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Resumen

Se validaron 2 métodos analiticos por espectrofotometria ultravioletay por cromatografia liquida de alta resolucion
parael control delacalidad y el estudio de estabilidad, respectivamente, en e colirio deidoxiuridina0,1 %. En la
validacion se evaluaron los parametros de especificidad para estos fines, linealidad del sistema, exactitud y
precision expresada en sus 2 formas: repetibilidad y precision intermedia. Los métodos analiticos resultaron ser
especificos, lineales, precisos, exactos en €l intervalo de concentraciones estudiadas.
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La idoxiuridina es un agente antiviral que actia mediante la inhibicion del &cido desoxirribonucleico de los virus, tales
como: adenovirus, citomegalovirus y vaccinia. Comercialmente existen 3 formas farmacéuticas de presentacion:
colirio, ungiiento y jalea indicadas en el tratamiento de infecciones virales del érgano ocular, dérmicas y
estomatoldgicas.1.2

La USP 26 reporta para este medicamento un método por cromatografia liquida de alta resolucién para la
cuantificacion de la idoxiuridina, donde se utiliza una columna RP-18 y deteccion ultravioleta a una longitud de onda
fija de 254 nm, utilizado en el estudio de estabilidad del producto por ser el capaz de determinar el principio activo en
presencia de los productos de degradacion.3 Como el método analitico reportado es muy costoso, se desarrolla un
meétodo analitico espectrofotométrico para el control de la calidad del producto terminado por ser sencillo, econémico
y rapido.

El desarrollo de técnicas o métodos analiticos o la adecuacion de algunos ya reportados es un problema cotidiano.
Siempre que esto suceda se exige como parte integral del estudio, la validacion del método en cuestion. La
validacion proporciona un alto grado de confianza y seguridad del proceso productivo o del método analitico, asi

como también en la calidad de los resultados.4

Los parametros analiticos que pueden ser considerados en la validacion de un método analitico, segun se expresa
en la USP 26, son exactitud, precision, especificidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion, linealidad, rango,

tolerancia y robustez.5.6

El objetivo de este trabajo fue la validacion de los métodos analiticos para el control de la calidad y estudio de
estabilidad en el colirio.

Métodos
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La sustancia de referencia de idoxiuridina fue suministrada por el area de Materiales de Referencia Quimica del
Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). El producto terminado en forma de colirio, fue
elaborado en la Empresa Farmacéutica “Julio Trigo”.

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad puro para analisis.

En el desarrollo del método analitico por espectrofotometria ultravioleta se utilizé un espectrofotométro SpectronicD
Génesis™ 2PC. Para la seleccion adecuada de la longitud de onda a utilizar, se realizaron previamente espectros,
en la zona de 200 a 400 nm, de sustancia de referencia, materia prima de idoxiuridina, producto terminado y
placebo, disueltos en hidréxido de sodio 0,01 N; se observé un maximo de absorbancia a 278 nm.

La solucién de referencia se obtiene disolviendo idoxiuridina sustancia de referencia en hidroxido de sodio 0,01 N
hasta obtener una concentracion de 40 pg/mL aproximadamente.

En la preparacion de la solucion de ensayo para la valoracion se disuelve una alicuota de la muestra del colirio en
hidréxido de sodio 0,01 N hasta una concentracion de alrededor de 40 pug/mL. Se lee a 278 nm contra un blanco de
hidroxido de sodio 0,01 N.

Con el objetivo de evaluar la especificidad del método se prepararon muestras de sustancia de referencia quimica,
placebo, muestra de idoxiuridina colirio, muestras sometidas a condiciones drasticas, y se realizd un scanning de las
soluciones entre 200 y 400 nm.

Para el estudio de la linealidad de la respuesta del detector se preparé una curva de calibracién con solucion patrén
de idoxiuridina que representa del 60 al 140 % de la concentracion tedrica del principio activo en el colirio.

Se realizo el calculo de la precision del método expresada en sus 2 formas: repetibilidad y precision intermedia. La
repetibilidad se realizé sobre la base de 6 determinaciones y se estudié la precision intermedia mediante las
valoraciones por 2 analistas y en diferentes dias.

Con el objetivo de determinar si existen diferencias significativas entre los resultados analiticos obtenidos por el
método desarrollado y el método reportado, se realizé un estudio estadistico.

Para el estudio de la exactitud se empled el método de recuperacion, se prepararon muestras placebos por
triplicado, adicionando a estas concentraciones conocidas de idoxiuridina que correspondian al 80, 100 y 120 % de
lo declarado de principio activo.

Se determiné también para el ensayo de exactitud, la influencia del factor concentracién en los resultados, mediante
la prueba de G de Cochran.

El método por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) para cuantificar la idoxiuridina en el estudio de
estabilidad del colirio, se basa en la separacion de este en una columna cromatografica con deteccién ultravioleta y
la cuantificacion de esta frente a una muestra de referencia mediante el método del patron externo.

En el ensayo se emple6 un cromatégrafo (KNAUER) con detector UV/VIS (KNAUER) ajustado a 254 nm, un
dosificador (Loop) de 20 pL e integrador (SHIMADZU CR 8 A). La separacion se realizo isocraticamente sobre una
columna Lichrospher 250 x 4 m, RP 18, 5 um. La fase movil utilizada consistié en una mezcla desgasificada de 2
componentes, metanol:agua de proporcion (13:87) con una velocidad de flujo de 1,7 mL/min.”

Para el andlisis se disolvié una cantidad exacta del estandar de referencia de modo que se obtuviera una solucion
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con una concentracion final de 400 pg/mL. Las muestras fueron preparadas de forma similar.

Con el objetivo de evaluar la especificidad del método se analiz6 una muestra placebo y una muestra sometida a
condiciones drésticas tales como: hidrdlisis acida HCL 3 N, hidrdlisis basica NaOH 3 N, oxidacion H,0O,, durante 7
dias.

Para el estudio de la linealidad de la respuesta del detector se prepar6 una curva de calibracion con soluciones
patron de idoxiuridina que representan del 60 al 140 % de la concentracion tedrica del principio activo en el colirio.

Se evalud la precision del método. La repetibilidad se estudié sobre la base de 6 determinaciones y se efectuaron
valoraciones por 2 analistas en 2 dias diferentes para comprobar la precisién intermedia del método.

En el estudio de la exactitud y linealidad del método se emple6 el método de recuperacion, para lo cual se
prepararon muestras con diferentes niveles de idoxiuridina que representaban el 80, 100 y 120 % de la
concentracion tedrica del principio activo en el inyectable, segun la formulacion propuesta.

Resultados
Validacion del método para el control de la calidad

En el resultado obtenido del estudio de especificidad del método no se observa absorcion a la longitud de onda
donde se lee la muestra, el placebo y la sustancia de referencia quimica. Sin embargo, se observa absorcion a la
longitud de onda donde leen las muestras sometidas a condiciones drasticas.

En la tabla 1 se reportan los resultados del estudio de la linealidad del sistema.

TABLA 1. Estudio de la linealidad del sistema

Parametros Resultados Limites
uv HPLC
Ecuacion de la recta y=0,06128 +5,54326 E-5 x y=0,02412 x +1,10614 E-7 r= y=ax+bh
0,99813

r =0,99908 r=0,99000
Prueba de linealidad CV¢i=1,71% CVi=2,44% CV;<5,0 %
Prueba de tealc= 1,28 tealc= 2,70 tecalc < ttap
proporcionalidad

ttab: 3,18 ttab: 3,18

El resultado del estudio de precision del método desarrollado aparece reportado en la tabla 2.

TABLA 2. Estudio de la precision del método analitico
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Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
(%) (%) (%) (%)
100,8 99,8 103,3 101,9
100,4 100,5 101,12 102,3
99,9 100,1 102,9 100,8
101,3 102,3 101,1 101,5
102,3 101,8 102,5 102,5
101,9 101,0 101,2 101,8
Media= 101,1 % Media= 100,9 % Media= 102,0 % Media= 101,8 %
CVv=0,90 % CV=0,96 % CV=0,98 % CV=0,59 %
CV<15% CV<15% CV<15% CV<15%
teq= 1,81 Fea= 1,21
tiap= 2,33 Fiap= 5,05

Al analizar los resultados obtenidos por el método desarrollado y el reportado, se demuestran que no existen
diferencias significativas, t.5= 1,98 y t;op= 2,33.

En la tabla 3 aparecen reportados los resultados obtenidos del estudio de exactitud.

TABLA 3. Resultados de estudio de exactitud

Parametros |Resultados ILimites
|(OAY4 HPLC
Ecuacion de la recta y=-0,00745 x + 0,07136 r= y=0,9815 x + 0,0136 y=ax+b
0,99952
ir=0,9994 r =0,99000
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Prueba de linealidad CV;=2,61% CVi= 1,58 % IcV<5,0%
Recuperacion media 99,8 % 100,5 % 98,0-102,0 %
Prueba de fteaic= 0,935 iteaic= 2,85 itcaic < ttan
proporcionalidad

ltiap= 3,18 itiap= 3,18
Influencia del factor Gealc= 0,6978 Gealc= 0,8019 Gealc < Gtab
concentracion

Giap= 0,871 Giap= 0,8709

Validacion del método para el estudio de estabilidad

La figura muestra los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método. Como se observa en el
cromatograma correspondiente a la muestra placebo (A) no se obtuvo ninguna sefial en la zona de interés, al ser
comparado con la sefial obtenida para la solucion estandar de referencia (B) y de la muestra de idoxiuridina en el
colirio (C), lo cual indica que los excipientes o sustancias auxiliares de la solucién no interfieren en la determinacion
del principio activo. En cuanto a las muestras sometidas a condiciones drésticas de hidrdlisis bésica, acida y
oxidacion se observan en los cromatogramas (D, E, F) la aparicion de picos secundarios, atribuible a un posible
producto de degradacion, el cual no interfiere en la determinacién del principio activo.

L
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A: cromatograma del placebo; B: cromatograma de la solucién de referencia quimica; C; cromatograma de la
muestra; D: cromatograma de la muestra degradada por hidroélisis 4cida; E: cromatograma de la muestra degradada
por hidrélisis basica; F: cromatograma de la muestra degradada por oxidacion.

FIG. Resultados del estudio de especificidad del método.

En la tabla 1 se reportan los resultados del estudio de la linealidad del sistema.

El resultado del estudio de precision del método desarrollado aparece reportado en la tabla 4.
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TABLA 4. Estudio de la precision del método analitico

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1l Dia 2
(%) (%) (%) (%)
99,5 99,4 97,9 97,3
96,8 97,3 97,3 97,0
98,1 97,9 96,6 96,8
95,8 95,6 95,6 95,6
97,3 96,3 95,2 96,4
96,1 96,8 95,4 95,1
Media= 97,2 % Media= 97,0 % Media= 96,3 % Media= 96,5 %
CV=141% CV=1,36 % CV=1,15% CVv=0,88 %
CV<l5% CV<1l5% CV<l15% CV<l15%
t.g= 1,81 Fea= 1,21
tiap= 2,33 Fiap= 5,05

En la tabla 3 aparecen reportados los resultados obtenidos del estudio de exactitud
Discusion
Validacion del método para el control de la calidad

El resultado obtenido del andlisis de la muestra placebo, la solucién de referencia y la muestra del producto
terminado indica que los excipientes o sustancias auxiliares de la solucién no interfieren en la determinacion del
principio activo; con estos resultados se demuestra la especificidad del método para el control de la calidad al no
observarse absorbancia del placebo a la longitud de onda maxima del principio activo. Sin embargo, al presentarse
interferencias en los andlisis de las muestras sometidas a condiciones drasticas, se considera que el método no es
especifico para el estudio de estabilidad del colirio.

La curva de calibracion resulto ser lineal. Al aplicar la prueba del intercepto, este resulté ser no significativo ya que la
t.aic fue menor que la ti,, En la prueba de linealidad mediante el coeficiente de variacion de los factores de

respuesta CV; se obtuvo un coeficiente de variacion menor del 5 %, lo que demuestra la adecuada linealidad de

acuerdo con el limite establecido, por lo que se establece el cumplimiento de la linealidad en el intervalo de
concentracion estudiado.
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En el estudio de la repetibilidad se alcanz6 un coeficiente de variacion adecuado lo que nos asegura la buena
precision del método. En los valores obtenidos para el estudio de la precision intermedia no existen diferencias
significativas entre las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias para una probabilidad de 0,05 %
ya que el valor de F4 . €s menor que la Fy,. Al realizar la prueba de la t de Student el valor calculado resulto ser

menor que el tabulado, por lo que no existen diferencias significativas entre las medias alcanzadas con un nivel de
significacion del 5 %.

En el estudio de comparacion estadistico del método analitico desarrollado y reportado se verificd que no existen
diferencias significativas entre los resultados obtenidos, porque al realizar la prueba dela t de Student el valor
calculado resulté ser menor que el tabulado.

En el rango seleccionado en el estudio de exactitud, los valores de porcentaje de recobro estuvieron dentro de los
limites establecidos para los métodos espectrofotométricos (98-102 %) y los valores del coeficiente de variacion para
cada uno de los niveles de concentracion estudiados resultaron ser menor que el 5 %. En la influencia del factor
concentracion sobre la variabilidad de los resultados de la exactitud al aplicar la prueba de Cochran se obtuvo que
Gexp fue menor que la Ggp; por tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes e indican
gue la concentracion no influye en la variabilidad de estos. No existen diferencias significativas entre las
recuperaciones medias y el 100 % de recuperacion al aplicar la prueba de la t de Student, ya que la t.,,. fue menor
que la ti,p, por lo que el método es exacto. La curva de recuperacion reportada de miligramos tedricos contra los
miligramos practicos demostrd un comportamiento lineal. La prueba de significacion del intercepto resulté no
significativa y el valor de la pendiente no difiere significativamente de la unidad. Los valores alcanzados de la
pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacién demostraron la exactitud y linealidad del método.

Validacion del método para el estudio de estabilidad

Los resultados obtenidos del analisis de la muestra placebo, la solucién de referencia, la muestra del producto
terminado y la muestra degradada por hidrolisis acida HCI 3 N, hidrdlisis basica NaOH 3 N y oxidacion H,0,,

durante 7 dias (fig.), demuestran la especificidad del método al no presentarse interferencias de picos adicionales en
la zona de elucion del producto principal.

La curva de calibracion result6 ser lineal en un rango de concentraciones entre 240 y 560 pg/mL.

Al aplicar la prueba del intercepto, este resulto ser no significativo ya que la t;5 . fue menor que la tiy,. En la prueba
de linealidad mediante los coeficientes de variacion de los factores de respuesta CV;s se obtuvo un coeficiente de

variaciéon menor del 5 %, lo que garantiza la adecuada linealidad de acuerdo con el limite establecido, por lo que se
demuestra el cumplimiento de la linealidad en el intervalo de concentracion estudiado.

En el estudio de la repetibilidad se alcanz6 un coeficiente de variacion adecuado y la buena precision del método
segun el limite para los métodos cromatograficos CV < 2 %. En los valores obtenidos para el estudio de la precision
intermedia no existen diferencias significativos entre las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias
para una probabilidad de 0,05 %, ya que el valor de F,. €s menor que la Fiy,. Al realizar la prueba de la t de
Student el valor calculado resulté ser menor que el tabulado, por lo que no existen diferencias significativas entre las
medias alcanzadas con un nivel de significacion del 5 %.

En el rango seleccionado en el estudio de exactitud, los valores de porcentaje de recobro estuvieron dentro de los
limites establecidos para los métodos cromatograficos (98-102 %) y los valores del coeficiente de variacion para
cada uno de los niveles de concentracion estudiados resultaron ser menor que el 2 %.

En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los resultados de la exactitud al aplicar la prueba de
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Cochran se obtuvo que Ggy,, fue menor que la Gy, para una probabilidad de 0,05, k= 3'y n= 3; por tanto, las

varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes y nos indican que la concentracion no influye en la
variabilidad de estos.

No existen diferencias significativas entre la recuperacién media y el 100 % de recuperacion al aplicar la prueba de
la t de Student, ya que la t.,c fue menor que la t,, para 8 grados de libertad y una probabilidad de 0,05, por lo que el

método es exacto.

La curva de recuperacion reportada de miligramos tedricos contra los miligramos practicos demostré un
comportamiento lineal.

La prueba de significacion del intercepto resultd no significativa y el valor de la pendiente no difiere
significativamente de la unidad.

Los valores alcanzados de la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacién demostraron la exactitud y
linealidad del método.

En conclusién, los métodos analiticos validados para el control de calidad y el estudio de estabilidad del colirio de
idoxiuridina 0,1 % son adecuados para estos fines y resultaron ser lineales, precisos, exactos y especificos en el
rango de concentraciones estudiado.

Summary

Validation of the analytical methods for the quality control and the stability study of idoxuridine 0.1 % eye
drops

Two analytical methods were validated by ultraviolet chromatography and high performance liquid chromatography
for the quality control and stability study, respectively, in the idoxuridine 0.1 % eye drops. In the validation, there were
evaluated the parameters of specificity for these ends, system lineality, exactness and accuracy, which was
expressed in its 2 forms: repeatability and intermediate precision. The analytical methods proved to be specific,
lineal, precise and exact in the interval of the studied concentrations.

Key words: Idoxuridine, ultraviolet spectrophotometry, high performance liquid chromatography, quality control,
stability study.
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