proceso de degradacién del busulfan co-
rresponde a una cinética de orden 1. De forma que para esta-
blecer la estabilidad se determind el ty, mediante regresion se-
milogaritmica del porcentaje de concentracion remanente de
busulfén frente al tiempo. Siguiendo las recomendaciones de las
diferentes agencias internacionales!!-12, se determiné el ty, de
cada ensayo como el limite inferior del intervalo de confianza
(IC) del 95%, de forma que puede afirmarse que a tiempo tg, la
concentracién remanente de busulfan es > 90%. Este calculo lo
efectda el programa informético Sigma Plot®.

RESULTADOS
Técnica analitica

Enla figura 1 se muestran los cromatogramas pertenecientes a la
concentracién mas elevada (25 pg/ml), la mds baja (0,78 pg/ml)
y la muestra sin busulfan (blanco) de la recta de calibracion. El
tiempo de retencién del producto resultante del proceso de deri-
vatizacion es de 8,5 min. En la figura 1 se aprecia que no hay in-
terferencias para el tiempo de retencion del busulfan.

La linealidad se determina a partir de la relacion entre las con-
centraciones y las dreas del cromatograma del modelo y se ca-
racteriza por una recta de regresiéon de ordenada en el origen
—82.938 (IC del 95%, —112.456 a -53.419) y pendiente
141.618.772 (IC del 95%, 193.113.724-144.123.821) y cuyo
coeficiente de determinacion fue > 0,999 en el ambito de las con-
centraciones ensayadas. El error relativo y el CV fueron inferio-
res al 10%.

La sensibilidad del método fue de 0,635 pg/ml, el limite
de deteccion de 1,836 pg/ml y el limite de cuantificacién de
6,119 pg/ml.

Estabilidad quimica

En la tabla 1 se muestran los porcentajes medios de busulfan re-
manentes en las mezclas intravenosas conservadas a temperatu-
ra ambiente y en nevera a distintos tiempos de muestreo. En to-
das las condiciones ensayadas, el porcentaje de concentracion
remanente de busulfan a las 24 h fue < 90%.

En la figura 2 se muestran las curvas de degradacién del busul-
fan a las distintas temperaturas y condiciones de conservacion,
asi como sus pardmetros de regresion y su tgy. A 25 °C y concen-
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Fig. 1. Cromatogramas correspondientes a la concentracidn de
25 ug/ml (A) y 0,78 ug/ml (B) de busulfdn, y la muestra blanco sin
busulfan (C).

tracion de 0,24 mg/ml el ty, fue de 8,4 h; a 4 °C y concentra-
cion de 0,24 mg/ml fue de 16,7 h; a 25 °C y concentracion de
0,12 mg/ml fue de 12 h,y a4 °Cy 0,12 mg/ml fue de 11,5 h.

DISCUSION

La técnica analitica utilizada para la determinacién de busulfan
permite separar adecuadamente el pico del producto resultante
del proceso de derivatizacion de las impurezas de la muestra y
presenta una adecuada estabilidad, exactitud y precision.

En el presente estudio se ha determinado la estabilidad del bu-
sulfan en mezclas intravenosas en bolsas de poliolefinas a 2 con-
centraciones, 0,24 y 0,12 mg/ml, almacenadas en nevera y a tem-
peratura ambiente.

Las concentraciones remanentes de busulfan fueron, durante
las 24 h del estudio, superiores a los limites de cuantificacion de
la técnica analitica asegurando asf la validez de las concentracio-
nes obtenidas.

Las bolsas de concentracion de 0,24 y 0,12 mg/ml conserva-
das a temperatura ambiente durante 24 h pierden un 10% de su
concentracion (tog) a las 8,4 y 12,3 h, respectivamente; valores
que coinciden con lo publicado en la bibliografia con relacién a
la estabilidad del busulfan3.7. Por otra parte, las bolsas conser-
vadas en nevera a 4 °C, durante 24 h, pierden un 10% de su con-
centracion (tgp) a las 16,7 h la de 0,24 mg/ml, y 11,5 h la de
0,12 mg/ml.
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Tabla 1. Porcentajes medios remanentes (%) de las mezclas intravenosas de busulfan conservadas a temperatura ambiente
y en nevera a distintos tiempos de muestreo (n = 3)

Tiempo (h) Busulfan (0,24 mg/ml) Busulfan (0,12 mg/ml)
25 °C 4°C 25 °C 4°C

Media (%) DE (%) Media (%) DE (%) Media (%) DE (%) Media (%) DE (%)
1 100,4 0,078 100 2,131 100 2,761 100 127
2 99,1 2,768 99,1 0,365 101,7 1,913 983 0
4 97,8 0,908 98,3 2,141 97,4 2,061 94,1 4,565
6 93,6 0,55 94,1 2,453 98,2 3,268 95 5,726
8 89,8 1,139 94,5 0,801 93,1 0,217 97,5 4,557
10 87,7 3,338 94,1 0,766 93,1 3,463 89,1 597
12 85,2 1,89 95,3 1,794 90,5 2,215 90,8 9,32
24 75,5 3,643 88,2 2,173 80,3 2,054 85 1,155
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Fig. 2. Recta de regresion e intervalo de confianza (IC) del logaritmo neperiano (Ln) del porcentaje remanente de busulfdn frente al tiempo, para
diferentes concentraciones y condiciones de conservacion. A) tgy 25 °C 0,24 mg/ml; B) tgp 4 °C 0,24 mg/ml; C) tey 25 °C 0,12 mg/ml; D) tgy 25 °C
0,12 mg/ml.
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Estos datos obtenidos concuerdan con las instrucciones del fa-
bricante en la ficha técnica3 y tratados de estabilidad de presti-
gio’. Sin embargo, parecen alejarse de los presentados en el
articulo publicado por Karstens y Kriimer!3, donde se defiende
una estabilidad mucho mayor, de hasta 48 h, en soluciones de
0,5 mg/ml en suero fisiol6gico conservadas a 13-15 °C. No obs-
tante, debe sefialarse que en este trabajo se calcula el tq interpo-
lando directamente en la recta de regresion y no en la recta que
marca el limite inferior del IC del 95%. Esta misma limitacion se
aprecia en el articulo publicado por Gaisford et al!4, que obtiene
una estabilidad para una ampolla de busulfan diluida en 50 ml de
fisiolégico de 27 h entre 24 y 6 °C mds 3 h a 25 °C.

Enresumen, el presente estudio demuestra que el busulfdn a una
concentracion de 0,24 mg/ml en suero fisioldgico serd estable en
las bolsas ensayadas durante un periodo de almacenamiento
de 12 h en nevera mas las 2 h de administracion del farmaco.
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