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RESUMEN

Se realiz6 la evaluacion del desemperfio de un método analitico por cromatografia
liquida de alta resolucidn, aplicable al estudio de estabilidad de zidovudina solucién
oral 1 mg/mL. El método analitico resulto lineal, preciso, especifico y exacto en el
rango de concentraciones estudiadas. Se desarroll6 el estudio de estabilidad de la
solucion oral de zidovudina 1 mg/mL y se determiné su fecha de vencimiento. El
estudio de vida de estante se desarrollé por un periodo de 24 meses a temperatura
ambiente; mientras que el de estabilidad acelerada se efectué sometiendo el producto
a la influencia de la humedad y la temperatura; se realizé el analisis durante 3 meses.
La formulacion cumplié con las especificaciones de calidad descritas en la
Farmacopea. Los resultados del estudio de estabilidad por vida de estante después de
transcurridos los 24 meses indicaron que el producto mantiene los parametros que
determinan su calidad durante ese tiempo, y en los estudios acelerados no se observd
degradacion significativa del producto. Se establecié 2 afios como fecha de
vencimiento en las condiciones sefialadas.
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The carrying out of a high-performance liquid chromatography analytical method was
assessed; applicable to stability study of oral solution zidovudine (1 mg/mL) was
made. The analytical method was linear, precise, specific and exact in the study
concentrations. The stability study of oral solution zidovudine (1 mg/mL) was
conducted determining expiring date. The shelf life study was conducted over 24
months at room temperature; whereas that of accelerated stability was conducted
with the product under wet and temperature conditions; analysis was carried out over
three months. Formula met quality specifications described in Pharmacopeia. Results
from the shelf life study demonstrated that product keeps the parameters determining
its quality during that time and in accelerated studies there was not significant
product degradation. Under above mentioned conditions two years were established
as expiring date.

Key words: Zidovudine, validation, stability studies.

INTRODUCCION

La solucién oral de zidovudina 1 mg/ml se indica en el tratamiento de la infeccién por
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en combinaciéon con otros medicamentos
antirretrovirales, en la profilaxis de la transmisiéon del VIH materno-fetal y en la
profilaxis de la infeccién por VIH por exposicién ocupacional.*?

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) le brinda la posibilidad al analista
de emplear esta herramienta para solucionar los inconvenientes de los métodos
espectrofotométricos en los estudios de estabilidad, pues ademas de presentar una
alta sensibilidad y exactitud, es en esencia un método separativo; lo que permite
medir con gran selectividad el compuesto deseado, siempre y cuando se encuentre un
sistema cromatografico que asegure una adecuada separacion.®*

La validacion es el proceso establecido para la obtencidon 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 evaluacion del
desempeio de un método analitico, segun se expresa en la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP, 30), son exactitud, precision, especificidad y linealidad.**

La estabilidad de los productos farmacéuticos representa un importante eslabén en el
desarrollo y formulacion de toda forma terminada. De esta manera se puede definir
las condiciones de almacenamiento en el envase propuesto y establecer la vida util
del producto farmacéutico. Estos estudios contemplan la conservacion de la potencia,
pureza, caracteristicas organolépticas y su efectividad.®

El Centro para el Control Estatal de los Medicamentos (CECMED) exige para el registro
de un nuevo medicamento la realizacion de los estudios de estabilidad.

En el presente estudio se empled el método reportado en la USP 30, al que se le
realizo la evaluacion del desempefio de este para su aplicacion en el analisis del
principio activo en el producto terminado aplicable al control de la calidad y el estudio
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de estabilidad, con el objetivo de demostrar la fiabilidad del método reportado en la
solucién oral de zidovudina de producciéon nacional.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el desemperfio del método de analisis
para el estudio de estabilidad del producto terminado y realizar el estudio de
estabilidad de una formulacién de zidovudina solucién oral 1 mg/mL.

METODOS

La sustancia de referencia quimica de zidovudina, patron primario, fue suministrado
por el grupo de sustancias de referencia del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM), el cual fue analizado por el método cromatografico
establecido para realizar el control de la calidad de la materia prima, con una pureza
de 99,1 %. El producto terminado en forma de solucién oral, fue elaborado en el
Laboratorio de Formas Terminadas del CIDEM, identificado como los lotes 06001,
06002 y 06003, fabricado en mayo de 2006, el cual cumplié con las especificaciones
de calidad establecidas para el control de la calidad.

Evaluacion del desempefio del método analitico

La evaluacién del desempefio se realizé seguin el método reportado en la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP, 30) para la solucién oral de zidovudina; se evaluaron los
parametros que mas adelante se describen.

Con el objetivo de evaluar la especificidad del método se analiz6 la sustancia de
referencia quimica, el placebo y una muestra sometida a condiciones drasticas como:
hidrdlisis acida HCI 5 N y hidrdélisis basica NaOH 5 N. No se realiz6 el estudio en otras
condiciones drasticas como oxidacién, luz y temperatura porque existen estudios
anteriores en el que se demostro la estabilidad de este en dichas condiciones.’

Para el estudio de la linealidad de la respuesta del detector se prepar6é una curva de
calibracion con soluciones patron de zidovudina en un rango de concentraciones de 60
a 140 pg/mL, que representan del 60 al 140 % de la concentracion tedérica del
principio activo en la solucién. Se determind la ecuacién de la recta el coeficiente de
correlacion, la prueba de significacion estadistica de significacion de la pendiente Sb
rel (%0) y los coeficiente de variacién de los factores de respuesta.

Se evalud la precision del método. La repetibilidad se estudié sobre la base de 6
determinaciones; con ellas se determinaron los valores medios, la desviacion estandar
y el coeficiente de variacion. Se efectuaron valoraciones por 2 analistas en 2 dias
diferentes para comprobar la precision intermedia del método; se aplicaron las
pruebas de Fisher y de la t de Student para determinar si existian diferencias
significativas entre los resultados al variar las condiciones de analisis.

En el estudio de la exactitud se empled el método de recuperacion, preparando
muestras con diferentes niveles de zidovudina que representaban el 80, 100 y 120%
de la concentracién tedrica del principio activo en la solucién; segun la formulacién
propuesta, se determind el % de recuperacioén y el coeficiente de variacién. Se realizd
ademas la prueba de Cochram con vistas a comprobar si la variacion de la
concentraciéon producia diferencias significativas en los resultados, para una k= 3, n=
3, 95 % de confianza, y la prueba de la t de Student para determinar diferencias
significativas entre la recuperacion media y el 100 %.

228
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia 2011;45(2):226-236

Estudio de estabilidad

Para el desarrollo de la formulacién se empleé como materia prima zidovudina,
procedente de la India, fecha de fabricacidn marzo de 2005, la cual fue analizada
siguiendo las especificaciones de calidad descritas en la monografia de la USP 27.

Este estudio se realizé por los métodos de vida de estante y estabilidad acelerada. Se
emplearon muestras de los lotes 06001, 06002 y 06002, producidos en el Laboratorio
de Formas Liquidas del CIDEM y envasados en frascos de vidrio ambar, de capacidad
maxima 125 mL, clase hidrolitica Il1, con tapa plastica con anillo de inviolabilidad.

Estabilidad acelerada: en los estudios de estabilidad acelerada, se almacenaron las
muestras de los lotes estudiados en un horno a temperatura controlada de 40 °C y 75
% de humedad relativa; se valoraron al inicio, 1, 2, 3 y 6 meses.

Estabilidad por vida de estante: en el estudio de estabilidad por vida de estante, los
lotes estudiados se almacenaron a temperatura ambiente (30 ©C) y protegidos de la
luz; se valoraron al inicio, a 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses de fabricados.

Estabilidad en frasco en uso: en el estudio de estabilidad de frasco en uso, el lote
estudiado se almacend a temperatura ambiente (30 ©C) y protegidos de la luz; se
valoraron al inicio, a 6, 12, 18, 24 y 30 dias de iniciado el estudio.

RESULTADOS
Evaluacion del desempefio del método analitico

La figura muestra los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método.
Como se observa en el cromatograma correspondiente a la muestra placebo, no se
obtuvo ninguna sefal en la zona de interés, al ser comparado con la sefial obtenida
para las soluciones de referencias y de la muestra de producto terminado, lo cual
indica que los excipientes o sustancias auxiliares de la solucidon no interfieren en la
determinacion del principio activo. En cuanto a las muestras sometidas a condiciones
dréasticas de: hidrdlisis basica y hidrdlisis acida, que se observan en los
cromatogramas, solo se pudo apreciar una ligera degradacion por la disminuciéon de la
altura de los picos, sin la aparicion de pequefios picos secundarios como posibles
productos de degradacion.
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A muestra placebo; B solucian de referencia quimica; C muestra; D muestra sometida
a hidrilisis basica; E: muestra sometida a hidralisis acida,

Fig. Cromatogramas de los resultados del estudio de especificidad del metodo,

En la tabla 1 se reportan los resultados del estudio de la linealidad del sistema; el
coeficiente de regresion lineal fue de 0,9991 vy el coeficiente de variacion del factor de
respuesta resulté igual a 1,00 %.
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Tabla 1. Estudio de linealidad

Pararmetros Resultados Limites
Ecuacidn de la recta y= 15631,82798 » - 8879,12584 v=hx + a
f_:::ueﬁmente de regresian r= 0,0991 rz 0,990
lineal
Coeficiente de determinacion ré= 0,9992 ré= 0,920

Significacion estadistica de |3 varianza de la pendiente (b}

Desviacion estandar relativa

de la pendiente Shrel (30)= 1,25 Shrel (%)% 2 %

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Coeficiente de variacion del
factor de respuesta

CYe= 1,00 % CWEZ b %%
Y. area; x: concentracion; b pendiente; a: intercepto; r coeficiente de regresian lineal,

re; coeficiente de determinacian; Sbrg: deswviacidn estandar relativa de la pendiente;
CYg: coeficiente de wvariacion del factor de respuesta.

Los resultados del estudio de precision del método aparecen reportados en la tabla 2.
En el estudio de repetibilidad realizado, la media obtenida fue de 96,23 % vy el
coeficiente de variacion fue de 0,64 %, 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.

Tabla 2. Estudio de la precision intermedia del meétodo analitico

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
05,9 % o7,1 % o7,2 % 06,7 %
aL5,2 % 0L5,8 % 06,8 % 06,1 %
acg,8 % 95,1 % a7.0 % ag5,7 %%
95,2 % 95,3 % 95,3 % 97,0 %
a7,0 % 9t,4 9% 96,7 % 96,8 %
96,3 % 95,5 % 96,6 % 95,0 %%
Xmedia= 96,23 % Xmedia= 96,20 % | Xmedia= 96,60 % | ¥media= 96,38 %
CY= 0,64 % CW= 0,56 % CW= 0,64 % CW%= 0,49 %

Feal= 1,52 Ftab (10,10/0,057= 2,97
teal= 0,75 ttab (2z/005)= 2,07

teal t calculada; Feay F calculada; tiap: t tabulada; Ftap: F tabulada,

La recuperacion media en el estudio de exactitud fue de 99,77 % y los valores de t
calculada (0,78) y de G calculada (0,3115) fueron menores que los valores tabulados,
para un 95 % de confianza; t tabulada 2,57 y G tabulada 0,9750. Los valores de
coeficientes de variacion que se obtuvieron para los niveles de concentraciéon
estudiados que representaban el 80, 100 y 120% de la concentracién tedérica del
principio activo en la soluciéon fueron: 1,14; 0,98 y 1,42 %, respectivamente.
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Estudio de estabilidad

Los resultados del estudio de estabilidad acelerada a 40 °C y 75 % de humedad
relativa (HR), correspondiente a los lotes 06001, 06002 y 06003, se reportan en la
tabla 3; se demostré que el producto terminado no presenta cambios significativos.

Tabla 3. Estudio de estabilidad acelerada a 40 °C y 75 % de HR

Tiempo Lotes
Parametros (meses) 06001 06002 06003 Limites
0 Responde Responde Responde Liquido
Caracteristicas 1 Responde Responde Responde transparente, libre
2 Responde Responde Responde de particulas en
organolepticas 3 Responde Responde Responde suspension, con olor
caracteristico
6 Responde Responde Responde
0 3,37 £ 0,05 3,44 £ 0,14 3,35 + 0,07
1 3,57 £ 0,12 3,59 + 0,07 3,56 + 0,09
pH 2 3,77 £ 0,08 3,83 + 0,05 3,81 + 0,06 3,0-4,0
3 3,67 + 0,10 3,73+ 0,13 3,75+ 0,15
6 3,68 + 0,15 3,69 + 0,19 3,70 £ 0,10
0 104,1 + 0,45 103,3 + 0,40 104,3 + 0,26
Val » 1 102,7 £ 0,23 101,8 + 0,32 102,9 + 0,34
aloracion
(%) 2 101,9 +£ 0,12 100,9 + 0,26 102,1 + 0,42 90,0-110,0 %
3 101,0 +£ 0,16 100,3 + 0,37 101,7 + 0,26
6 99,5 + 037 98,9 + 0,34 99,8 + 0,27

Los valores de pH (n= 3) y valoracion (n= 3) se representan como valor medio =+
desviacion estandar relativa. La valoracion se realizé por CLAR. Los limites tomados

fueron los establecidos en la USP 30, 2007.

Los resultados del estudio de vida de estante, al inicio, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses, se
muestran en la tabla 4; se observé que el producto terminado cumple con las
especificaciones de calidad durante el estudio.
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Parametros

Caracteristicas
organolépticas

pH

Valoracion
(%)

Productos de
degradacion
(%)

Conteo
microbioldgico

Tabla 4. Estudio de vida de estante

Tiempo
(meses)
0
3
6
9
12
18
24
0
3
6
9
12
18
24
0
3
6
9
12
18
24
0
3
6
9
12
18
24
0
24

06001
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde

3,37 £ 0,04
3,62 £ 0,10
3,59 + 0,06
3,65 + 0,09
3,76 £ 0,12
3,45+ 0,14
3,39 + 0,06
104,1 + 0,45
103,8 + 0,32
103,3 + 0,29
103,0 + 0,21
102,7 + 0,32
101,3 + 0,41
99,8 + 0,38
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Cumple
Cumple

Lotes
06002
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
3,44 £ 0,14
3,60 + 0,16
3,58 £ 0,18
3,67 £ 0,16
3,73 +£0,13
3,48 + 0,10
3,43 £ 0,07
103,3 + 0,46
103,0 +£ 0,41
101,8 + 0,36
101,4 + 0,32
101,4 + ,036
100,7 + 0,21
99,9 + 0,26
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Cumple
Cumple

06003
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde
Responde

3,35+ 0,10
3,59 + 0,16
3,55+ 0,17
3,66 = 0,09
3,73 +£0,12
3,52+ 0,10
3,69 + 0,16
104,3 + 0,18
103,9 + 0,27
102,5 + 0,29
101,9 £ 0,24
101,7 + 0,37
100,6 + 0,38
99,9 + 0,33
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Inapreciables
Cumple
Cumple

Los valores de pH (n= 3) y valoracion (n= 3) se representan como valor medio =+
desviacion estandar relativa. La valoracién se realizé por CLAR. Los limites tomados
fueron los establecidos en la USP 30, 2007. El conteo microbiolégico se realizé por el

método general reportado en la USP 30, 2007.

Los resultados del estudio de frasco en uso, se reportan en la tabla 5; se demostré

que el producto se mantiene estable durante su uso.
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Tabla 5. Estudio de frasco en uso

Tiempo (dias)
Parametros 0 6 12 18 24 30
Caracteristicas

organolépticas Responde Responde | Responde | Responde | Responde Responde
3,42 + 3,35+ 3,29 + 3,73 =

pH 3,37 £ 0,12 0.05 0.16 0.14 0,19 3,79 £ 0,16

Valoracion 104,0 + 103,9 + 103,8 + 103,5 +

(%) 104,1 +£ 0,42 0.33 0.28 0.31 0.40 103,5 + 0,37

Productos de

degradacion Inapreciables - - - - Inapreciables

(%)

Conteo Cumple - - - - Cumple

microbioldgico

Los valores de pH (n= 3) y valoracion (n= 3) se representan como valor medio %
desviacion estandar relativa. La valoracién se realiz6é por CLAR. Los limites tomados
fueron los establecidos en la USP 30, 2007. El conteo microbiolégico se realizé por el

método general reportado en la USP 30, 2007.

DISCUSION

Evaluacion del desempefio del método analitico

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método demostraron la
especificidad del método al no presentarse interferencias de picos adicionales en la
zona de elucién del producto principal, ya que los productos de degradacioén y los
excipientes de la formulacién presentan tiempos de retenciones diferentes al principio
activo, todos inferiores al tiempo de retencion del principio activo. En cuanto a las
muestras sometidas a condiciones drasticas no se observo la aparicién de picos
secundarios, atribuibles a un posible producto de degradacién, no hubo interferencia
en la determinacion del principio activo.

Los resultados de los estudios de linealidad mostraron valores superiores a los
exigidos para los coeficiente de regresion y de determinacién de 0,99 y 0,98
respectivamente; se demostr6 con el valor del coeficiente de correlacién obtenido,
cercano a la unidad, la existencia de correlacién con una probabilidad elevada, asi
como el grado de relacidn entre las variables concentracidon y respuesta detectada por
el equipo empleado. También el coeficiente de variacion de los factores de respuesta
y la desviaciéon estandar relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como
maximo para estos indicadores: 5y 2 %, respectivamente, considerados estimadores
puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido del coeficiente
de variacion del factor de respuesta demostré que existe variabilidad en la relacion
respuesta y concentracion para cada nivel evaluado. Se demostré con los resultados
obtenidos la linealidad del método propuesto.

En el estudio de la repetibilidad realizado a una misma muestra, por el mismo
analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se obtuvo un coeficiente de variacion
adecuado, lo que demostro la buena precision del método, observandose una
variabilidad de los resultados dentro de los limites establecidos para los métodos
cromatograficos: CV<2,0%.
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Los valores que se obtuvieron en los estudios de precision intermedia, de las pruebas
de Fischer y de la t de Student, para el estudio de la precision intermedia
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
calculada es menor que la F tabulada; estos resultados permitieron establecer la
similitud de las precisiones. Al realizar la prueba de la t de Student el valor calculado
resulté menor que el tabulado, para un 95 % de confianza, lo que demostré que no
existen diferencias significativas entre las medias alcanzadas, con un nivel de
significacion de un 5 %.

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
menores 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 las G
calculadas fueron menores que la G tabulada para un 95 % de confianza, k= 3y n=
3; por lo tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas fueron equivalentes,
lo que indica que la concentracion no influye en la variabilidad de estos. En los
resultados obtenidos de la prueba de significacién entre la recuperacion media y el
100,0 % de recuperacion, el coeficiente de variaciéon fue 0,72 %, el valor de t
calculada resulté menor que la t tabulada.

Estudio de estabilidad

El conjunto de los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad acelerada a 40 °©C
y 75 % de humedad relativa, demostraron la estabilidad del producto. Se demostro la
estabilidad térmica del producto ya que después de transcurridos 6 meses se
mantuvo la concentracion conforme con los limites establecidos en las
especificaciones de calidad del producto terminado.

En el estudio de vida de estante realizado, no se observaron cambios en los aspectos
organolépticos, ni en el pH y tampoco en la concentraciéon del principio activo
determinado en la valoracion durante el tiempo de almacenamiento estudiado, por lo
que se evidencié la estabilidad del producto terminado por un periodo de 2 afios, ya
que el producto se mantuvo estable en el tiempo de duracién del estudio.

Los resultados obtenidos en el estudio de frasco en uso del producto terminado, se
encontraron dentro de los limites establecidos para el producto terminado, por lo que
se demostré la estabilidad del producto en las condiciones de uso de este.

En conclusién, el método analitico reportado en la USP 30, evaluado para su
aplicacion en la solucion oral de zidovudina 1 mg/mL de produccidon nacional, resulto
especifico, lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones estudiadas.

Se demostro la estabilidad fisica, quimica y microbioldgica del producto por espacio de
24 meses a temperatura ambiente, ya que en todos los casos los resultados obtenidos
se encontraron dentro de los limites establecidos en las especificaciones de calidad de
la solucion oral de zidovudina 1 mg/mL.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Goodman A, Gilman A. Las bases farmacolégicas de la terapéutica. Tomo Il. 3ra
ed. La Habana: Editorial Cientifico Técnica; 1994. p. 4665. (Edicion Revolucionaria).

235
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia 2011;45(2):226-236

2. PDR. Physician”s Desk Reference. 57 ed. New York: Inc at Montuale; 2003. p.
2198.

3. Dierksneier G. Métodos cromatograficos. La Habana: Ed. Cientifico-Técnica; 2005.
p. 1-4, 256-412.

4. International Conference on Harmonization. Validation of Analytical Procedures.
Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use.
Geneva: ICH-Q2A; 1995.

5. Farmacopea de los Estados Unidos. USP 30. The United States Pharmacopeial
Convention. Estados Unidos de América NF-25. 2007. 30 ed. Rockville: Mack Printing;
2007.

6. Regulacion No. 16-2000: Buenas Practicas de Fabricacién de Productos
Farmacéuticos. La Habana: Centro Estatal para el Control de Medicamentos
(CECMED); 2000.

7. Garcia Pefia CM, Ledn Rodriguez R, Fernandez Cervera M, Ibafiez Calvo S, Martinez
Espinosa V. Evaluacién de desempefio del método de ensayo de disolucién para
tabletas de zidovudina 300 mg producidas en Cuba. Rev Cubana Farm [Internet].
2010 Sep [citado 2010 Feb 05]; 44(3): 297-305. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
75152010000300003&Ing=es

Recibido: 30 de noviembre de 2010.
Aprobado: 9 de enero de 2011.

Caridad Margarita Garcia Pefia. Yaily Lazo Roblejo. Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). Ave. 26 No. 1 605 entre Boyeros y Puentes
Grandes. CP 10 600. Plaza de la Revolucion, La Habana, Cuba. Correo electrénico:
caridadgp@infomed.sld.cu

236
http://scielo.sld.cu



