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RESUMEN

Introduccion: La Pravastatina soddica se indica en diferentes patologias, tales como:
hipercolesterolemia, cardiopatia y en pacientes con infarto de miocardio previo y niveles normales de
colesterol para prevenir el riesgo del infarto. En la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 41, 2018)

aparece reportado dos metodos analiticos para la Pravastatina tabletas.

Objetivos: Evaluar el desempefio de los métodos analiticos que se emplean en la cuantificacion del
ingrediente farmacéutico activo y los ensayos de disolucion de las tabletas de Pravastatina 40 mg de

produccion nacional.
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Métodos: Para el método cromatografico aplicable a la cuantificacion del ingrediente farmacéutico

activo, se evaluaron los parametros de especificidad, linealidad, precisién y exactitud. Mientras, para
el método espectrofotométrico del ensayo de disolucion, se analizaron la especificidad, precision,

linealidad e influencia del filtrado.

Resultados: Los resultados obtenidos en ambas evaluaciones del desempefio fueron adecuados,

resultando métodos lineales, precisos y especificos.

Conclusiones: Se demostré a través de pruebas experimentales, la confiabilidad de ambos métodos
para ofrecer resultados seguros en el control de la calidad y estudios de estabilidad, para la
cuantificacién del ingrediente farmacéutico activo y el ensayo de disolucién aplicables a las tabletas

de Pravastatina 40 mg de produccién nacional.

Palabras claves: Pravastatina, tabletas, Espectrofotometria, Cromatografia Liquida de Alta

Resolucioén, Validacion.

Performance evaluations of the analytical methods applied in Pravastatin sodium 40 mg of

national production

ABSTRACT

Introduction: Pravastatin sodium is indicated in different pathologies, such as: hypercholesterolemia,
heart disease and in patients with previous myocardial infarction and normal cholesterol levels to
prevent the risk of heart attack. Two analytical methods for Pravastatin tablets are reported in the
United States Pharmacopoeia (USP 41, 2018).

Objectives: To evaluate the performance of the analytical methods used in the quantification of the
active pharmaceutical ingredient and dissolution tests of Pravastatin 40 mg tablets of national
production.

Methods: For the chromatographic method applicable to the quantification of the active
pharmaceutical ingredient, the parameters of specificity, linearity, precision and accuracy were
evaluated. Meanwhile, for the spectrophotometric method of the dissolution test, the specificity,
precision, linearity and influence of the filtrate were analyzed.

Results: The results obtained in both performance evaluations were adequate, resulting in linear,
precise and specific methods.
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Conclusions: It was demonstrated through experimental tests, the reliability of both methods to offer

safe results in quality control and stability studies, for the quantification of the active pharmaceutical

ingredient and the dissolution test applicable to Pravastatin 40 mg tablets of national production.

Key Words: Pravastatin Sodium, tablets, Spectrophotometry, High Resolution Liquid
Chromatography, Validation.

INTRODUCCION

La Pravastatina sodica es un metabolito fungico, aislado de cultivos de Nocardia Autotrophica. Es un
polvo fino, cristalino de color blanco e inodoro. Es soluble en metanol y agua, ligeramente soluble en
isopropanol, alcohol y practicamente insoluble en acetona, cloroformo y éter (1). Su formula empirica
es:Cy3H3isNaO7, mientras que su nombre quimico es (3R,5R)-3,5-dihidroxi-7-[(1S,2S,6S,8S,8aR)-6-
hidroxi-2-metil-8-[[(2S)-2-metilbutanoil]oxi]-1,2,6,7,8,8a-hexahidronaftalen-1-il] heptanoato de sodio,
(Figura 1) (2).

HO H
Figura 1. Férmula estructural de la Pravastatina sédica

Es un agente de la nueva clase de hipolipemiantes que pertenece al grupo de compuestos conocidos
como inhibidores de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa la enzima

gue se encarga de catalizar algunas reacciones en la biosintesis del colesterol (2).

En la literatura aparecen reportado un método analitico para la cuantificacion del ingrediente
farmacéutico activo en las tabletas, asi como para el ensayo de disolucion, empleando la

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) y la Espectrofotometria (3).

Los métodos analiticos que se emplean en el control de la calidad y los estudios de estabilidad de
medicamentos deben de ser previamente validados para obtener pruebas documentales de la

confiabilidad de los mismos para su posterior empleo (4 — 9).
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El ensayo de disolucién constituye uno de los estudios mas importantes en el desarrollo de una forma

farmacéutica sélida oral. Permite evaluar los procesos de fabricacion, la calidad intra e inter-lotes,
ademas de predecir en algunos casos la bioequivalencia y biodisponibilidad de productos soélidos
orales y la estabilidad del preparado farmacéutico (10).

El objetivo de este trabajo fue la evaluacion del desempefio de los métodos analiticos aplicables a la
cuantificacion del ingrediente farmacéutico activo y el ensayo de disolucion de las tabletas de

Pravastatina sodica 40 mg.

MATERIALES Y METODOS

La sustancia de referencia quimica de Pravastatina sédica fue suministrada por el grupo de
sustancias de referencia del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM, La
Habana, Cuba), el cual fue analizado por el método cromatografico establecido para realizar el control
de la calidad de la materia prima, con una pureza de 99,8 %. El producto terminado en forma de
tabletas fue elaborado en el Departamento de Tecnologia Farmacéutica del CIDEM, identificado
como el lote 001, el cual cumplié con las especificaciones de calidad establecidas para el control de la

calidad de las tabletas.
Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC, procedentes de la Riedel —de Haen.

Método para la cuantificacion del Ingrediente Farmacéutico Activo

En el ensayo se empled un cromatégrafo (KNAUER) con detector UV/VIS (KNAUER) ajustado a 238
nm, un dosificador (loop) de 20 uL e integrador (SHIMADZU CR 8 A). La separacion se realizé
isocraticamente sobre una columna Lichrospher 100, RP-18 (5 um). La fase movil consistié en una
mezcla desgasificada de metanol, agua, acido acético glacial y trietilamina; con una velocidad de flujo
de 1,0 mL/min (3).

Para la cuantificacion de la Pravastatina sédica, se disuelve una cantidad exacta de la sustancia de
referencia quimica en una solucién de fosfato de potasio a pH 5,0, hasta lograr una concentracién
final alrededor de 50 pg/mL.

Las muestras fueron preparadas pesando el equivalente al peso promedio de una tableta de cada
formulacion disolviéndolas en una solucion de fosfato de potasio a pH 5,0, obteniéndose una

concentracion similar a la sustancia de referencia quimica.

En el estudio de validacion se evaluaron los siguientes parametros:

OO OO OO OO O SO OO O OO OO O OO =XO OO OO
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Linealidad

Para el estudio de la linealidad de la respuesta del detector se prepar6é una curva de calibracién con
solucion de la sustancia de referencia quimica de Pravastatina sodica en un rango de
concentraciones que representan el 50 — 150 % de la concentracion teorica del IFA en la solucion, por

triplicado.

Criterios: La ecuacién de la recta debe ser igual: y = mx + b; el coeficiente de correlacion (r = 0,999);
el coeficiente de variacién de los factores de respuesta (CV: < 5,0%); en la prueba de significacién del
intercepto para un 95,0 % de confianza, mediante la t Student, la t calculada (t cal) debe ser menor
gue la t tabulada (t tab) (4-9).

Especificidad

Con el objetivo de evaluar la especificidad del método se analizaron: la sustancia de referencia
guimica de Pravastatina sédica; el placebo; muestra y muestras sometidas a condiciones dréasticas
tales como: medio acido (HCL 3 mol/L), medio basico (NaOH 3 mol/L), oxidacién (2 mL de reactivo de
H.07). Las muestras sometidas a condiciones drasticas fueron conservadas a temperatura ambiente
(30 £ 2 °C, 70 = 5 % de humedad relativa) durante 7 dias, antes de su analisis por cromatografia.
Simultaneamente se realizé un barrido al pico correspondiente a la Pravastatina sédica en un rango
de 200 a 400 nm con el objetivo de determinar la pureza del pico correspondiente al Ingrediente
Farmacéutico Activo (IFA).

Criterio: No se debe obtener sefales del placebo, ni de los productos de degradacion en la zona de
elusién del ingrediente activo (4-9).
Precision

Se evalué la precision del método a través de los estudios de repetibilidad y precision intermedia. La
repetibilidad se estudié sobre la base de 6 determinaciones, a muestras reales al 100%. Para el
estudio de la precisién intermedia se efectuaron valoraciones por dos analistas en dos dias

diferentes.

Criterio: Repetibilidad (C.V < 2,0). Precision intermedia (t calculada debe ser menor t tabulada; F

calculada debe ser menor F tabulada) (4-9).

Exactitud
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En el estudio de la exactitud y linealidad del método se emple6 el método de recuperacion,

preparando muestras con diferentes niveles de la concentracion teorica del IFA en la solucion: bajo,

medio y alto correspondiente con el 80, 100 y 120 %, respectivamente.

Criterios: La ecuacion de la recta debe ser igual: y = mx + b; el coeficiente de correlacion (r = 0,999);
el coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVs < 5,0 %); en la prueba de significacion
del intercepto, para un 95,0 % de confianza, mediante la prueba de t Student, la tcalculada (t cal)
debe ser menor que la t tabulada (t tab); la prueba de Cochran (G calculada debe ser menor que G
tabulada) (4-9).

Descripciéon del método para el ensayo de disolucion
En el ensayo de disolucion se emplearon las siguientes condiciones:(3)

% Volumen: 900 mL

«» Aparato 2: Paleta

+ Velocidad: 100 rpm

% Tiempo: 30 minutos

+ Medio de disolucién: Agua desionizada

Para el analisis se disolvié una cantidad exacta de la sustancia de referencia quimica en 100 mL de
agua destilada, luego se complet6é volumen con el medio de disolucién utilizado y posteriormente se
realizd una dilucién en solucién de fosfato de potasio a pH 5,0; hasta obtener una solucién con una
concentracion final de 20 pg/mL. Posteriormente se realizo la lectura por espectrofotometria a una

longitud de onda de 238 nm.

En el caso de las muestras: se afiadié una tableta en cada una de las plazas del disolutor bajo las

condiciones ya descritas anteriormente.
Para el ensayo de disolucién, la validacion se realizé a través de los siguientes parametros:
Linealidad

Para el estudio de la linealidad de la respuesta del detector para las tabletas de Pravastatina sddica,
se prepar6 una curva de calibracion con soluciones de la sustancia de referencia quimica en un rango

de concentraciones que representan el 50, 80, 100, 120y 150 %.
Los criterios de aceptacion fueron los mismos que para la validacién del método anterior (10-14).

Precision
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Se evalud la precision del método empleando muestras de tabletas, evaluandose en dos dias

diferentes.

Criterios: El valor de t calculada de cada muestra debe ser menor que el valor de t tabulada, para un
95,0 % de confianza (10-14).

Especificidad

El estudio de especificidad se llevd a cabo empleando muestras de tabletas placebos, y muestras de
producto terminado, realizdndose los ensayos de disolucién, en medio agua desionizada, 900 mL, a
100 rpm, paleta, durante 30 minutos. Posteriormente se realizaron las lecturas, por

espectrofotometria, a una longitud de onda de 238 nm.

Criterio: El placebo no debe absorber en la zona de maxima absorcion de la muestra y de la sustancia
de referencia quimica (10-14).

Influencia del filtrado

Se evalud la influencia de la filtracion con el objetivo de probar la posible interferencia en la respuesta
analitica. Se analizaron los resultados comparando las muestras filtradas con papel de filtro y con

filtro de linea.

Criterios: Los valores de t calculada para cada una de las muestras debe ser menor que el valor de la
t tabulada al compararse estadisticamente los resultados obtenidos de cada uno de los medios
filtrantes, para un 95,0 % de confianza (10-14).

RESULTADOS
Evaluacién del desempefio del método para la cuantificacion del IFA en el producto terminado
Especificidad

La figura 2 muestra los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método.
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Figura 2: Resultados del estudio de especificidad del método. Cromatogramas: |- placebo. II-
muestra de Pravastatina sddica en la tableta. V- muestra

solucion de referencia quimica. IlI-

sometida en medio basico. V- muestra sometida en medio acido. VI- muestra sometida a oxidacion.

Linealidad

La ecuacion de la recta de la curva de calibracion se obtuvo en el rango de concentraciones entre 25

y 75 pg/mL, se expreso segun y = 0,993 X + 0,542, con un coeficiente de correlacion lineal de 0,999.

Al aplicar la prueba de significacion del intercepto se obtuvo una t o5 = 1,87 para unat tzp = 3,18.

Cuando se aplicé la prueba de linealidad mediante los coeficientes de variacion de los factores de

respuesta CV; se obtuvo como resultado 3,5 %.

Precisiéon

Los resultados del estudio de la precision aparecen en la tabla 1.
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Tabla 1. Resultados de la precision del método analitico

Analista 1 (%) Analista 2 (%)
Dia1 Dia 2 Dia1l Dia 2
97,6 97,2 96,2 98,1
96,9 97,6 97,1 97,6
97,6 98,3 97,3 97,1
97,6 97,6 97,6 97,3
97,5 97,6 97,5 97,6
98,1 98,1 98,1 97,3
Media= 97,55 % | Media= 97,73 % | Media= 97,30 % | Media= 97,50 %
C.V=0,39 % C.V=0,40 % C.Vv=0,65% C.V=0,36 %
t cal = 0,94 F cal = 1,07
tiab = 2,33 Fiab = 5.05

Leyenda: C.V: coeficiente de variacion; cal: calculado; tab: tabulado

Los valores obtenidos para el estudio de la precision intermedia demostraron que no existieron
diferencias significativos entre las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias para
una probabilidad de 0,05 % ya que el valor de Fcarcuiada fue menor que la Frapuada. Al realizar la prueba
de t Student el valor calculado fue menor que el tabulado para una probabilidad de 0,05; lo cual
demostré6 que no existian diferencias significativas entre las medias alcanzadas con un nivel de

significacion de un 5,0 %.
Exactitud

La ecuacién de la curva de calibracién fue y = 0,9542 X + 0,3215 con un valor del coeficiente de

correlacion de 0,999. Al aplicar la prueba de significacion de Cochran, se obtuvo una G g = 0,707
menor a la G gp = 0,797, mientras que en la prueba de significacion entre la recuperacion media y el
100 % de recuperacion, se obtuvo una t 0| = 1,74 para una t {3 = 2,30. En el rango seleccionado

en el estudio de exactitud, el valor de porciento de recobro fue de 100,01 % vy los valores del
coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion estudiados resultaron

menores del 2,0 %.

Evaluacién del desempefio del método analitico para el ensayo de disolucién
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Linealidad

La curva de calibracién result6 lineal en el rango de concentraciones comprendido, obteniéndose la
siguiente ecuacion de la recta: y =0,2415 X + 0,0124 con un coeficiente de correlacion igual a 0,999.
Al aplicar la prueba de linealidad, utilizando el coeficiente de variacion de los factores de respuesta,
se obtuvo un CV; = 1,25 %

Precision
Los resultados en el estudio de la precisién del método se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la precision del método cromatogréfico

Muestras | Primer dia (%) | Segundo dia (%) t cal
1 99,2 100,2 0,25
2 98,7 99,3 0,41
3 100,1 102,5 1,12
4 98,1 96,2 1,87
5 98,2 98,6 0,12
6 99,1 98,1 0,87
t tab (95%, 5) = 2,57

Leyenda: cal: calculado; tab: tabulado

Especificidad

En todos los casos las muestras de placebo al ser analizadas, las lecturas fueron inferiores a 0,002,

no se observoé sefal cuantificable de los excipientes de la formulacion en la determinacion del IFA.
Influencia del filtrado

Los resultados de la influencia de la filtracién aparecen reflejados en la tabla 3, como las medias de

los ensayos empleando muestras filtradas con papel y filtro de linea.
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Tabla 3. Resultados de la influencia del filtrado

Muestras Muestras filtradas Mugstras fil,tradas por

por papel (%) filtro de linea (%) t cal
1 99,2 99,7 0,52
2 98,7 96,3 1,23
3 100,1 99,4 0,87
4 98,1 99,9 1,65
5 98,2 97,1 1,02
6 99,1 100,6 1,54

ttab (95%, 5) = 2,57

Leyenda: cal: calculado; tab: tabulado

DISCUSION
Evaluacién del desempefio del método para la cuantificacion del IFA en el producto terminado
Especificidad

Como se observo en el cromatograma correspondiente al placebo (I) no se obtiene sefial en la zona
de interés, al ser comparado con la sustancia de referencia quimica (1) y la muestra de Pravastatina
sodica tabletas (Ill), lo cual indicé que los excipientes no interfieren en la determinacion del
ingrediente activo. En cuanto a las muestras sometidas a condiciones drasticas no se observaron en
los cromatogramas (IV, V, VI) interferencias en la determinacion del IFA, por la aparicion de picos
secundarios, y si se observd una ligera disminucién del area y altura en los cromatogramas

correspondientes a las muestras sometidas a condiciones extremas (4-9).

Simultaneamente se realizé un barrido al pico correspondiente al ingrediente activo en un rango de
200 a 400 nm, obteniéndose una pureza del 99,6 %, demostrandose el no solapamiento de los

productos de degradacioén en la sefial del IFA.

Los resultados de este estudio demostraron la especificidad del método porque no se observa
interferencia de los excipientes y productos de degradacion en la determinacién del ingrediente

activo, en las condiciones ensayadas.

Linealidad
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El valor del coeficiente de correlacion y determinacion fueron superiores a los exigidos: 0,990 y 0,980,

respectivamente, demostrandose con los valores obtenidos cercanos a la unidad, el grado de relacién
entre las variables de concentracion y respuesta detectadas por el equipo empleado. El coeficiente de
variaciéon de los factores de respuesta y la desviacion estandar relativa de la pendiente fue inferior a
lo establecido para estos indicadores: 5,0 y 2,0 %, respectivamente. Ambos son considerados
estimadores puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El coeficiente de variacion de los
factores de respuesta evalla la variabilidad en la relacion respuesta y concentracion, para cada nivel

evaluado (4-9).
Precision

Los resultados obtenidos demostraron la buena precisién de los métodos segun los limites para los
métodos cromatograficos: CV < 2,0 %. Los valores obtenidos en las pruebas de Fischer y t-Student,
demostraron que no existen diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas por los
analistas en diferentes dias, para un 95 % de confianza, ya que el valor de F calculado fue menor
que la F tabulada. Al realizar la prueba de t-Student, el valor calculado resulté menor que el tabulado
para un 95 % de confianza, lo que demuestra que no existen diferencias significativas entre las

medias alcanzadas y por tanto la buena precisién del método (4-9).
Exactitud

Los valores de recobrado y coeficiente de variacion total se encontraron dentro de los limites
establecidos (98,0 a 102,0 % y < 2,0 %), respectivamente. Al aplicar la prueba de Cochran se obtuvo
G calculada menor que la tabulada, para 95 % de confianza, por lo tanto, las varianzas de las
concentraciones estudiadas fueron equivalentes indicando que la concentraciéon no influyé en la

variabilidad de estos resultados (4-9).

El método analitico por CLAR aplicable al control de la calidad y estudio de estabilidad de las tabletas
de Pravastatina sédica 40 mg, resultd especifico, preciso, lineal, preciso y exacto en el rango de

concentraciones de 80 a 120 %.

Evaluacién del desempefio del método analitico para el ensayo de disolucion
Linealidad

Los resultados obtenidos demuestran la linealidad del método, ya que los valores de los coeficientes

de regresion y de determinacion resultaron superiores a los exigidos (0,990 y 0,980). Ademas, el
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coeficiente de variacion del factor de respuesta y desviacidon estandar relativa de la pendiente fueron

inferiores al normalizado como méximo para estos indicadores: 5,0 y 2,0 %, respectivamente (10-14).
Precisién

Los resultados de las medias permitieron concluir que el método fue preciso ya que en todos los
casos los valores de t calculada resultaron inferiores al valor de t tabulada, demostrandose que no

existieron diferencias significativas entre las medias para cada tableta (10-14).
Especificidad

Los resultados de la especificidad permitieron afirmar que el método fue especifico con relacién a los
excipientes que componen la tableta, debido a que no se observaron sefales cuantificables al
analizar las muestras placebos. Sin embargo, se observé presentando la muestra y el analito una

absorbancia semejante.
Influencia del filtrado

No existieron diferencias significativas, ya que en todo momento la t cal resulté menor que la t tab
para cada muestra, se pudo afirmar que la filtracibn por papel no adsorbié el IFA ni aportd
interferencias al filtrado, siendo posible su empleo. Ademas posibilitd contar con un medio de filtracion
alternativo para el ensayo de disolucion de las tabletas de Pravastatina sédica de produccion

nacional.

Se demostré elevado desempefio de las condiciones del ensayo de disoluciéon, para las tabletas de
Pravastatina sédica de 40 mg de produccion nacional, con resultados ajustados a la linealidad del 50

al 150 %, precision y especificidad.
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