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RESUMEN
El aciclovir polvo para suspension, se emplea en el tratamiento de infecciones por virus herpes
simple, en la profilaxis de infecciones por virus herpes simple en pacientes inmunocomprometidos, en
pacientes inmunodeprimidos con herpes zG@ster, especialmente en infecciones cutaneas progresivas o
diseminadas, en infecciones por virus herpes simple en neonatos, entre otras. El objetivo del presente
trabajo consisti6 en desarrollar y validar dos métodos analiticos por espectrofotometria y
cromatografia liquida de alta resolucién para aplicarlo al control de la calidad y estudio de estabilidad
del polvo para suspension; y comparar estadisticamente los resultados obtenidos por ambos
métodos. Los métodos analiticos fueron validados mediante el andlisis de los parametros: linealidad,
exactitud, precision (repetibilidad, precisién intermedia) y especificidad. Los resultados obtenidos en
las validaciones de ambos métodos fueron adecuados. Ambos métodos analiticos resultaron lineales,
exactos, precisos y especificos en el rango de concentraciones estudiadas. Se demostré que no
existian diferencias significativas entre ambos métodos analiticos, pudiéndose emplear ambos

métodos en el control de la calidad del producto terminado.

Palabras clave: aciclovir, polvo para suspension, Cromatografia Liquida de Alta Resolucién,

Espectrofotometria, Validacién.


mailto:caridadgp@infomed.sld.cu
mailto:caridad.garcia@cidem.cu

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN: 2411-927X / RNPS: 2396 / Vol.3/N°.1 - 2017

Septiembre - Marzo Recibido: 15 de nov. 2016 - Aceptado: 2 de feb.2017

VALIDATION OF TWO ANALYTICAL METHODS APPLICABLE TO ACYCLOVIR
POWDER FOR ORAL SUSPENSION 200 MG/5 ML

ABSTRACT
Acyclovir powder for suspension is used in the treatment of herpes simplex virus infections in the
prophylaxis of herpes simplex virus infections in immunocompromised patients, in
immunocompromised patients with herpes zoster, especially in progressive or disseminated
cutaneous infections, in virus infections Herpes simplex in neonates, among others. The objective of
the present work was to develop and validate two analytical methods by spectrophotometry and high
performance liquid chromatography to apply it to the quality control and stability study of the powder
for suspension; And to statistically compare the results obtained by both methods. The analytical
methods were validated by analyzing the parameters: linearity, accuracy, precision (repeatability,
intermediate precision) and specificity. The results obtained in the validations of both methods were
adequate. Both analytical methods were linear, exact, precise and specific in the range of
concentrations studied. It was demonstrated that there were no significant differences between the

two analytical methods, both methods being used to control the quality of the finished product.

Keywords: acyclovir, powder for suspension, High Resolution Liquid Chromatography,

Spectrophotometry, Validation.

INTRODUCCION
El aciclovir polvo para suspensién oral, se emplea en diferentes patologias, entre los que se pueden
citar: el tratamiento de las infecciones causadas por el virus del Herpes simple en la piel, las
membranas mucosas y en la gingivoestomatitis herpética en todo tipo de pacientes; episodios
iniciales, en el manejo de los cuadros recurrentes y en la profilaxis de infecciones por herpes
genitales en pacientes tanto inmunocomprometidos como inmunocompetentes; en la supresion y
prevencion de infecciones recurrentes por virus de Herpes simple en pacientes inmunocompetentes;
para la supresion (prevencion de recurrencias) de las infecciones de Herpes simple recurrente en
pacientes inmunocomprometidos, asi como también en la profilaxis de las infecciones del Herpes
simple en pacientes inmunocomprometidos., incluyendo los transplantados de médula 6sea y otros
transplantes de 6rganos, pacientes infestados por HIV y que estén recibiendo quimioterapia. En el
tratamiento de Herpes Zdéster oftalmico; en la infeccion por virus Varicela Zoster causantes de

infeccion de Varicela en nifios y adultos inmunocompetentes™?.
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La empresa farmacéutica Roberto Escudero desarroll6 una formulacién de aciclovir polvo para
suspension, al no encontrarse el producto en monografias oficiales se desarrollaron dos métodos
analiticos, uno por espectrofotometria y cromatografia liquida de alta resolucion. Todo método
analitico desarrollado se le hace necesario el estudio de validacion, ya que es el proceso mediante el
cual de obtienen pruebas documentales de la confiabilidad del mismo, de ofrecer resultados seguros
al ser aplicado en el control de la calidad y estudios de estabilidad de un producto farmacéutico®.

La validacion de los métodos analiticos garantiza la confiabilidad y reproducibilidad de los indices de
calidad de las materias primas y productos terminados, lo cual contribuye notablemente al
aseguramiento de la calidad, seguridad y eficiencia de los mismos®.

Los objetivos de este trabajo fueron desarrollar y validar dos métodos analiticos, para el control de la
aciclovir 200 mg/smL, polvo para suspension; determinar si existen diferencias significativas entre lo

resultados obtenidos al aplicar ambos métodos.

MATERIALES Y METODOS
Las sustancias de referencia quimica de Aciclovir y de guanina fueron calidad USP. La muestra de
aciclovir, 200 mg / 5 mL polvo para suspension empleada en el estudio de validacién correspondio al
lote 001, fabricada en la empresa Roberto Escudero, el cual cumplié con las especificaciones de
calidad establecidas para el control de la calidad del producto terminado.
Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, procedentes de la Riedel —de Haen
(Espaiia)
Método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR)
Para la determinacién del Ingrediente farmacéutico activo (IFA) en el producto terminado se empled la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, se utilizé un cromatégrafo (KNAUER) con detector UV/VIS
(KNAUER) ajustado a 254 nm, un dosificador (Loop) de 20 uL e integrador (SHIMADZU CR 8 A). La
separacion se realiz6 isocraticamente sobre una columna Lichrocart RP- 18 con tamafio de particula
de 5 um (4,6 mm x 25 cm). La fase mévil consistié en una solucién de acido acético 0,02 M; con una
velocidad de flujo de 1,5 mL/min.
La sustancia de referencia quimica de aciclovir se prepard, pesando 25,0 mg, posteriormente se
transfirio a un matraz aforado de 25 mL con ayuda de la solucion de hidréxido de sodio 0,1 N, se
disolvié y se complet6 volumen con el mismo solvente, luego se tomaron 10,0 mL y se transfirieron a
un matraz aforado de 100 mL y se llevd a volumen con agua destilada obteniéndose una
concentracion final de 0,1 mg/mL. Mientras que la sustancia de referencia de guanina se prepar6 de

forma similar con la diferencia de diferentes concentraciones, a una concentracion de 0,2 pg/mL.
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Las muestras de producto terminado fueron preparadas, pesando 230 mg, posteriormente se
transfirieron a un matraz aforado de 100 mL, se adicionaron 50 mL de solucion de hidroxido de sodio
0,1 N, se agité por 15 minutos en zaranda, se completé a volumen con la solucién de hidroxido de
sodio 0,1 N (Solucion A). De la solucién A se tomaron 5,0 mL y se llevaron a un matraz aforado de
50 mL, se completé volumen con agua destilada, se mezclé y se filtr6 por papel medio rapido
(solucion B)

Método por Espectrofotometria ultravioleta (UV)

La determinacion se realiz6 por espectrofotometria ultravioleta, teniendo en cuenta la presencia de
grupos cromoforos en su estructura. El espectro de absorcion de la soluciébn muestra preparada para
la determinacion de contenido, se realiz6 en un rango de 230 a 350 nm, mostrando un maximo de
absorcion a 255 nm £ 1y un hombro ancho alrededor de 274 nm.

La sustancia de referencia quimica, se preparé a una concentracion de 15 pg/mL, pesando 75,0 mg
de la sustancia de referencia, posteriormente se transfirié6 a un matraz aforado de 100 mL, se disolvié
con solucién de acido sulfarico 0,5 M y se agitdé hasta disolucion, una vez disuelta se tom6 una
alicuota de 2,0 mL y se trasvasé a un matraz aforado de 100 mL, se le afiadieron 18 mL de &cido
sulfarico 0,5 My se completé a volumen con agua desionizada.

Mientras que para la preparacién de las muestras, se pesaron con exactitud 0,172 g en un vaso para
precipitado de capacidad adecuada, se disolvié con 30 mL de solucién de &cido sulfdrico 0,5 M, con
ayuda de una varilla de vidrio. Una vez disuelto se trasvasé la solucion hacia un embudo separador de
250 mL de capacidad, se lavo el vaso para precipitado con 20 mL de la solucién de acido sulfarico 0,5
M. y se unié al embudo separador. Se le adicionaron 50 mL de acetato de etilo y se agitd bien, se lavo
la capa organica con 20 mL de 4cido sulfarico 0,5 M. Los extractos acuosos se unieron en el matraz
aforado de 100 mL y se completé a volumen con &cido sulfarico 0.5 M. Posteriormente se tomaron 2
mL y se trasvasaron a un matraz aforado de 100 mL, se agregaron 18 mL de acido sulfarico 0,5 My se
complet6 volumen con agua desionizada.

En el estudio de validacion se evaluaron los siguientes parametros:

Linealidad

Se prepararon soluciones de concentraciones conocidas de las sustancia de referencia quimica acido
ascorbico, que representan del 50 al 150 % de la concentracién teérica del principio activo en la
suspension (100 mg/5 mL a 300 mg/5 mL). Se realizaron tres réplicas para cada nivel de
concentracion.

Criterios: ecuacion de la recta: y= bx + a; coeficiente de correlacion r > 0,999; coeficiente de
determinacion r’> 0,980; desviacién estandar relativa de la pendiente: Sb (rel) = 2,0 %; coeficiente de

variacién de los factores de respuesta: CVf < 5,0 %*".
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Exactitud

En el estudio de la exactitud se emple6 el método de recuperacion, preparando muestras con
diferentes niveles de la concentracion teérica del principio activo: bajo, medio y alto correspondiente
con el 75, 100 y 125 %, respectivamente.

Criterios: recuperacion media entre un 98,0 — 102,0 %, la G calculada debe ser menor que G tabulada
para un nivel de confianza de 95 % *”.

Precision

Se evaluo la precision del método a través de los estudios de repetibilidad y precision intermedia. La
repetibilidad se estudid sobre la base de 3 determinaciones al 100 % de la concentracion. Se
determinaron los valores medios, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

El estudio de precision intermedia se realizé por dos analistas, a tres niveles de concentracion, tres
dias diferentes, en el mismo laboratorio.

Criterios: Repetibilidad (C.V =< 2,0 para métodos cromatograficos y C.V < 3,0 para métodos
espectrofotométricos). Precision intermedia (t calculada debe ser menor t tabulada; F calculada debe
ser menor F tabulada), para un nivel de confianza de 95 % *”.

Especificidad

Con el objetivo de evaluar la especificidad del método por CLAR se analiz6: la sustancia de referencia
guimica de aciclovir; el placebo; la muestra y muestras sometidas a condiciones drasticas tales como:
hidrolisis acida (HCL 1N), hidrolisis basica (NaOH 1 N), oxidacion con peréxido de hidrégeno 1 % viv
reflujados por 1 hora, luz natural y temperatura, durante 7 dias.

Criterios: No se debe obtener sefiales del placebo, ni de los productos de degradacion en la zona de
elusion del ingrediente activo®”.

Para el estudio de especificidad del método por espectrofotometria, se analizaron muestras de
sustancia de referencia quimica de aciclovir placebo y muestras de producto terminado, midiéndose
los espectros de absorcion de 240 a 300 nm.

Criterios: No se debe obtener sefiales del placebo, a la longitud de onda donde absorbe la sustancia
de referencia quimica de aciclovir*”.

Comparacion estadistica entre métodos

Con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas entre los resultados obtenidos al
aplicar ambos métodos en el control de la calidad del producto terminado, se realizd la comparacion
estadistica a través de la prueba de t- Student y se realizaron seis réplicas de cada uno.

Criterio de aceptacion: t calculada < t tabulada.
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RESULTADOS

Los resultados de los estudios de linealidad realizados por ambos métodos se reportan en la tabla 1.

Tabla 1. Linealidad del método

Parametros Resultados Limites
CLAR uv
Ecuacién de larecta | Y =0,9984 X + 1,27.10* | Y= 0,0084 x+0,0056 Y= bX+a
Coeficiente de
regresion lineal r=0,999 r=0,999 r=0,990
Coeficiente de
determinacién r’ = 0,998 r* = 0,998 r*> 0,980
Significacion estadistica de la varianza de la pendiente (b)
Desviacién estandar

relativa de la
pendiente (%)

Coeficiente de variacién de los factores

Sb rel(%) = 1,87

Sb rel(%) = 1,49

Sb rel(%) < 2,0%

Coeficiente de

de respuesta

variacion del factor

CVi=4,24
de respuesta (%)

CVf = 1,67 CVf < 5,0%)

En la tabla 2, se reflejan los resultados de los estudios de exactitud.

Tabla 2. Exactitud de los métodos

Resultados Criterios de
CLAR uv aceptacion
o = 99,07 total = 98,14 % 1 98,0 —102,0 %
%
CV ot = 0,91 % CVv=20%
CV ota = 0,71 %
t carc. = 1,968
t care = 2,184 t 1. = 2,306 t caic < tiap
t = 2,306
G cac- = 0,705
G cac= 0,635 G . = 0,797 G cac < G 1ap
G tap = 0,797

Los valores de los coeficientes de variacion, en los estudios de repetibilidad evaluados, fueron de
1,85 %y 2,86 %, para los métodos cromatografico y espectrofotométrico, respectivamente.
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Los estudios de precision intermedia, para cada método analitico evaluado se reportan en la tabla 3.

Tabla 3. Precision intermedia de los métodos

Pruebas Concentracion CLAR uv Limites
Dia Analista Dia Analista
80% 458 412 4,58 4,12
. Fexp< Ftab
100% 4,92 4,92
Fischer 00% 3,55 9 3,55 9 Ftab: 5.05
120% 2,08 3,40 2,08 3,40
80% 1,256 1,234 1,437 1,213
i o texp< ttab
t- Student 100% 1,153 1,379 1,649 | 1,449 |- o 101
120% 1,186 1,426 1,697 1,652

En las figuras 1 y 2, se muestran los resultados de los estudios de especificidad para el método por
CLAR y de espectrofotometria ultravioleta, respectivamente.
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Figura 1. Especificidad del método cromatogréfico. A- Cromatograma de la muestra placebo. B-
Cromatograma de la solucion de referencia quimica. C- Cromatograma de la solucion de Guanina. D-
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Cromatograma de la muestra. E- Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis basica. F-
Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis acida. G- Cromatograma de la muestra sometida a
oxidacion.
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Figura 2. Especificidad del método espectrofotométrico

En la tabla 4, se muestran los resultados de la comparacion estadistica realizada entre ambos

métodos.

Tabla 4. Comparaciéon entre métodos

Métodos Resultados Limites
X=100,10 %
CLAR
S=0,387
t cal < t tab
X=99,79 %
uv
S=0,709
two (11; 0,05) = 2,20
t-Student 0,936
DISCUSION

Validacion de los métodos analiticos
Linealidad
Los valores obtenidos de los coeficientes de regresion y de determinacion resultaron cercanos a la

unidad, mayores a los regulados: 0,99 y 0,98, respectivamente, demostrando la existencia de

8
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correlacion con una probabilidad elevada, asi como el grado de relacion entre las variables
concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado. Las desviaciones estandares relativas
de las pendientes (Sb rel) y los coeficientes de variacion del factor de respuesta (CVy) fueron
inferiores al criterio establecido como maximo para estos indicadores: 2,0 y 5,0 %, respectivamente,
ambos son considerados estimadores puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. Los valores
obtenidos de los CV;, demostraron que existe variabilidad en la relacion respuesta y concentracion
para cada nivel evaluado. Los resultados obtenidos demuestran la linealidad del método propuesto*”.
Exactitud

En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los resultados de la exactitud al
aplicar la prueba de Cochran se obtuvo que las G calculadas fueron menores que la G tabulada para
una probabilidad de 0,05, k=3 y n=3; por lo tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas
son equivalentes indicando que la concentracion no influye en la variabilidad de estos. Al realizar la
prueba de significacion entre la recuperacion media y el 100 % de recuperacién, con un coeficiente de
variacion de 0,05 %, se obtuvo valores de t calculadas menores que la -t tabulada. En el rango
seleccionado en el estudio de exactitud, los valores de porcentaje de recobro estan dentro de los
limites establecidos para los métodos cromatogréficos (98,0 — 102,0 %) y los valores de los
coeficientes de variacion, para cada uno de los niveles de concentracion estudiados, fueron menores
que el 2,0 %*".

Precision

En los estudios de la repetibilidad se alcanzaron coeficientes de variacion adecuados lo que
demuestra la buena precision de los métodos segun el limite para los métodos cromatograficos CV <
2,0% y espectrofotométrico CV < 3,0%.

Los valores que se obtienen de las pruebas de Fischer y t - Student, para los estudios de la precisién
intermedia demuestran que no existen diferencias significativas entre las determinaciones alcanzadas
por los analistas en diferentes dias para una probabilidad de 0,05%, ya que los valores de F calculada
son menores que la F tabulada. Al realizar la prueba de t- Student los valores calculados resultaron
menores que el tabulado para una probabilidad de 0,05, lo cual demuestra que no existen diferencias
significativas entre las medias obtenidas, con un nivel de significacién de un 5,0 %, en cada uno de
los métodos evaluados®”.

Especificidad.

En la especificidad de ambos métodos se analizé la sustancia de referencia quimica de aciclovir, el
placebo, la muestra de producto terminado aciclovir 200 mg/5 mL polvo para suspension y las
muestras sometida a condiciones drasticas.

Los resultados obtenidos en las Figuras 1 y 2, demuestran la especificidad del método para ser

9
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aplicado al control de la calidad por no presentarse interferencias de los excipientes de la formulacion
en la determinacion del IFA en el producto terminado por ambos métodos.

Los cromatogramas de las muestras sometidas a condiciones drasticas, demuestran que los
productos de degradacion no interfieren en la determinacion del IFA, porque no eluyen al mismo
tiempo de retencion del aciclovir, observandose la disminucién de la sefial correspondiente al aciclovir
y la aparicion de picos secundarios a otros tiempos de retencion (tr).

Por tanto, queda demostrada la especificidad del método analitico para el control de la calidad y el
estudio de estabilidad del aciclovir polvo para suspensién, ya que no se evidenciaron interferencias
de los excipientes de la formulacion, ni de los productos de degradacion del aciclovir®”.

Comparacion de métodos

No se observaron diferencias significativas entre las medias obtenidas para cada método empleado,
cumpliéndose con el criterio de aceptacion establecido. Por tanto, se pueden emplear indistintamente
ambos métodos, ya que no existen diferencias entre ellos. Al ser considerado el método
espectrofotométrico un método sencillo, rapido y menos laborioso puede establecerse el mismo como
un método alternativo aplicable al control de la calidad del aciclovir polvo para suspension oral;
mientras que el método cromatografico pudiera emplearse en los estudios de estabilidad del producto
terminado por ser una método altamente especifico.

Los métodos analiticos validados para el aciclovir polvo para suspensién, resultaron lineales, exactos,
precisos y especificos en el rango de concentraciones estudiadas.

Se demostrd que no existian diferencias significativas entre ambos métodos analiticos, pudiéndose

emplear ambos métodos en el control de la calidad del producto terminado.
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