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RESUMEN

El inyectable de ribavirina 100 mg/mL se emplea en la practica médica como
antiviral de amplio espectro, combinado de forma efectiva con el interferén alfa-2
beta, contra una gran variedad de virus DNA y RNA. En este trabajo se desarrolld y
validé un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucién, para el
control de la calidad y los estudios de estabilidad del inyectable de ribavirina 100
mg/mL. El método se basd en la separacion del principio activo a través una
columna cromatografica Lichrospher RP-18 (5 um) (250 x 4 mm), con deteccion
ultravioleta a 207 nm, para lo cual se empled una fase mévil compuesta por una
solucion de dihidrégeno fosfato de potasio 0,01 M a pH 4,5, con una velocidad de
flujo de 1,0 mL/min. La curva de calibracién se realizé en el intervalo de 60 al 140
%, donde fue lineal con un coeficiente de correlacion igual a 0,9996; la prueba
estadistica para el intercepto y la pendiente se considerd no significativa. Se obtuvo
un recobrado del 99,87 % en el intervalo de concentraciones estudiados y las
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pruebas de Cochran’(G) y Student s (t) resultaron no significativas. El coeficiente
de variacion en el estudio de la repetibilidad fue igual a 0,79 % para las 6 réplicas
ensayadas, mientras que en los analisis de la precision intermedia las pruebas de
Fischer y Student fueron no significativas. El método analitico resulté lineal,
preciso, especifico y exacto en el intervalo de concentraciones estudiadas.

Palabras clave: HPLC/métodos, ribavirina, validacion.

ABSTRACT

The 100 mg/mL Ribavirin injectable is used in medical practice as a broad spectrum
antiviral combined in an effective way with 2 4-a-Interferon against a great variety
of ADN and ARN viruses. En present paper an analytical method by a high
ressolution liquid chromatography to quality control and stability studies of 100l
mg/ml Ribavirin injectable. Method was based on separation of active principle
through a Lichrospher RP-18 (5 ym) (250 x 4 mm) chromatography column with
UV detection at 207 nm using a mobile phase composed by a dihydrogen phosphate
of 0.01 Ma pH 4.5 with a flow speed of 1.0 mL/min. Calibration curve was carried
out in the 60-140 % interval where it was linear with a correlation coefficient
similar to 0.9996, statistical test for the interceptive and slope weren't significant. A
recovery of 99.87 % was achieved in the interval of study concentrations and the
Cochran's and Students's tests (G). Variation coeficient in repetition study was
similar to 0.79 % for the six assayed replicas whereas in intermdiate accuracy
analysis the Fischer's and Student's tests weren't sinificant. Nalytical method was
linear, accuracy, specific and exact in the interval of study concentrations.

Key words: HPLC/methods, Ribavirin, validation.

INTRODUCCION

La ribavirina es un analogo de nucledsido que estructural y funcionalmente se
asemeja a la guanosina. Es activa contra una amplia gama de virus DNA y RNA in
vitro, pero tiene pobre actividad in vivo. Numerosos mecanismos de accion han sido
propuestos; en su forma monofosfatada, la ribavirina es un inhibidor competitivo
potente de la enzima dehidrogenasa la cual es esencial para la sintesis de trifosfato
de guanosina. Esta inhibicidn resulta en una disminucion en los depdsitos celulares
de guanidina, necesaria tanto para la multiplicacién viral como celular. Sin
embargo, su mayor efecto antiviral de significacion es la inhibicidén en la
terminacién o punto final del RNA mensajero viral y produce una caida en la
produccidn de proteinas virales. También ha sido autorizado su empleo en nifios
con bronquiolitis severa por causa del virus sincitial respiratorio.'

El desarrollo de técnicas o métodos analiticos novedosos o la adecuacion de algunos
ya reportados constituye un problema cotidiano. Siempre que esto suceda se exige
como parte integral del estudio, la validacién del método en cuestidn. La validacién
proporciona un alto grado de confianza y seguridad del proceso productivo o del
método analitico, asi como también en la calidad de los resultados.>™
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Los parametros analiticos evaluados en la validacion del método, fueron: exactitud,
precisién, especificidad, robustez y linealidad.®

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo y la validacién de un método
analitico para la determinacion del principio activo en el inyectable de ribavirina 100
mg/mL, por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC en inglés).

METODOS

La sustancia de referencia quimica de ribavirina fue suministrada por el grupo de
sustancias de referencia del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM, La Habana, Cuba), la cual fue analizada por el método cromatografico
establecido para realizar el control de la calidad de la materia prima, con una
pureza de 99,2 %. El producto terminado en forma de inyectable compuesto por la
ribavirina, acido citrico monohidratado, hidroxido de sodio y agua para inyeccidn,
fue elaborado en el CIDEM, identificado como el lote 7001, fabricado en diciembre
de 2007, con fecha de vencimiento diciembre de 2009, el cual cumplié con las
especificaciones de calidad establecidas para el control de la calidad de los
inyectables.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC. En el ensayo se empled un
cromatégrafo (Knauer) con detector UV/VIS (Knauer) ajustado a 207 nm, un
inyector con un loop de 20 L e integrador (SHIMADZU CR 8 A). La separacion se
realiz6 isocraticamente empleando una columna Lichrospher RP-18 (5 pm) (250 x 4
mm) y un flujo de 1,0 mL/min. La fase mévil 6ptima, consistié en una solucién de
dihidrogeno fosfato de potasio 0,01 M a pH 4.

La solucion de referencia se obtuvo disolviendo ribavirina, sustancia de referencia,
en 50 mL de fase movil; se aplicé ultrasonido durante 10 min hasta disolucién total
y se completd hasta un volumen de 100 mL con la misma solucion, para lograr una
solucién con una concentracion final de 200 pug/mL.

En la preparacién de la solucién de ensayo para la valoracién, se disolvié una
alicuota de la muestra del inyectable en fase moévil hasta un volumen de 100 mL,
para lograr una solucién con una concentracién final de 200 ug/mL.

Validacion del método analitico

La validacién fue realizada segun la categoria I (USP-30) y la Regulacion 41-2007
del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED),
para la validacion de métodos de analisis; se evaluaron los parametros que a
continuacién se describen:*®

Linealidad

Para el analisis de la linealidad se realizé el modelo de 3 determinaciones para 5
concentraciones diferentes: 60, 80, 100,120, y 140 %. Se determinaron la ecuacion
de la recta, el coeficiente de correlacién, la prueba de significacién estadistica de

487
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia.2010; 44(4)485-493 488

significacion de la pendiente Sb rel (%), los coeficiente de variacién de los factores
de respuesta y el ensayo de proporcionalidad.

Exactitud

Para el analisis de exactitud se realizd el modelo de 3 réplicas para 3
concentraciones diferentes: 80, 100, 120 %; se determinaron el porcentaje de
recuperacion, la desviacién estéandar y el coeficiente de variacién. Se aplicé ademas
el ensayo de Cochran con vistas a comprobar si la variacién de la concentracién
producia diferencias significativas en los resultados y la prueba de la t de Student
para determinar diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 %.

Precision

Para el estudio de la precisién se aplicod el modelo de repetibilidad con 6 réplicas.
Con ellas se determinaron los valores medios, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion.

De igual manera para el ensayo de la precisién intermedia se utilizaron 3 valores de
concentracion que correspondieron al 80, 100 y 120 % para 2 analistas y 3 dias
diferentes. Se aplicd la prueba de Fisher y de la t de Student para determinar si
existian diferencias significativas entre los resultados al variar las condiciones de
analisis.

Especificidad

Para el estudio de especificidad se analizaron la sustancia de referencia de
ribavirina, una mezcla de excipientes sin el principio activo, las muestras del
producto terminado en forma de inyectable y muestras sometidas a condiciones
drasticas, como: hidrélisis acida (con acido clorhidrico 5 N), hidrdlisis basica (con
hidroxido de sodio 5 N) y oxidacion (con perdxido de hidrogeno).

Criterio de aceptacién: No debian obtenerse sefiales del placebo y de los productos
de degradacion en la zona de elusion del principio activo. Las areas bajo las curvas
del patron y de la ribavirina en el producto terminado debian ser similares.

RESULTADOS

La figura muestra los resultados del estudio de especificidad del método. Se
observa en el cromatograma correspondiente a la muestra formada por la mezcla
de excipientes (A) que no se obtuvo ninguna sefal en la zona de interés, al ser
comparado con la sefial obtenida para la sustancia de referencia (B) y de la
muestra de ribavirina en el inyectable (C), lo cual indica que los excipientes o
sustancias auxiliares de la formulacion no interfieren en la determinacion del
principio activo. En cuanto a las muestras sometidas a condiciones drasticas de:
hidrolisis basica, hidrdlisis acida y la muestra sometida a la oxidacion, luz, que se
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observan en los cromatogramas (D, E y F), la aparicion de picos secundarios es
atribuible a un posible producto de degradacion, el cual no interfiere en la
determinacion del principio activo.
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Fig. Resultados del estudio de especificidad del método. A) Cromatogramas de la muestra placebo,

B) solucitn de referencia quimica, C) muestra, D) muestra sometida a hidrdlisis basica,
E) muestra sometida a hidrdlisis dcida, F) muestra sometida a oxidacién,

En los resultados de los estudios de la linealidad del sistema (tabla 1), el coeficiente
de regresion lineal fue de 0,9996 vy el coeficiente de variacion del factor de

res

Tabla 1. Fesultados del estudio de linealidad

Parametros Resultadaos Limites
Ecuacion de la recta Y¥=0,8336 ® + 1,71628 Y=hx + a
Coeficiente de regresian lineal r= 0,9996 rz 0,990
Coeficiente de determinacion ré= 0,9992 ez 0,980
Significacion estadistica de la varianza de la pendiente (b)
Desviacion estandar relativa de la pendiente Shrel (%)= 1,63 Shrel (%)% 2 %

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Coeficiente de variacion del factor de respuesta CWy= 4,87 % CWis & %

Y. drea; «: concentracion; b: pendiente; a; intercepto; r: coeficiente de regresion lineal; rZ: coeficiente
de determinacion; Shye: desviacian estandar relativa de la pendiente; CWf: coeficiente de variacion del

factor de respuesta,

puesta resultd igual a 4,87 %.
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En el estudio de repetibilidad realizado, la media obtenida fue de 103,7 % vy el
coeficiente de variacion fue de 0,79 %. Los resultados del estudio de precision
intermedia del método aparecen reportados en la tabla 2. se observan que los
valores de F calculadas y los valores de t calculadas fueron menores que los valores
tabulados, para cada uno de los analistas, dias estudiados en cada uno de los
niveles, para un 95 % de confianza, para cada uno de los niveles estudiados.

Tabla 2. Resultados del estudio de la precisién intermedia del método analitico

Niveles Analista 1 (%) Analista 2 (%)
(%) Primer dia Segundo dia Tercer dia Primer dia Segundo dia Tercer dia
80 80,3 £ 0,2 80,6 £ 0,7 80,8 £ 0,1 80,6 £ 0,2 80,6 £ 0,1 80,5+0,1

100 101,4 £ 0,1 101,4 £ 0,3 101,8+ 0,1 100,9 £ 0,0 101,3 £ 0,2 101,6 £ 0,1
120 120,6 £ 0,3 120,3 £ 0,3 120,3 £ 0,3 120,2 £ 0,2 120,8 £ 0,1 120,6 £ 0,0
Analisis estadistico

Prueba de Fischer
Prueba de significacién de Fisher

_ . Limites
Niveles | Por analistas Por dia (Fiab (s/5; 0,05)= 5,05 )
(%)
(Fean (8/8; 0,08)= 3,44) Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3
80 2,70 2,30 1,88 4,32 Fexp< Ftab
100 2,53 2,08 3,07 1,47
120 1,18 1,18 1,32 1,57
Prueba de significacidon de la t de Student
: ; — Limites
Niveles | Por analistas Por dia (teab (10; 0,05)= 2,22)
(%) , , ,
(teab (16; 0,05)=2,12) Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3
80 1,49 0,77 0,94 1,00 Fexp< Ftab
100 2,08 2,13 2,12 0,28
120 0,87 0,81 2,19 0,80
Coeficientes de variacion
Niveles (%) Analista 1 Analista 2 Limites

80 0,47 0,13

100 0,25 0,31 CV=s 2,0 %

120 0,03 0,26

tcal: t calculada; Feg: F calculada; ttap: t tabulada; Feg): F tabulada.; %: los valores
de porcentaje de principio activo (n= 3) se representan como valor medio +
desviacién estandar relativa. Niveles: porcentaje de la concentracidn principio
activo declarado en la formulacidn.

En la tabla 3, aparece reportado los resultados del estudio de exactitud. La
recuperacion media fue de 99,87 % vy el valor de t calculada (1,773) y de G
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calculada (0,606) fueron menores que los valores tabulados, para un 95 % de
confianza, t tabulada 2,306 y G tabulada 0,797.

Tabla 3. Eesultados del estudio de exactitud.

Yalor tedrico (%) | Recuperacion (%) 25 | CY (%) 5=

20 99,8 + 0,300 0,311 | 0,09
100 99,0 + 0,105 0,105 | 0,001
120 99,7 + 0,185 0,186 | 0,034

R= 99,87 %

S= 00,2006

Cv= 0,20 %

teal= 1,773« teah= 2,306
Geal= 0,606< Gtgh= 0,797

Friedia: recuperacion media; tesl t calculada; tiah: t tabulada; Gear G calculada;
Gtah: G tabulada. %6 los datos corresponden al porcentaje de recuperacion.

DISCUSION

Los resultados del estudio de especificidad del método (fig.), demuestran la
especificidad del método al no presentarse interferencias de picos adicionales en la
zona de elucion del producto principal, ya que los productos de degradacién y los
excipientes de la formulacién presentan tiempos de retenciones diferentes al
principio activo, todos inferiores al tiempo de retencion de la ribavirina. En este
estudio se considera que el método cromatografico resultd ser especifico, pues
permite cuantificar el principio activo después de la degradacion de este en
muestras de medicamento sin interferencias de excipientes o productos de
degradacién.?

Los resultados del estudio de linealidad muestran coeficientes de regresion y de
determinacion superiores a los exigidos en la Regulacién 41 de 2007 de nuestro
centro regulador (CECMED), 0,99 y 0,98 respectivamente; se demuestra el valor
del coeficiente de correlacion obtenido, cercano a la unidad, la existencia de
correlacion con una probabilidad elevada, asi como el grado de relacién entre las
variables concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado. También el
coeficiente de variacion de los factores de respuesta y la desviacion estandar
relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como maximo para estos
indicadores: 5y 2 %, respectivamente, ambos son considerados estimadores
puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido del CVs
permitié demostrar que existe variabilidad en la relacién respuesta y concentracion
para cada nivel evaluado. El intervalo de confianza del intercepto incluye al cero, lo
que permite excluir la significacion del error del intercepto. Se demuestra con estos
resultados la linealidad del método propuesto.

En el estudio de la repetibilidad (tabla 2) realizado a una misma muestra, por el
mismo analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se alcanzd un coeficiente de
variacién adecuado (0,20 %), lo que demostré la buena precision del método; se
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observé una variabilidad de los resultados dentro de los limites establecidos para
los métodos cromatograficos: CV = 2,0 %.°

Los valores que se obtienen en el estudio de precisidon intermedia, de las pruebas
de Fischer y de la t de Student, para el estudio de la precision intermedia
demostraron que no existian diferencias significativas entre las precisiones
alcanzadas por los analistas en diferentes dias para una probabilidad de 0,05 %, ya
que el valor de F calculada es menor que la F tabulada, este resultado permitié
establecer que las precisiones son similares (tabla 2). Al realizar la prueba de la t
de Student el valor calculado resulté menor que el tabulado, para una probabilidad
de 0,05, lo cual demostré que no existian diferencias significativas entre las medias
alcanzadas, con un nivel de significacién de un 5 %.

Los valores de porcentaje de recobrado estuvieron dentro de los limites
establecidos para los métodos cromatograficos (98-102 %) y los valores del
coeficiente de variacion para cada uno de los valores 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 Cochran, se
obtuvo que G calculada fue menor que G tabulada para una probabilidad de 0,05,
k= 3y n= 3; por lo tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas son
equivalentes indicando que la concentracién no influye en la variabilidad de estos.
Al realizar la prueba de significacion entre la recuperacion media y el 100,0 % de
recuperacion, con un coeficiente de variacién de 0,35 %, se obtuvo una t calculada
menor que t tabulada.® Los resultados demostraron la capacidad del método para
dar resultados cercanos al valor verdadero, observandose una buena exactitud.

El método analitico validado, por HPLC, para la cuantificacion del principio activo del
inyectable de ribavirina para el control de la calidad y el estudio de estabilidad,
resulté ser lineal, preciso, exacto, robusto y especifico, en el intervalo de
concentraciones establecido del 60 al 140 %.
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