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RESUMEN

Se validaron los métodos analiticos alternativos para el control de proceso de
fluorouracilo 500 mg, doxorrubicina 50 mg y metotrexato 50 mg por
espectrofotometria, por ser estos métodos mas sencillos, econémicos, que permiten
controlar la calidad de los medicamentos en el analisis de control de proceso. Las
curvas de calibracion del fluorouracilo, la doxorrubicina y el metotrexato, se
realizaron en el intervalo de 60 al 140 %, donde fueron lineales con coeficientes de
correlaciéon iguales a 0,9998; 0,9999 y 0,9999, respectivamente; la prueba
estadistica para el intercepto y la pendiente se consideraron no significativas. Se
obtuvieron recobrados del 99,97, 99,08 y 99,35 %, respectivamente en el intervalo
de concentraciones estudiado, y las pruebas de Cochran y t de Student resultaron
no significativas. Los coeficientes de variacion de los estudios de la repetibilidad
fueron inferiores al 3 % para las 6 réplicas ensayadas, mientras que en los andlisis
de la precision intermedia las pruebas de Fischer y t de Student indicaron
diferencias no significativas. Los métodos resultaron especificos, lineales, precisos y
exactos en el intervalo de concentraciones estudiadas.
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ABSTRACT

Alternative analytical methods were validated for the process control of 500 mg
florouacil, 50 mg doxorrubicin and 50 mg methotrexate by spectrophotometry
because of they are more simple and economic allowint to control the drugs quality
in process anaslysis control. Calibration curves of fluorouracil, doxorrubicin and
methotrexate were plotted in interval from 60 to 140 %, where there were linear
with correlation coeficients similar to 0.9998, 0.9999 and 0.9999, respectively;
statistical text for intercept and slope were considered as non-significant.
Recoveries of 99.97, 99.98 and 99.35 % were achieved, respectively in study
concentration interval and Cochran and t-Student tests were also non-significant.
Methods were specific, linear, precises and exacts in interval of study
concentrations.

Key words: Spectrophotometry, doxorrubicin, methotrexate, fluorouracil,
injectable.

INTRODUCCION

El fluorouracilo, la doxorrubicina y el metrotexato inyectable se indican para el
tratamiento de diferentes variedades de cancer entre los que se pueden citar:
carcinoma colorectal, de mama, gastrico, pancreético, de vejiga, prostatico,
carcinoma epitelial de ovario, cervical y hepatico, leucemia linfoblastica (linfocitica)
aguda, leucemia mieloblastica (mielocitica) aguda, entre otros.*

La espectrofotometria es un poderoso instrumento en una variedad de problemas
analiticos. Aungque en muchas ocasiones tiene el inconveniente de la falta de
especificidad, debido a la interferencia con los productos de degradacion, los cuales
en ocasiones pueden presentar un espectro idéntico al componente sin degradar, y
en otras las concentraciones a determinar son muy pequefias y estan por debajo
del limite de sensibilidad del método o dentro de su error experimental .

La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas
de que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado esperado.*
® Los parametros analiticos que pueden ser considerados en la validacion de un
método analitico, segun se expresa en la United States Pharmacopoeia (USP 31),
son exactitud, precision, especificidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion,
linealidad, intervalo, tolerancia y robustez.

El presente trabajo tiene como objetivo validar los métodos analiticos por
espectrofotometria ultravioleta visible, que se utilizan para el control de proceso de
3 formulaciones de citostaticos inyectables: fluorouracilo 500 mg/bbo,
doxorrubicina 50 mg/bbo, metotrexato 50 mg/bbo.
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METODOS

Métodos de analisis para el control de proceso

Las sustancias de referencia quimica de fluorouracilo, doxorrubicina y metotrexato
fueron suministradas por el grupo de sustancias de referencia del Centro de
Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), La Habana, Cuba), las cuales
fueron analizadas por el método cromatografico establecido para realizar el control
de la calidad de la materia prima con purezas de 99,6; 99,2; 99,4 %,
respectivamente.

Para el analisis del fluorouracilo se prepard la sustancia de referencia quimica y las
muestras a una concentracion de 50 mg/mL, disueltas en acido clorhidrico 0,1 N.
Mientras que para la determinacién de doxorrubicina en el control de proceso la
sustancia de referencia quimica y las muestras se prepararon a una concentracion
de 0,02 mg/mL, disueltas en agua destilada.

Para el andlisis del metotrexato se prepararon la sustancia de referencia y las
muestras a una concentracion de 0,05 mg/mL, disueltas en una mezcla de fosfato
de sodio dibasico 0,2 M y acido citrico 0,1 M en proporcion (63:37); ajustado a pH
6,0. Posteriormente se mezcla la solucidon anterior con acetonitrilo en proporcién
(90:10).

Los analisis de control de proceso de los inyectables se realizaron empleando un
espectrofotémetro UV-VIS (Spectronic® Génesis™ 2PC, Japén) con las siguientes
condiciones: cubetas: cuarzo; paso 6ptico de luz: 1 cm. En la tabla 1 se muestran
las longitudes de onda y las soluciones blancos empleadas para cada uno de los
productos objeto de estudio.

Tabla 1. Condiciones para realizar los analisis

Producto Blanco Longitud de onda

{rm;
Fluorouracilo Acido clorhidrico 266
Doxarrubicina agua destilada 495
Metotrexato Diluente 304

Validacién de los métodos analiticos

Las validaciones fueron realizadas segun la categoria | (USP 31); se evaluaron los
parametros que a continuacion se describen.

Linealidad
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Para el andlisis de la linealidad se realizaron a través de modelos de 3
determinaciones individuales para 5 concentraciones diferentes que representan el
50, 80, 100, 120, y 150 % de la concentracion tedrica declarada. Se determinaron
las ecuaciones de las rectas, los coeficientes de correlacion, las pruebas de
significacion estadistica de la pendiente Sb rel(%0), los coeficiente de variaciéon de
los factores de respuesta y los ensayos de proporcionalidad.

Exactitud

El andlisis de exactitud se realizé con el empleo del método de adicién de
concentraciones conocidas de sustancias de referencia quimica a los placebos; se
realizaron los modelos de 3 réplicas para 3 concentraciones diferentes: 80, 100,
120 %; se determinaron los porcentajes de recuperacion, las desviaciones estandar
y los coeficientes de variacion. Se analizaron los datos mediante la prueba de
Cochran con vistas a comprobar si la variacién de la concentraciéon producia
diferencias significativas en los resultados y la prueba t de Student para determinar
diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 % de recuperacion.

Precision

El estudio de la precision se realizé6 mediante la evaluacion de la repetibilidad y la
precision intermedia del método. La repetibilidad se analizé6 mediante la evaluacion
de 6 réplicas; de determinaron los valores medios, las desviaciones estandar y los
coeficientes de variacion de los 3 métodos.

De igual manera para el ensayo de la precision intermedia se emplearon 2 analistas
en 2 dias diferentes. Se aplicaron las pruebas de Fisher y t de Student para
determinar si existian diferencias significativas al variar las condiciones de analisis.

Especificidad

Para el estudio de especificidad se analizaron: las sustancias de referencia de
fluorouracilo, metrotexato y doxorrubicina; el placebo; las muestras de producto
terminado.

Criterio de aceptacion: El valor de absorbancia del blanco muestra debia ser menor
del 1 % con respecto a los valores de absorbancia de las muestras y las sustancias
de referencia quimica.

RESULTADOS

Los valores de absorbancia determinados en los estudios de especificidad de los
meétodos por espectrofotometria, realizado para cada uno de los productos objeto
de estudio, con el empleo del blanco muestra se encontraron entre 0,001 y 0,003.
Se demostr6 que los excipientes de las formulaciones no absorben a la longitud de
onda del maximo de absorciéon de los principios activos.

En la_tabla 2 se reportan los resultados de los estudios de la linealidad del sistema,
para el fluorouracilo, doxorrubicina, metotrexato; los coeficientes de regresion
lineal fueron de 0,9999; 0,9998 y 0,9999, respectivamente, y los coeficientes de
variacion del factor de respuesta resultaron iguales a 2,38; 4,89 y 2,84 %.
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Los resultados de los estudios de precision de los métodos desarrollados aparecen
reportados en la tabla 3. En los estudios de repetibilidad realizados, para el
fluorouracilo, doxorrubicina, metotrexato, las medias obtenidas resultaron de
101,96; 95,4 y 98,5 %, y los coeficientes de variacion fueron de 0,31; 0,39 y 0,62
%, respectivamente, mientras que los valores de F calculadas y los valores de t
calculadas fueron menores que los valores tabulados, para un 95 % de confianza,
para cada uno de los niveles estudiados.

En la tabla 4, aparecen reportados los resultados de los estudios de exactitud, para
el fluorouracilo, doxorrubicina, metotrexato. Las recuperaciones medias fueron de
99,08; 99,97 y 99,35 %, respectivamente, y los valores de t calculadas (1,987;
2,109y 1,857) y de G calculada (0,798; 0,733 y 0,625) resultaron menores que los
valores tabulados, para un 95 % de confianza, t tabulada 2,306 y G tabulada
0,871.

DISCUSION

Los valores de los estudio de especificidad de los métodos espectrofotométricos
demostraron que las sustancias auxiliares a las longitudes de onda
correspondientes a los maximos de absorcién de los principios activos no
interfieren, ya que los valores de absorbancias de los blancos muestras
corresponden al 1 % en relacién con los valores de los principios activos en las
muestras. No se evidencié interferencia de los excipientes utilizados en ninguna de
las 3 formulaciones: fluorouracilo (hidréxido de sodio, agua para inyeccioén),
doxorrubicina (cloruro de sodio, acido clorhidrico, agua para inyeccion),
metotrexato (cloruro de sodio, hidréxido de sodio, agua para inyecciéon); por tanto,
son adecuados para el control de proceso del producto terminado, lo que permite la
toma de decisiones antes de realizar el envasado del producto terminado. Estos
métodos resultan de gran utilidad en el control de proceso ya que son rapidos,
sencillos y baratos, y permiten el control de la calidad del producto en proceso,
resultan confiables para estos fines ya que en el proceso de elaboracién de los
medicamentos objeto de estudio se demostré que no se afectan, ni degradan
durante el proceso de fabricacién. Solo se aplicarian estos métodos para el control
de proceso, porque para el control de la calidad y el estudio de estabilidad se
emplean los métodos cromatogréficos reportados en el literatura.*®

Los resultados del estudio de linealidad (tabla 2) probaron que los métodos
cumplen con los parametros establecidos; los coeficientes de correlacion de las
rectas de regresion son mayor que 0,999, para los 3 métodos, los factores
respuestas son semejantes entre si, similares al valor de la pendiente de la recta de
regresion y el coeficiente de variacién de estos menores que 5 %. Al aplicarse la
prueba de proporcionalidad este resulté no significativo (Sgei < 2,0 %) vy el
intervalo de confianza del intercepto incluye el valor cero en cada método.**

Los ensayos de precision (tabla 3) indicaron que no existian diferencias
significativas entre las precisiones alcanzadas por ambos analistas, en dias
diferentes, ni en las medias obtenidas por ellos. Los valores que se obtienen en el
estudio de precision intermedia, de las pruebas de Fischer y t de Student, para el
estudio de la precision intermedia demuestran que no existen diferencias
significativas entre las precisiones y las medias alcanzadas por los analistas en
diferentes dias para una probabilidad de 0,05.°
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El estudio de la exactitud (tabla 4) demostré que los métodos cumplen con los
requisitos establecidos para este estudio. Los valores de recuperacion media se
encuentran dentro de los limites establecidos (98-102 %), con coeficientes de
variacion adecuados. Los valores de t experimental fueron menores que el tabulado
para un 95 % de confianza y g.l. 8, lo que sefiala que los métodos son exactos, con
una certeza del 95 %, para la cuantificacién de los principios activos y que no
existieron desviaciones por exceso o por defecto. Tampoco el factor concentracion
influy6 en la variabilidad de los resultados pues los valores de G exp fueron
menores que el tabulado para una probabilidad de 0,05, k= 3y n= 3.°

En conclusién, los métodos analiticos espectrofotométricos validados, por
espectrofotometria, para los controles de procesos de los 3 inyectables
fluorouracilo, doxorrubicina, metotrexato resultaron especificos, lineales, precisos y
exactos en el intervalo de concentraciones establecido y pueden establecerse como
método de control de proceso de los medicamentos.
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Tabla 2. Estudio de linealidad

Parametros Doxarrubicing Fluorouracilo Metotrexato Limites
. ¥=0,01850 = ¥= 0,058 4 ¥=10,1178 »
= bx+
Ecuacitn de la recta + 00398 + 0,03 + 0,03 W= h¥+a
Coeficiente de regresion r= 0,9998 = 0,9999 = 0,999 r = 0,990
lineal
Coeficiente de r2= 0,9996 r2= 10,9998 r2= 0,99498 r2 = 0,980

determinacion

Significacion estadistica de |a varianza de la pendiente (b)

Desviacion estandar

relativa de la pendiente Sb rel{%)= 0,86 Sbrel{%)= 0,50  Sbrel{%)= 0,79 |Sbrel{(%)=2 %

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Coeficiente de variacian

del factor de respuesta C¥E= 4,89 % C¥E= 2,38 % CWp= 2,84 % CVF< 5 %

¥: absorbancia; x: concentracion; b: pendiente; a: intercepto; r: coeficiente de regresion
lineal; r2: coeficiente de determinacion; Sb rel: desviacion estandar relativa de la
pendiente; C¥r: coeficiente de variacion del factor de respuesta.

Tabla 3. Estudios de la precision intermedia de los meétodos analiticos

Doxorruhbicina Fluorouracilo Metotrexato Limites
Entre analistas: Entre analistas: Entre analistas:
tcal= 0,79 tcal= 0,27 tcal= 0,75 tcal £ ttab
ttab(s %)= 2,07 ttab(s %)= 2,07 | ttab (5 %)= 2,07 Fcal £ Ftah

Fcal= 0,89
Ftab (5 %)= 2,97

Entre dias:
tcal= 0,52
ttab (5 %)= 2,07

Fcal=10,71
Ftab (& %= 2,97

Fcal= 1,95
Ftab (5 %)= 2,97

Entre dias:
tcal=0,17
ttab (5 9%:)= 2,07

Fcal= 1,12
Ftab (& %= 2,97

Fcal= 1,13
Ftab (5 %)= 2,97

Entre dias:
tcal=0,23
ttab(5s %)= 2,07

Fcal= 1,01
Ftah (& %)= 2,97

tcal: t calculada; Fcal: F calculada; tab: t tabulada; Ftab: F tabulada,
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Tabla 4. Estudio de eractitud

Doxorrubicina Fluorauracilo Metotrexato Limites

Rmedia= 99,97 %  Rmedia= 99,08 % | R media= 99,35 % | 98,0-102,0 %

tcalc= 2,109 tcalc= 1,987 tcalc= 1,857 tcal = ttab
ttab= 2,306 ttab= 2,306 ttab= 2,306
Goalc=0,733 Goalc= 0,798 Groalc= 0,625 Goal = Gtab
Gtabh= 0,871 Gtabh= 0,871 Gtabh= 0,871

Rmedia: recuperacion media; tcal: t calculada; tab: t tabulada; Geal: G calculada;
Gtab: G tabulada; %: los datos corresponden al porcentaje de recuperacion.
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