UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

PROPUESTA DE UN METODO CROMATOGRAFICO INDICATIVO DE
ESTABILIDAD PARA EVALUAR ACICLOVIR EN CREMA
TRABAJO DE GRADUACION PRESENTADO POR:
RICARDO ALFREDO VALLE LOPEZ
MIGUEL IVAN VASQUEZ DIAZ
PARA OPTAR AL GRADO DE

LICENCIATURA EN QUIMICA Y FARMACIA

ABRIL 2008

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA.



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Rector
Msc. Rufino Antonio Quezada Sanchez

Secretario General
Lic. Douglas Vladimir Alfaro Chavez

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Decano
Lic. Salvador Castillo Arévalo

Secretaria
Lic. Morena Lizette Martinez de Diaz



COMITE DE TRABAJOS DE GRADUACION

Coordinadora General

Lic. Maria Concepcion Odette Rauda Acevedo

Asesora de Area de Control de Calidad de Productos
Farmacéuticos, Cosméticos y Veterinarios

Lic. Zenia lvonne de Marquez

Asesora de Area de Industria Farmacéutica, Cosmética y Veterinaria

Lic. Rossana Brito Mendoza

Docente director

Dra. Lucia Elizabeth Banegas de Salazar



AGRADECIMIENTOS

A LA DOCTORA LUCIA ELIZABETH DE SALAZAR, por todo el tiempo

y esfuerzo dedicado a la asesoria de este trabajo, gracias.

AL LICENCIADO OSCAR GUZMAN, por su gran aporte a este trabajo y

por todos sus consejos.

A LA LICENCIADA JANETH MINA, por todo el apoyo desinteresado que

brindé a la realizacion de éste trabajo.
A todas las personas que durante este camino nos orientaron y nos
tendieron su mano, apoyo que nos sirvié para llegar al término de éste

trabajo.

iGracias, a todos sin su ayuda no hubiera sido posible!



DEDICATORIA RICARDO VALLE

A DIOS TODO PODEROSO: por ser La Luz que me guia a cada instante
por el camino correcto y por ser la fuente de mi vida, que me llena de fé,

fuerza y un inmenso Amor.

Gracias porque en estos afos, los mas intensos, vivi tristezas y alegrias,
fracasos y penas, temores e ilusiones, y se que en toas ellas estuviste
presente y me has permitido llegar al cumplimiento de este Triunfo como

personay como profesional.

Gracias por todo, Diosito, sigamos caminando juntos por la vida y me
pongo en tus manos con una confianza infinita, porque se que eres mi

Amigo y que me amas.

A Ml MADRECITA QUERIDA: que con su sacrificio hizo posible que yo
estudiara. Por su amor, dedicacion y apoyo incondicional, que me ha
brindado fuerza y fe en todo momento. Gracias por tus oraciones y
consejos, para ver claro mi camino, mi futuro, mis posibilidades y mis
limitaciones para no perderme. Gracias por darme fuerzas.

Dios te bendiga madrecita.



A MIS HERMANOS: Mauricio, Juan Carlos y Lucia Patricia, por ser parte

de mi vida, gracias por todo su apoyo.

A MI SOBRINA: Andrea Fernanda, por darme su amor y su carifio
cuando lo necesito y ser una luz para ver claro el camino del presente y

del futuro.

A MIS FAMILIARES: Tios y Tias, por brindarme consejos e impulsarme
a lograr mis metas. Por todo su apoyo y por tenerme siempre presente en

sSus oraciones.

A Ml AMIGO Y COMPANERO DE TESIS: Miguel Ivan, con quien

comparti momentos de tristezas y alegrias, fracasos y penas, pero

siempre con una meta.

Ricardo Alfredo Valle Lépez



DEDICATORIA IVAN VASQUEZ
A NUESTRO DIOS: que nos da el entendimiento para descubrir todo lo
por El creado. A El, que nos da la capacidad de descubrir el por qué de
las cosas: la verdad, lo que nos hace libres!
A MIS PADRES: Ejemplo de lucha y sacrificio, de entrega para alcanzar
las metas. A mis padre, a quienes debo todo lo que soy. Gracias!

Su suefio se cumplio.

A MI QUERIDA YOLi: mi esposa, mi motivacion para seguir luchando, mi

compariera, con quien camino de la mano por los senderos de la vida.

A RICARDO VALLE: no fue facil, amigo, pero lo logramos.

Ivan Vasquez



RESUMEN

Esta investigacion consisti6 en desarrollar un método cromatogréfico
indicativo de estabilidad, que evidencie y cuantifique la degradacion
experimentada por Aciclovir en crema cuando es expuesto a condiciones
drasticas, como las que podria sufrir durante el tiempo que es
almacenado para su comercializacién, y que ademas permita detectar y
cuantificar la presencia de productos de degradacion de la molécula del

activo.

Para este trabajo se seleccioné al Aciclovir en la forma farmacéutica de
crema, debido a su gran demanda en nuestro medio.

Puesto que el Aciclovir en crema no es un producto oficial, se desarrollé
la metodologia propuesta en base a la consulta de bibliografias y al

ensayo de diversas condiciones.

Para tener una mayor certeza de que el método propuesto cumple con
las expectativas trazadas, se llevd a cabo una aproximacion a Validacion,

en la que se evalud la Linealidad, Exactitud y la Precisién del mismo.

Cabe sefialar la importancia de que la Industria Farmacéutica cuente con
métodos indicativos de Estabilidad, sencillos y de bajo costo, para

evaluar su productos, como el que aqui se propone.



En este trabajo, se propone precisamente, un método de facil aplicacion
y en el cual se emplean reactivos de bajo costo, ademas de una técnica

sencilla.

Es por ello que se recomienda su empleo en la Industria Farmacéutica
para evaluar la Estabilidad, no solo del Aciclovir, sino también la de otros

productos farmacéuticos.
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INTRODUCCION

La estabilidad de un producto farmacéutico es la capacidad de éste para
mantener las mismas propiedades que poseia al momento de su
fabricacion, en un sistema especifico de envase y cierre, los cuales

aseguran su identidad, potencia, calidad, eficacia, inocuidad y pureza.

De ahi la necesidad de contar con un método que garantice las

propiedades de calidad de los productos farmaceéuticos.

Con ésta investigacion se pretende proponer un método cromatografico

indicativo de estabilidad para evaluar la calidad de Aciclovir en crema.

Un método indicativo de estabilidad es aquel que puede distinguir entre la
molécula intacta y sus productos de degradacién, sin que éstos

interfieran en la misma.

El Aciclovir es un farmaco antiviral aprobado por el FDA en 1982. Es el
prototipo de un grupo de compuestos antivirales utilizados en el
tratamiento del virus del herpes simple tipo 1 y 2, asi como el de la

varicela-zoster.

En el pais, el Aciclovir en crema es un medicamento con mucha

demanda, y esta recae mayormente en las farmacias privadas. En las
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farmacias institucionales no se cuenta con el producto bajo esa forma
farmacéutica, ya que no esta incluido en el cuadro bésico de

medicamentos.



2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

- Proponer un método cromatografico indicativo de estabilidad para

evaluar Aciclovir en crema.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar las condiciones que evidencien la degradacion del
Aciclovir por un método cromatografico: cromatografia en capa
fina, cromatografia liquida de alta resolucion.

2.2.2 Demostrar que el método cromatografico de capa fina, es
capaz de detectar la degradacion que experimente el farmaco.

2.2.3 Determinar por cromatografia en capa fina, la posibilidad de
efectuar una cuantificacion del Aciclovir.

2.2.4 Aplicar cromatografia liquida de alta resolucion para determinar
si las  condicion drastica en cuanto a temperatura, permiten
evidencia la degradacién en el activo

2.2.5 Verificar que el método indicativo de estabilidad propuesto es
capaz de cumplir con los resultados de él esperados, a través

de la evaluacion de su linealidad, exactitud y precision.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DE ACICLOVIR
El Aciclovir es un farmaco antiviral que de acuerdo a su mecanismo
de accion se clasifica como un Inhibidor de la transcripcion del genoma

viral. Especificamente actia como Inhibidor de la DNA polimerasa viral.

El Aciclovir es un analogo sintético del nucleésido purina 9-
[(2hidroxietoxi)metill]guanina, en el cual se ha sustituido el azlcar ciclico

de la molécula de guanosina natural por una cadena lateral lineal.

ACICLOVIR
J?E N

\’O‘\/\OH

®)

Se prepara alquilando guanina con benzoato de 2-(clorometoxi)etilo y
el éster resultante se hidroliza para obtener el producto final, en forma de
cristales blancos que se funden aproximadamente a 257°C. El Aciclovir

es soluble en agua en proporcion de 1.3 mg/mL. @)

El Aciclovir se comercializa en diferentes formas farmacéuticas como

capsulas, inyectables, tabletas, gel, unguento oftalmico y crema. ()
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Espectro
La actividad antiviral del Aciclovir se aplica esencialmente a herpes
virus, en especial al herpes simple tipo 1y 2. El virus de la varicela-

zoster es menos sensible.

Los virus del Epstein-Barr y el Citomegalovirus pueden ser inhibidos,

pero solo a concentraciones muy altas del medicamento. ()

Mecanismo de Accion
El Aciclovir inhibe la replicacién mediante la inhibicion de la sintesis de
DNA. La selectividad en esta accion proviene de dos interacciones

diferentes del farmaco con las proteinas virales:

1. Para inhibir el DNA el Aciclovir debe ser primero fosforilado por la
timidina quinasa viral. La afinidad de Aciclovir por la timidina
quinasa codificada por el virus del herpes es 200 veces mayor que
por la enzima de los mamiferos.

2. Después de la sintesis de Aciclovir monofosfato (aciclo-GMP), las
enzimas de la célula huésped sintetizan aciclo-GDP y aciclo-GTP.
Esta aciclo-GTP inhibe la DNA polimerasa viral y se incorpora en

el DNA viral en formacion finalizando su replicacidon (5
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Resistencia

La resistencia se produce por alteraciones en la Timidina Quinasa o
en la DNA polimerasa. Estas cepas resistentes requieren
concentraciones mayores y se presentan principalmente en los pacientes

con SIDA. ()

Farmacocinética
Después de la administracién topica se presenta una minima
absorcién percutdnea y no se detecta el medicamento en la sangre o en

la orina.

El Aciclovir sufre un metabolismo minimo. Las células infectadas
transforman el Aciclovir en su metabolito activo el trifosfato, aunque una

parte del medicamento puede ser metabolizada extracelularmente. (7)

Toxicidad
El Aciclovir es muy poco téxico segun se ha demostrado en estudios
en animales por varias vias de administracion, incluyendo la

administracion topica.

En el hombre se han reportado sobredosis de hasta 20 g (100

capsulas) sin efectos adversos inesperados.

Puede producir encefalopatia en el 1% de los pacientes cuando se

administra por via sistémica, aunque generalmente se da en pacientes
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con funciébn renal comprometida. También puede producir flebitis,

irritacion local, hematuria e hipotension.

El Aciclovir en forma tépica, en una base de polietilenglicol, puede
irritar la mucosa y ocasionar ardor transitorio si se aplica en lesiones
genitales. Por via oral practicamente no presenta efectos adversos (si

acaso nauseas y cefalea ocasionales). @)

Usos

El uso clinico del Aciclovir esta limitado al tratamiento de las
infecciones por herpes simple, herpes genital y herpes zoster. La
administracion por via parenteral es de primera eleccion en pacientes

inmunocomprometidos con lesiones cutaneas y en las mucosas.

El Aciclovir por via oral est4 indicado en el tratamiento del primer
episodio y los episodios recurrentes de herpes labial y cutaneo, el
tratamiento agudo del herpes zoster y la varicela. Cuando el herpes es

recurrente se requieren tratamientos prolongados por 1 a 2 meses. (7)

3.2 CREMAS
LA USP define a las cremas como formas farmacéuticas semisolidas
cuya base consiste en una emulsién aceite en agua (O/W) o dispersiones

acuosas microcristalinas de acidos grasos de alto peso molecular o
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alcoholes, que son lavables con agua y que estética y cosméticamente

son mas aceptables. (12)

Las cremas dérmicas son de consistencia blanda y de flujo tipico
newtoniano. Al aplicarse por masaje presentan escasa resistencia y
fluyen con facilidad y de modo uniforme. Su contenido acuoso y su

blandura las distinguen de las otras formas topicas semejantes. ()

Las bases emulsionadas O/W, poseen un alto contenido acuoso, esta
agua forma la fase continua de la emulsion, lo que permite que las
cremas obtenidas sean lavables solamente con agua y se eliminen
facilmente de la piel o la ropa. Otra ventaja es que pueden ser diluidas
con agua y por lo tanto favorecen la absorcion en los tejidos afectados.
Estas bases representan el tipo mas comun de bases para pomas. En la
actualidad casi todos los productos dermatolégicos comerciales estan

formulados en una base de emulsién o crema.

La base emulsionada de las cremas, puede ser subdividida en tres
componentes: fase oleosa, fase emulsiva o emulsionante, y fase acuosa.
Gracias a ello el ingrediente farmacéuticamente activo puede ser incluido,
a conveniencia, en una de éstas fases o agregado a la emulsion ya

formada.
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La fase oleosa, también Illamada fase interna, esta formada
generalmente por vaselina junto con uno o més de los alcoholes de més

alto peso molecular.

La fase acuosa, casi siempre se encuentra en mayor volumen que la
oleosa, y contiene los ingredientes conservadores, el emulsionante, o
una parte del sistema emulsionante y humectante. Contienen ademas
estabilizadores, antioxidantes, buferes, u otros ingredientes que pueden
ser necesarios para la estabilidad del sistema, controles de pH u otras

consideraciones relacionadas con los sistemas acu0sos.

El emulsionante o sistema emulsionante en la formula de una crema
juega un papel muy importante y puede ser no iénico, aniénico, cationico

0 anfétero.

El mas representativo de los emulsionantes anionicos es el
laurilsulfato de sodio, que junto con otros agentes tenso activos anidnicos
son mas estables frente a los acidos y permiten ajustar el pH de la
emulsién al rango ideal de 4.5 — 6.5. Debido a su composicién quimica
los tenso activos anidnicos pueden resultar irritantes en algunas

situaciones.
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Entre los emulsionantes catidnicos por lo general la parte catidnica de
la molécula es una sal de amonio cuaternario con un derivado de un
acido graso. Estos tenso activos pueden resultar irritantes para la piel y
los ojos, e incompatibles con muchos compuestos, incluyendo los

anionicos.

Los emulsionantes no iénicos poseen la ventaja de permitir la
formacién de emulsiones con un pH 6ptimo, debido a que no tienden a
ionizarse en solucién, ademas son muy compatibles con los electrolitos
en las emulsiones. Estos tenso activos varian desde los lipdfilos a los
hidréfilos. EI  sistema emulsionante formado puede incluir un
emulsionante lip6filo y uno hidréfilo para producir el llamado balance

hidrofio-lipéfilo (HLB). )

3.2.1 CARACTERISTICAS DE CALIDAD

- Fisicas.

a. Homogeneidad

Observacion visual o manual de una capa delgada de la pomada o

crema extendida sobre una superficie plana, con la finalidad de examinar

la uniformidad del producto tanto en tamafio, distribucioén, y forma de los



23

cristales de los ingredientes insolubles, si los posee o de otras particulas

no dispersas. Puede realizarse este examen microscopicamente.

b. Penetrabilidad

La consistencia se mide con un penetrémetro o cono de Mabhler. Este
cono en su vértice posee un angulo de 90° y pesa 45 g. La dureza se
obtiene de la penetracién del cono en la crema y se expresa en grados
Mahler. La medicion se hace a los 3 minutos anotando también la

temperatura.

c. pH

El pH de una crema es factor con mucha influencia sobre la
estabilidad de la misma, sobre la viscosidad, la compatibilidad de los
conservadores y el pH de piel. Para una crema del tipo O / W , se diluye

diez veces con agua y se toma el pH directamente.

- Quimicas
Se realizan los ensayos especificos para cada ingrediente activo.
Ademas se pueden determinar los valores de los siguientes indices:
a) Indice de acidez: valores elevados conllevan a hidrélisis con
liberacién de 4cidos grasos.
b) indice de saponificacion: su valor aumenta con el envejecimiento

del producto.
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c) indice de ésteres: representa la diferencia entre el indice de
saponificacion y el de acidez. Disminuye con el envejecimiento.

d) indice de hidroxilo: proporciona informacion sobre los grupos
hidroxilos liberados durante el envejecimiento.

e) Indice de yodo: su valor cambia ligeramente con el tiempo.

- Bioldgicas
Se realizan para determinar si se producen reacciones indeseables

para la piel y la absorcion percutanea. Se realizan sobre conejos. ()

3.3 ESTABILIDAD

La estabilidad de un producto farmacéutico puede definirse como la
capacidad de una formulacién particular, en un sistema de envase/cierre
especifico, para mantenerse dentro de sus especificaciones fisicas,

quimicas, microbiolégicas, terapéuticas y toxicoldgicas. ()

La estabilidad se conoce también como el tiempo desde la fecha de
fabricacion y envasado de la férmula, hasta que su actividad quimica o
biolégica no es menor que un nivel predeterminado de potencia rotulada

y sus caracteristicas fisicas no han cambiado en forma apreciable.

El conocimiento de la estabilidad fisica de una formula es muy

importante por diferentes razones. Por ejemplo, un producto farmacéutico
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puede parecer fresco, elegante y profesional mientras se mantenga en el
estante, pero cualquier cambio en el aspecto fisico, como desaparicion
del color o turbidez, etc., puede modificar las propiedades del

medicamento.

Ademas, el principio activo debe poseer intacta su potencia durante
toda la vida de almacenamiento esperada de la preparacion. Una
alteracion en el sistema fisico puede llevar a la no efectividad del

medicamento para el paciente.

Las causas quimicas de deterioro de los medicamentos se clasifican
en incompatibilidad, oxidacién, reduccion, hidrolisis, racemizacion,
descarboxilacion y otras, que también pueden conducir a modificacién de

las propiedades del medicamento. (10)

Muchos factores inciden sobre la estabilidad de un producto
farmacéutico, como la actividad del o los principios activos, la interaccién
potencial entre los principios activos y excipientes, el proceso de
elaboracion, la forma posologica, el sistema de recipiente, revestimiento y
cierre, las condiciones ambientales durante el transporte,
almacenamiento y manipulacion, y el tiempo transcurrido desde la

elaboracion hasta el uso del producto. (4

Los principales problemas de estabilidad que se presentan en las

cremas son alteraciones fisicas de bases y los cambios de consistencia



26

debidos al envejecimiento o variaciones de temperatura. Las alteraciones
fisicas de bases consisten en la separacién de los componentes liquidos,

y se puede observar a simple vista.

La consistencia de una crema es una caracteristica muy importante,
pues si es demasiado blanda es incbmoda y si es muy dura, su
extraccion y aplicacion resultan dificiles. La consistencia puede verse
afectada por variaciones leves de temperatura (1°C o 2°C), por lo que los
estudios reoldgicos deben realizarse solamente a temperaturas

constantes y controladas.

Otras aspectos que pueden variar durante un estudio de estabilidad
son las caracteristicas organolépticas como color, olor, ademas del rango
de ablandamiento, homogeneidad, distribucion del tamafio de las

particulas. ()

3.3.1 METODO INDICATIVO DE ESTABILIDAD

Un método indicativo de estabilidad es un procedimiento analitico
capaz de distinguir el ingrediente farmacéuticamente activo intacto, de
cualquier producto de degradacion formado bajo condiciones definidas de
almacenamiento durante el periodo de evaluacion de la estabilidad.
Ademas debe ser lo suficientemente sensible para detectar y cuantificar

uno o mas productos de degradacion.
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Los métodos indicativos de estabilidad se basan en las caracteristicas
estructurales, quimicas o propiedades biolégicas de del o de los

principios activos del medicamento a analizar.

El objetivo de un método indicativo de estabilidad es generar datos
confiables y exactos que proporcionen la informacién necesaria sobre la
aceptacion, liberacion y estabilidad de un farmaco o medicamento o

sobre los estudios farmacocinéticos.

El desarrollo de un método indicativo de estabilidad debe ser
precedido de una planificaciébn, asi como de la seleccibn de una
adecuada técnica disefiada para fijar los requerimientos de estabilidad
del ingrediente farmacéuticamente activo. El objeto de la planificacion de
la aplicacion de un método indicativo de estabilidad es vigilar la
estabilidad de una droga determinada en un producto terminado, y debe

establecer los requerimientos del método indicativo de estabilidad.

Entre ejemplos de técnicas analiticas utilizadas como método indicativo
de estabilidad puede mencionarse los métodos cromatograficos de
separacién, tales como cromatografia en capa fina, cromatografia de

gases, cromatografia liquida de alta resolucion y electroforesis capilar.
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Los métodos analiticos indicativos de estabilidad deben ser validados y
esta validacion debe cumplir con las caracteristicas de linealidad,

exactitud, precision, reproducibilidad y/o repetibilidad y especificidad.

3.4 Validacion de Técnicas analiticas

La validacion es el procedimiento a través del cual se establecen, por
medio de estudios en el laboratorio, pruebas convenientemente
documentadas y demostrativas de que un proceso de fabricacion o
método de control es lo bastante confiable para producir los resultado

que de él se esperan, dentro de intervalos definidos.

En la ediciébn nimero 30 de la Farmacopea de los Estados Unidos de
América se define que las caracteristicas de desempefio que deben

evaluarse en el proceso de validacion son los siguientes:

- Linealidad - Limite de cuantificacion
- Exactitud - Especificidad
- Precisiéon - Limite de deteccidén

- Rango o Intervalo - Robustez
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3.4.1 Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean directamente proporcionales a la
concentracion del analito, o que sean proporcionales a través de una

transformacién matematica bien definida.

Para el ensayo de linealidad, inicialmente analiza visualmente la curva de
calibracion que relaciona la respuesta (que puede ser area, altura,
absorbancia, etc), con la concentracion o cantidad de analito. Si se
observa una relacion lineal a simple vista, se confirman los resultados de
la prueba a través de métodos estadisticos adecuados como la recta de
regresion calculada por el método de ajuste de los minimos cuadrados.
Mediante el coeficiente de correlacion, la interseccion con el eje de
ordenadas, la pendiente de la linea de regresion y la suma de los

cuadrados residuales se pueden sacar valiosas conclusiones. Asi:

- Si la recta no pasa por el origen de coordenadas, el método

evaluado sufre de un error sistematico.

- Si  existen diferencias  apreciables  entre los  valores
experimentales y los puntos de la recta, significa que la linealidad
no es buena o que el error experimental es importante y los limites de

confianza seran amplios
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- El coeficiente de correlacion expresa el grado de relacion o
cercania entre las variables (concentracion), y (respuesta). Su

valor maximo es 1.

- Si el valor del coeficiente de correlacion es cercano a la unidad,

significa que existe correlacion con una probabilidad elevada.

Formula para calcular el coeficiente de correlacion (r):

5 xy—z Xy
= n

SICEL LI IS ©)

n n

En donde N es el nimero de mediciones, X la concentracion, e Y el valor

medido en el ensayo.

Formula de la curva de regresion:

Y=bX+a



En donde:

a es la ordenada al origen, y se calcula con

TX LY,
> X Y -
n
b=
(ZXi)?
¥ X? -
n

3.4.2. Exactitud

A la exactitud también se le conoce con el nombre de error sistematico o

tendencia y expresa la capacidad de un método analitico para proveer

resultados lo mas proximos posibles al valor verdadero.

Una diferencia pequeia entre el valor obtenido y el valor verdadero indica

una buena exactitud, mientras que si la diferencia es grande la exactitud

serd inadecuada.
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La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la
cantidad valorada con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida
a la muestra, o como la diferencia entre la media de valoracion y el valor

verdadero aceptado, considerando los intervalos de confianza.

3.4.3 Precision
Se refiere al grado de correlaciéon o proximidad entre los resultados
individuales obtenidos al aplicar repetidamente el método a varias

muestras.

La precision de un procedimiento analitico generalmente se expresa
como la desviacion estandar o como el coeficiente de variacion de una
serie de mediciones. La precision puede ser una medida del grado de
reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento analitico en

condiciones normales de operacion.

Célculos necesarios:

- Media de los resultados ( X ):




33

- Desviacion estandar de los resultados ( S ):

. 2
._ D (Xi-X)
n-1
- Coeficiente de variacion (Cv):
Cv= % x 100
X

3.4.4. Rango o Intervalo

Correspondo a la amplitud entre las concentraciones superior e inferior,
incluyéndolos, del analito, en que se cumplen los pardmetros de
linealidad, precision y exactitud del método. El intervalo se expresa en las
mismas unidades que los resultados de la prueba, como porcentaje,

partes por millon, etc. obtenidos a través del procedimiento analitico.

3.4.5. Especificad

Especificidad es la capacidad de un método analitico para medir
especifica y exactamente un analito, sin que interfieran impurezas,
productos de degradacion o excipientes que pudieran estar presentes en

el compuesto analizado.
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3.4.6. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su
capacidad para no resultar afectado por posibles variaciones menores 0
variaciones significativas en los resultados obtenidos por el método y que

puedan impedir la confiabilidad de éste.

3.4.7. Limite de Deteccion

Es la cantidad minima de analito en una muestra que puede detectarse,
aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones en que se
desarrolla el método. Generalmente se expresa en forma de

concentracion de analito en la muestra.

3.4.8. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion es la cantidad minima de analito presente en la
muestra que se puede determinar con precision y exactitud en las
condiciones experimentales del método. Por lo general el limite de
cuantificacion se expresa en forma de concentracion de analito en la

muestra.

3.5 CROMATOGRAFIA
La Farmacopea de los Estados Unidos define la cromatografia como
un procedimiento por el cual disolventes pueden ser separados a traves

de un proceso de migracion dinamica diferencial en un sistemas
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consistente de dos o mas fases, una de las cuales se mueve
continuamente en una direccion dada y en la cual la sustancia individual
presenta diferentes movilidades por razén de diferencias en adsorcion,
particion, solubilidad, presion de vapor, tamafio molecular, o densidad de
carga ionica. Las sustancias individuales asi obtenidas pueden ser

identificadas o determinadas por métodos analiticos. (12)

La técnica general cromatografica requiere que un soluto experimente
distribucion entre dos fases, una de ellas fija (fase estacionaria), la otra
en movimiento (fase movil). El soluto es transferido por la fase moévil a
través del medio hasta que emerge eventualmente separado de los otros
solutos que son eluidos tarde o temprano. Generalmente, el soluto es
transportado a través del medio de separacién por un flujo de corriente
de un disolvente liquido o gaseosos conocido como el “eluyente”. La fase
estacionaria puede actuar a través de adsorcion, como en el caso de
adsorbentes tales como alumina activada, resinas de intercambio iénico y
silica gel, o puede actuar por disolucion del soluto, separando éste ultimo
entre las fases estacionaria y moévil. En el Ultimo proceso, una capa
liquida retenida en un soporte inerte sirve como la fase estacionaria.
Particion es el mecanismo predominante de separacién en cromatografia
gas-liquido, las cromatografias en papel y las formas de cromatografia en

columna son designadas como cromatografia liquido-liquido. En la
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practica, la separacion frecuentemente resulta de una combinacion de

efectos de adsorcion y particion.

Los tipos de cromatografia Utiles en andlisis cualitativos y cuantitativos
son Cromatografia de Columna, Cromatografia de Gas, Cromatografia de
Papel, Cromatografia de Capa Fina y Cromatografia Liquida Presurizada
(comun mente llamada de alta presiébn o cromatografia liquida de alta
resolucién). Las Cromatografias en papel y en capa fina, son
ordinariamente mas usadas para propadsitos de identificacion, debido a su
conveniencia y simplicidad. La Cromatografia en columna ofrece una
amplia posibilidad de eleccion de fases estacionarias y es utilizada para
la separacién de compuestos individuales, en cantidad de mezclas. Tanto
la Cromatografia de gases como la Cromatografia liquida de alta
resolucién requieren aparatos mas sofisticados y casi siempre proveen
métodos de alta precisibn que pueden identificar y cuantificar muy

pequefias cantidades de material. (12)

3.5.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

A pesar de la introduccion de otras técnicas cromatogréaficas, hoy en
dia, la utilizacion de la cromatografia en capa fina no ha disminuido, por
el contrario parece resurgir, gracias al uso de nuevas fase estacionarias e

instrumentaciéon muy perfeccionada.
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En la cromatografia en capa fina, el adsorbente es una capa
relativamente delgada y uniforme, de material seco, finamente
pulverizado, aplicado sobre una hoja o plato de cristal, plastico o metal; el
cristal es el mas comunmente empleado. La cubierta sobre plato puede
ser considerada como una “columna cromatografica abierta” y la
separacion que se lleva a cabo puede basarse en absorcién, particion, o

una combinacion de ambos efectos, dependiendo del tipo de soporte.

El fendmeno de adsorcion en capa fina puede considerarse como una
técnica para separar compuestos de un mezcla. Se puede clasificar

dentro de los métodos de cromatografia en fase liquida.

Los resultados de la separacion obtenida mediante un método
cromatografico estan en un cromatograma. Para poder evaluar la calidad
de la separacion entre diversos sistemas cromatogréaficos por una parte y
entre diversos métodos cromatograficos por otra, es necesario medir una
separacion segun ciertos parametros; estos parametros pueden

modificarse respectivamente para obtener una mejor separacion. (9)

Cada cromatograma que se obtiene para un mismo adsorbente, un
mismo eluyente y en condiciones experimentales idénticas presenta un

mismo aspecto: cada compuesto se transporta de la misma manera.
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Para un sistema cromatografico dado es posible caracterizar un soluto

por la distancia que recorre con respecto al frente del disolvente.

Asi, para distancias del frente del disolvente variables se caracteriza la

migracion de un soluto por la relacion (rate factor, Rf o relacién frontal).

distancia que recorre el soluto Xi

distancia que recorre el disolvente L

)

Mecanismo

Si se pone en contacto un liquido con una superficie solida, se forma
una capa monomolecular en la interfase que se origina por la adsorcién
de las moléculas de disolventes o0 solutos: las interacciones
intermoleculares solido-liquido son mas intensas que las interacciones
intermoleculares liquido-liquido para una molécula, ésta se adsorbe y se
estabiliza el sistema. Este proceso continla hasta que se establece un

equilibrio.
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En cromatografia en capa fina intervienen enlaces intermoleculares de

poca energia que pueden ser de tres tipos:

- fuerzas de Van der Waals
- enlaces por puentes de hidrogeno

- complejos de transferencia de carga.

En este proceso soélo interviene la fisisorcion. Una molécula fisisorbida no

pierde su identidad.

Estas interacciones originan equilibrios reversibles, sin embargo pueden
existir otras fuerzas en el caso de soluciones especificas como fuerzas
electrostéticas, fuerzas entropicas, fuerzas estructurales, que tienen que

ser tomadas en cuenta.

Los solutos de naturaleza quimica diferente no tienen las mismas
energias de adsorcion y se adsorben por un eluyente de energia de
adsorcion conveniente y por un depdsito de una mezcla de solutos sobre

un sélido poroso llamado adsorbente.

La migracién por capilaridad del eluyente a través del adsorbente
arrastra selectivamente estos solutos seguin su naturaleza quimica. Los

compuestos con una gran energia de adsorcién se fijan fuertemente, el
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coeficiente de distribucion es bajo, el eluyente los arrastra poco y migran

poco.

En cromatografia en capa fina los solutos se separan por migracion
del eluyente en el adsorbente, fenbmeno que ocurre solamente para

solutos de poca energia de adsorcion.

Si el adsorbente es el mismo, la migracién de un compuesto depende

exclusivamente de la naturaleza del eluyente.

La fase fija o adsorbente que generalmente se escoge es un gel de
silice. Los enlaces que se establecen se deben a los grupos silanoles
libres. También se utilizan para este fin aluminio, celulosa, carbon

activado, entre otros.

En el caso de la gel de silice, los grupos silanoles polares pueden,
interactuar con compuestos moleculares que poseen grupos quimicos del
tipo Carboxilo (COOH), Oxidrilo (OH), Amino (NH,), Aminas terciarias

(NR'R”R”"), Sulfonamidas (SO,NHR).

La fase mévil o eluyente es generalmente un disolvente comdn o una

mezcla de ellos.
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En cromatografia en capa fina las placas listas para usar pueden
conseguirse con diversos proveedores. Constan de un soporte rigido o
suave (placa de vidrio, hoja de aluminio, de poliamida, etc.) sobre la que
se deposita la fase estacionaria en la forma de una capa delgada

(espesor de 200 a 250 um).

Capas de particulas solidas son aglomeradas por un ligante organico
o mineral que sirve también para asegurar la adhesion sobre el soporte
inerte. Con las placas listas para usar s6lo se pueden realizar

cromatografias liquido/sdlido.

Las dimensiones comunes de la superficie de la placa son:
20x 20 cm
10x5cm (Ixa)
10x20cm (Ix a)

10 x 10 cm

Las placas cromatograficas pueden fabricarse artesanalmente
utilizando soportes cromatograficos a granel, por parte de quien las usa.
El protocolo experimental para preparar las capas finas de la fase
estacionaria se encuentra en obras especializadas (como la Farmacopea
de los Estados Unidos). Pero la reproducibilidad depende mucho de la
habilidad del experimentador y no puede compararse con las de las

placas listas para usar disponibles con los proveedores. (9)
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En la cromatografia en capa fina comun, la solucion de la muestra de
la sustancia a analizar se deposita con un capilar o una jeringa a corta
distancia (1 cm en general) del extremo de la capa. El volumen que se
deposita es muy pequeiio (1 a 5 ul) y se debe cuidar no deteriorar la capa

de la fase estacionaria con la punta de la jeringa o del capilar.

La mancha que se obtiene también debe ser circular y lo mas
pequefia posible. El depdsito ideal es el mas pequefio posible: de 0.5 a
5.0 ul. Debe evitarse dafiar la superficie de la placa con la punta de la

jeringa o del capilar.

El depésito de la muestra debe hacerse en solucion en un disolvente
cuya fuerza eluyente sea mucho menor que la del disolvente de revelado,
es decir, si la fase estacionaria es polar, el depdsito debe efectuarse en

el disolvente menos polar posible compatible con la solucion. (9)

Ventajas de la Cromatografia en capa fina:
- Versatil
- Reproducible
- Rapido
- Sencillo
- Bajo costo

- Deteccion de compuestos no coloreados naturalmente
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- Deteccion e identificacién de mezclas complejas

- Excelente para detectar impurezas

3.5.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion, es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria sélida y en una fase movil
liguida. La separacion se lleva a cabo por procesos de particion,
adsorcion o intercambio i6nico, dependiendo del tipo de fase estacionaria
empleada. Los compuestos a ser analizados deben disolverse en un
disolvente adecuado y la separacion se lleva a cabo a temperatura
controlada. Debido a esto muchas drogas no voléatiles o térmicamente
inestables pueden ser cromatografiadas sin sufrir descomposicién o

necesitar de tratamiento previo para formar derivados volatiles.

A partir de la década de 1990 la cromatografia liquida de alta
resolucion se convirtio en uno de los métodos de andlisis mas
empleados, debido a su capacidad de separacion en un amplio rango de
tipos de muestras, por su alto poder de resolucién, velocidad y su
capacidad de deteccion a nivel nanomolecular. En la actualidad se

emplea a nivel de investigaciones farmacéutica en:

- Purificacién de productos naturales y/o sintéticos
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- Caracterizacién de metabolitos
- En ensayos de ingredientes activos, impurezas, productos de
degradacion y en ensayos de disolucién

- En estudios farmacodindmicos y farmacocinéticos (s)

El equipo que forma un sistema de HPLC incluye un sistema de
bombeo, un inyector, una columna cromatografica, un detector y un
impresor o procesador de datos. La parte principal del sistema es la
columna, en la cual ocurre la separacion. Puesto que la fase estacionaria
esta formada por microparticulas, se necesita una bomba de alta presion
para hacer fluir la fase movil a través de la columna. El proceso
cromatografico inicia con la inyeccion del soluto en la columna. La
separacion de los compuestos ocurre al ser bombeados el analito y la
fase movil a través de la columna. Cada componente eluido de la
columna es registrado como un pico por el procesador de datos o el

impresor. (9)

Entre las ventajas de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién se
pueden mencionar:
- empleo de disolventes organicos y acuosos
- el farmaco no se descompone en la columna
- empleo de detectores no destructivos, lo que permite aislar,
identificar y cuantificar el analito

- se utiliza pequefias cantidades de muestra
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rapidez de andlisis

se pueden realizar estudios detallados y profundos de sistemas
cinéticos complejos

Obtencion de productos de degradacion que permite identificar y
elucidar su estructura

Con una sola columna es posible separar sustancias polares,
idnicas, ionizables y no polares, solamente modificando la

composicién de la fase movil.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

Experimental-analitico:

Experimental porque parte de la investigacion se realiz6 en instalaciones
de laboratorio, haciendo uso de diferentes equipos instrumentos y
cristaleria.

Analitico, ya que cuantifica a la molécula de Aciclovir, a la degradacion
que sufre bajo condiciones drasticas, asi como también cuantifica al

principal producto de degradacién del Aciclovir, la Guanina.

4.2 Metodologia
La metodologia se desarrollé en tres etapas:
4.2.1 Investigacion Bibliografica
4.2.2 Investigacion de Campo

4.2.3 Investigacion de Laboratorio

4.2.1 Investigacion Bibliografica
Esta se efectu6 a través de la consulta en diferentes bibliotecas
ubicadas en:
- Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador
- Facultad de Medicina, Universidad de El Salvador

- Laboratorios Especializados en Control de Calidad, LECC.
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- A demas se consult6 documentos electronicos.

4.2.2 Investigacién de Campo

Entre los meses de mayo y junio de 2005 se realizé una investigacion en
farmacias del centro de San Salvador para conocer sobre las
marcas de Aciclovir en crema existentes en el mercado, para ello se
utilizé una guia de entrevista en la que se investiga sobre los tipos de
formas farmacéuticas en que se comercializa el Aciclovir, los laboratorios,
nacionales o extranjeros que lo fabrican, el precio de las distintas

presentaciones del producto (Ver Anexo 1).

En ésta investigacion se comprobé la existencia en el mercado de
siete marcas diferentes de Aciclovir en crema, las cuales se enlistan en la
tabla No 1. Con esta investigacion se comprobd6 la demanda que éste
producto posee en el tratamiento del herpes, razon por la cual se decidio

trabajar con Aciclovir en la forma farmacéutica de crema.

Tabla N° 1: Marcas de Aciclovir en crema existentes en el mercado

Fabricante Presentacion Concentracion Precio
1 Tubode 10 g 5% $ 8.55
2 Tubode 15¢g 5% $ 8.00
3 Tubode 15¢g 5% $ 22.00
4 Tubode 10g 5% $ 4.42
5 Tubode 5¢g 5% $ 9.70




Tabla N° 1: Continuacion

Fabricante Presentacion Concentracion Precio
6 Tubode 15¢g 5% $ 9.80
7 Tubo de 10 g 5% $ 12.85

4.2.2.1 Universo y Muestra

Universo: siete marcas de Aciclovir crema.

Muestra:

N°mx= P ./ Universo

En donde:
P = Probabilidad

7mx = NUmero de muestras de marcas de cremas conocidas

N°mx =0.5 7 mx

N° mx = 1.32 marcas

48
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El calculo anterior nos dice que se deben analizar 1.32 muestras
comercializadas, lo que equivale a un fabricante que elabora el producto.

El producto fue adquirido por compra del mismo en farmacia.

4.2.3 Investigacién de Laboratorio

4.2.3.1 Cromatografia en Capa Fina

Para determinar si existia la posibilidad de obtener una separacion del
Aciclovir a través de la técnica de cromatografia en capa fina se inicié
tratando al estandar de referencia de Aciclovir con esta técnica,

procediéndose de la de la siguiente manera:

a) Preparacién de la cAmara cromatografica:
Se colocé dentro del tanque cromatografico 50.0 mL de la fase movil,
la cual consistia del sistema de solventes siguiente: ciclohexano:

tolueno: dietilamina (75:15:10). Se tapé la camara y se dej6é saturar

durante una hora.

b) Preparacion del estandar de trabajo de Aciclovir:
Se pesé 25.0 mg de estandar de trabajo, se transfiri6 a un frasco

volumétrico de 100.0 mL y se le adicion6 50.0 mL de dimetil sulféxido
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y se agitd hasta disolver por completo. Luego se afor6 con el

mismo solvente.

c) Siembra de las placas:

Para este trabajo se utilizd cromatofolios de aluminio de dimensiones

5x 10 cm, y silica gel 60 f,54 como fase estacionaria.

- Con una micro jeringa se midié 1.0 uL de la solucion del estandar
de referencia, que equivale a 0.25 ug, y sobre la marca que indica
el punto de siembra, se dejé caer gota a gota esta solucion,
teniendo el cuidado de dejar secar cada gota antes de aplicar la

siguiente gota.

d) Desarrollo del cromatograma:
Luego de que la solucién del estandar de trabajo, sembrada en el
cromatofolio, estuvo seca, se colocé el cromatofolio dentro de la
camara cromatogréafica. Se cubrié el sistema y se dejé que el solvente
ascendiera hasta que su frente alcanzara la linea horizontal que
sefialaba la altura limite y que ademas indicaba el fin del desarrollo del

cromatograma.

Se extrajo el cromatofolio del tanque y se dejo secar a temperatura

ambiente.
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e) Determinacion final:

Se observo el cromatofolio bajo la luz de una ldmpara Ultra Violeta de
onda corta (254 nm), comprobando que la solucién del estandar de
Aciclovir no se habia desplazado del punto de siembra, lo que
indicaba que no se separd el activo por medio de este método
cromatografico.

Se aplicé diferentes cantidades en el cromatofolio en un rango de
1.0 uL a 2.0 uL, en distintas concentraciones y en ninguno de los

casos observo desplazamiento.

Por ello se considerd que la técnica de cromatografia en capa fina no
era el método mas conveniente para efectuar separacién de Aciclovir
y por ende no podia ser aplicado como método indicativo de

estabilidad.

4.2.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Al no obtener resultados positivos con la técnica de cromatografia en
capa fina, se ensay0 con distintas condiciones cromatograficas para la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion, con la finalidad de
establecer la posibilidad de desarrollarlas en el analisis de Aciclovir en

crema.
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Se utiliz6 estandar de referencia USP de Aciclovir, se inyecto en el

equipo, al observar el cromatograma se observa

presenta un tiempo de retencién de 2.10 minutos.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos tras

una sefial que

la

inyeccién por triplicado de dos pesadas independientes del estandar sin

degradar.

Tabla N° 2: Resultados del Estandar de Referencia de Aciclovir.

Estandar de
Referencia 1
No degradado

Estandar de
Referencia 2
No degradado

% Area

% Area

3 | 99.24 | 13377008

100.08 13641871

2 | 9953 | 13416729

99.93 13620479

1 | 9968 | 13437105

99.73 13594070
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A continuacién se presenta el cromatograma obtenido para cada una de

las pesadas del estandar sin degradar.
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Figura N° 1: Cromatograma de Estandar de Referencia 1, no
degradado
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Figura N° 2: Cromatograma de Estandar de Referencia 2 no

degradado
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Se analizd, por triplicado, una muestra de Aciclovir en crema marca “X’,
que al igual que el estandar, se llevo en dos pesadas independientes e
inyectada por triplicado, obteniéndose en el cromatograma una sefial con
tiempo de retencion de 2.11 y 2.14 minutos respectivamente en cada

muestra.

Tabla N° 3: Resultados de muestras de Aciclovir en crema, no

degradadas
Muestra 1 Muestra 2
No degradada No degradada
% Area % Area

1 100.71 | 13727098 92.22 13524300

2 100.64 | 13717042 99.37 13544577

3 100.29 | 13670555 | 99.50 13561830
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A continuacién se presenta el cromatograma obtenido para cada una de

las pesadas independiente de la muestra sin degradar.
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Figura N° 3: Cromatograma de la muestra 1 en crema sin degradar
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Minutes

Figura N° 4:. Cromatograma de la muestra 2 en crema sin degradar
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Los resultados anteriores evidenciaban la capacidad del método de
detectar a la molécula de Aciclovir, pero para que éste pudiera ser
considerado un método indicativo de estabilidad, era necesario
comprobar su capacidad de detectar a la molécula del activo sin que
interfieran otros componentes de la formula o sus productos de

degradacion.

Para comprobarlo, se sometié tanto al estandar de referencia y a la

muestra de producto terminado a un proceso de degradacion,

Para el Aciclovir, la literatura reporta que su principal producto de
degradacion es la Guanina, la cual ve reflejada en los cromatogramas
obtenidos para el estandar de referencia y la muestra de crema que

experimentaron degradacién, una vez sometidos a condiciones drasticas.

Se procedi6 a inyectar por triplicado al estdndar de referencia y la crema

degradados. En los cromatogramas se observd dos picos.
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Los picos obtenidos correspondes a la molécula de Aciclovir con un
tiempo de retencion de 2.10 minutos Yy su producto de degradacion, la

Guanina, con tiempo de retencion de 1.64 minutos.

400 - 400

ACICLOVIR

5 200 - 200

mA
|
"‘“::?
T
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0 ;w~/ T : éo

0 4 6 8 10
Minutes

Figura N° 5: Cromatograma de Estandar de Referencia degradado,
en que se observalaformacion del producto de
degradacion.
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Se presenta a continuacion el cromatograma obtenido para la muestra
degradada, en que se visualiza en el mismo la formacién del pico

secundario que corresponde a su producto de degradacion.

400 - - 400

ACICLOVIR

_, 200 - - 200

mA

Minutes

Figura N° 6: Cromatograma de la muestra de crema degradada en
gue se observalaformacion del producto de
degradacion.

Para verificar que el pico secundario correspondia a la molécula de
Guanina, se procedio a inyectar por triplicado el estandar de Guanina y el

estandar de referencia degrado.
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En el cromatograma del estandar de Guanina se observa un solo pico

con un tiempo de retencion de 1.64 minutos.
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Figura N° 7: Cromatograma de Estandar de Guanina
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En el cromatograma del estandar de referencia degrado, se observan
dos picos, uno que presenta un tiempo de retenciéon de 2.10 minutos y
que corresponde a la molécula de Aciclovir y el otro con un tiempo de

retencion de 1.64 minutos que corresponde a la molécula de Guanina.

400 _400
] <
2 L 200
-, 200 - Z l
< -
(D —
0 — Lo
\ T T L L B
0 2 4 6 8 10
Minutes

Figura N° 8: Cromatograma de Estandar de Referencia degradado,
en que se observalaformacion del producto de
degradacion.

Técnica de Anélisis.

a) Preparacion de la muestra:

Se peso de crema el equivalente a 25.0 mg de Aciclovir, se transfirié a un
frasco volumétrico de 100 mL y se le adicioné 50.0 mL de acido
clorhidrico 0.1 N. Se aplico ultrasonido por 5 minutos. se aforo con acido

clorhidrico 0.1 N.
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De la solucién anterior se midi6 10.0 mL y se aforo a 50.0 mL con &cido

clorhidrico 0.1 N, obteniendo una concentracion final de 50.0 pg/mL.

Se repiti6 el proceso para la muestras que estaria sujeta al proceso de

degradacion.

b) Preparacion de solucién de estandar.

Se pes6 25.0 mg de estandar de referencia, se transfiri6 a un frasco
volumétrico de 100 mL y se le adiciond 50.0 mL de acido clorhidrico
0.1 N. Se aplico ultrasonido por 5 minutos. Se aforo con acido

clorhidrico 0.1 N.

De la solucién anterior se midié 10.0 mL y se aforo a 50.0 mL con &cido

clorhidrico 0.1 N, obteniendo una concentracion final de 50.0 ug/mL.

Se repitié el proceso para el estandar que estaria sujeto al proceso de

degradacion.

c) Preparacion de estandar de Guanina.

Se pes6 10.0 mg de Guanina y se transfirié a un frasco volumétrico de
100 mL, se le adicion6 25.0 mL de acido clorhidrico 0.1 N, se le aplico
ultrasonido por 5 minutos y se aford con agua. De la dilucion anterior se

midid 1.0 mL y se transfirid a un frasco volumétrico de 100 mL y se llevo
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a aforo con &cido clorhidrico 0.1 N para obtener una concentracion de 1

pMg/mL

d)

Andlisis de Estdndar de y muestra de crema sin degradar.

Cada una de las soluciones obtenidas en a) y b) se inyectaron por

triplicado en el cromatografo bajo las siguientes condiciones:

- Equipo: HPLC Merck Hitachi Elite

- Detector: UV

- Longitud de onda : 254 nm

- Columna: Rp-18 Lichrograph 125-4 mm

- Temperatura: 40°C

- Fase movil: Acetato de sodio 0.5 M, pH 3.
Se prepar6 pesando 41.01 g de acetato de sodio anhidro, se
transfiere a  frasco volumétrico de 1 litro se agrega 200 ml de
agua, se acidifica con acido fosforico a pH 3, se afora con agua a
1 litro.

- Volumen inyectado: 20 pL

- Flujo: ImL/min.

e) Proceso de Degradacion.
Una de las soluciones preparadas en los literales a) y b) se

sometieron a condiciones drasticas para favorecer la degradacion.
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Las condiciones de degradaron fueron las siguientes:

Tiempo 4 minutos, a ebullicion.

f) Andlisis de Estandar de referencia y Muestra de crema

degradados.

Se inyectd por triplicado las soluciones degradadas del estandar,

de la muestra de crema y de Guanina
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5. RESULTADOS

5.1. Cromatografia en Capa Fina
Respecto al andlisis en Cromatografia en Capa Fina, se obtuvieron los

siguientes resultados:

1. No fue posible determinar las condiciones que evidencien la

degradacion del Aciclovir utilizando cromatografia en capa fina.

2. No se aplico condiciones drasticas al ingrediente activo, ya que se
trabajé primero con el estandar intacto sin obtener resultados

positivos.

3. No fue posible determinar la posibilidad de efectuar una cuantificacion

del Aciclovir por cromatografia en capa fina.

4. No se pudo demostrar que el método cromatografico en capa fina sea
capaz de detectar la degradacion que experimente el Aciclovir, pues
no se obtuvo resultados ya que no se presentd migracion del

estadndar sobre el cromatofolio.
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5.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Respecto al analisis por la técnica de Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién, podemos decir lo siguiente:

Luego de aplicar Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en el activo y
en la forma farmacéutica, degradados y sin degradacion, se obtuvo los
siguientes resultados:

La tabla 4 representa las areas y el porcentaje obtenidos al efectuar el
proceso de separacion por HPLC para el estandar de referencia
degradado y sin degradar.

Tabla N° 4: Resultados del analisis del Estandar de Referencia de
Aciclovir degradado y sin degradar

Estandar no degradado
Inyecciones Estandar 1 Estandar 2
% Area % Area
1 99.68 13437105 | 99.73 | 13594070
2 99.53 13416729 | 99.93 | 13620479
3 99.24 13377008 | 100.08 | 13641871

Estandar degradado

Inyecciones Estandar 1 Estandar 2
% Area % Area
1 64.98 8759384 65.03 | 8765846
2 65.00 8762239 65.10 | 8775698
3 64.94 8753778 65.15 8775724
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La tabla 5 representa la areas y el porcentaje obtenidos al efectuar el

proceso de separacion por HPLC para la muestra de Aciclovir degradada

y sin degradar.

Tabla N° 5: Resultados del analisis de la Muestras de dos lotes
distintos de Aciclovir en crema degradada y sin

degradar
Muestra de Aciclovir no degradada
Inyecciones 1 2
% Area % Area
1 100.71 | 13727098 92.22 |13524300
2 100.64 | 13717042 99.37 | 13544577
3 100.29 | 13670555 99.50 |13561830
Muestra de Aciclovir degradada
inyecciones 1 2
% Area % Area
1 65.21 8790080 61.69 8315171
65.39 8814497 61.53 8293906
3 65.42 8818239 61.55 8296278
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En la tabla N° 6 se indican los porcentajes obtenidos de Guanina, como

productos de degradacion en el estandar y en la muestra sujetos a

degradacion.

Tabla N° 6: Producto de degradacion en estandar y en crema

Porcentaje de Guanina en Estandar y Muestra

Estandar Crema
Inyecciones % Area Inyecciones % Area
1 11.2 2688139 1 11.91 2859642
1 11.0 2640364 1 12.05 2893086
1 10.91 2619925 1 11.82 2837370
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Cromatografia en Capa Fina.

Por medio de cromatografia en capa fina en el estandar de trabajo de
Aciclovir no se observdO migracion alguna de éste sobre la placa
cromatografica, por lo que no fue posible establecer con éste método
condiciones cromatograficas que cuantifiguen dicha molécula, que
evidencien la degradacion del Aciclovir a distintos niveles de
concentracion y que el método sea capaz de evidenciar el aparecimiento

de otras moléculas como productos de degradacion.

6.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.
Los datos de las tablas 2 a 6 demuestran la sensibilidad del método para
detectar la degradacion del Aciclovir, tanto en el estdndar de referencia,

como en la crema degradada y sin degradar.

Se puede observar que el valor del porcentaje del estandar sin degradar
en los cromatogramas se mantiene en un 99% y el valor del porcentaje
del estandar de referencia que ha sufrido degradacion es de
aproximadamente el 65%, es decir, el método detecta una perdida del

35%.
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Lo mismo sucede con la crema. En los cromatogramas de la crema sin
degradar se tiene valores de aproximadamente del 100%,
mientras que en la crema degradada los valores de porcentaje
obtenidos son del 65%, se detecta una perdida del 35% del activo en la

crema sufrida durante el proceso de degradacién por calentamiento.

Ademas se notd la presencia en los cromatogramas de una sefal
proxima a la sefial que representaria al Aciclovir, la cual se esperaba
representara a la Guanina, el principal producto de degradacion del

Aciclovir.

Para comprobarlo se realiz6 un analisis cromatografico, por separado de
estandar de Guanina, y luego, el cromatograma obtenido se compar6 con
el cromatograma del estandar de referencia de Aciclovir degradado y se
pudo comprobar que tanto la sefial secundaria en el cromatograma del
estandar de referencia de Aciclovir como la del estandar de Guanina
aparecian de la misma forma y a tiempos de retencién similares,
guedando demostrado que el método indicativo de estabilidad propuesto
es capaz detectar la degradaciéon que sufre el activo, que puede
cuantificar esa degradacion, y que también es lo suficientemente sensible

como para detectar al principal producto de degradacién del Aciclovir.
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Para tener una mayor certeza de que el método es capaz de producir los
resultados para los que es propuesto, se realizd una aproximacion de la
validacion del mismo, siendo los pardmetros evaluados la linealidad,

exactitud y precision, de éste, obteniéndose los siguientes resultados:

6.2.1 Linealidad:
Para analizar la linealidad del método se analizé por quintuplicado
distintas concentraciones del estandar de Aciclovir, los resultados

se enlistan en la tabla siguiente

Tabla N° 7: Relacién entre Concentracién y area obtenidos del
andlisis del estandar de referencia de Aciclovir

% Area
1 25,00 3393326
2 25,00 3381560
3 25,00 3389473
4 25,00 3397102
5 25,00 3401015
6 50,00 6746702
7 50,00 6745688
8 50,00 6743016
9 50,00 6743192
10 50,00 6751466




Tabla 7: Continuaciéon

% Area

11 74,00 9968580

12 74,00 9965473

13 74,00 9961599

14 74,00 9963249

15 74,00 9965431
ng

17 99,00 13350653

18 99,00 13368950

19 99,00 13366041

20 99,00 13372180
T 21 | 14900 | 10988192 |

22 149,00 19980962

23 149,00 19986842

24 149,00 19969830
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En la tabla anterior puede observarse que a medida que se aumenta

la concentracion del estandar, también se aumenta el area del

cromatograma. Esta es una caracteristica de métodos lineales.

Tabla N° 8: Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple

0,999988933

Coeficiente de determinacién R"2

0,999977867

R"2 ajustado

0,999976861

Error tipico

26989,54802

Mediciones

24
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Los valores de los pardmetros estadisticos de regresion demuestran la
linealidad del método, asi, el coeficiente de correlacion estd muy proximo
a su valor maximo el cual es 1, es decir existe correlacion con
probabilidad alta.

Tabla N° 9: Analisis de Varianza

Grggos Suma de Promedio de Valor critico
. cuadrados |los cuadrados F de F
libertad
Regresion
1 7,2403114 7,2403114 |993953,8242| 1,050352

Residuos 22 16025585450 | 728435702,3

Total 23 7,2404714

Variable X 1 Curva de regresion ajustada
25000000
20000000 + y = 133938x + 55690
15000000 +
>
10000000 +
5000000 +
0 \ i i
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
Variable X 1 . v
B Prondstico para Y
= | ineal (Pronéstico para Y)

Figura N° 9: Grafico Concentracion vrs Area
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El andlisis de la curva de regresion muestra que no existe mucha

diferencia entre los valores obtenidos durante el andlisis y los puntos

de la recta, lo que indica una buena linealidad en el método. Ademas

la pendiente de la recta es tal que permite ver una buena respuesta

del método ante las variaciones de concentracion de Aciclovir, es

decir el método es bastante sensible.

6.2.2

Exactitud:
Para llevar a cabo la evaluacion de la exactitud, se analiz6 por
quintuplicado distintas concentraciones del estandar de Aciclovir,

los resultados se enlistan en la tabla siguiente.

Tabla N° 10: Relacion entre valor teérico y valor obtenido de

estandar de Aciclovir, expresado en porcentaje

de error
% tedrico % Real Error Promedio
25,00 24,92 0,32%
25,00 24,83 0,67%
25,00 24,89 0,44% 0,35%
25,00 24,95 0,21%
25,00 24,98 0,09%
W
50,00 49,95 0,10%
50,00 49,93 0,14% 0,10%
50,00 49,93 0,14%
50,00 49,99 0,02%




Se

inyecté el

Tabla N° 10: continuacién

% tedrico % Real Error |Promedio
74,00 74,01 0,02%
74,00 73,99 0,02%
74,00 73,96 0,06% 0,03%
74,00 73,97 0,04%
74,00 73,99 0,02%
W
99,00 99,26 0,26%
99,00 99,40 0,40% 0,34%
99,00 99,38 0,38%
99,00 99,42 0,43%
W
149,00 148,77 0,16%
0,16%
149,00 148,81 0,13%
149,00 148,68 0,21%
estandar de Aciclovir

74

aumentando cada vez su

concentracion en aproximadamente 25 unidades porcentuales, cada una

repetida 4 6 5 veces, y del promedio de estas se obtuvo un valor de

porcentaje de recuperacion muy proximo al valor inyectado, asi también

el valor del porcentaje de error obtenido esta por debajo de la unidad.
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Tabla N° 11: Relacion entre valor teérico y valor obtenido del
andlisis del estandar y la Muestra

% Tedrico % Real Error Promedio
99,5 99,68 0,18%
0 0,16%
Estandar 1 99,5 99,53 0,03%
99,5 99,24 0,26%
99,9 99,73 0,17%
9 0,13%
Estandar 2 99,9 99,93 0,03%
99,9 100,08 0,18%
100,5 100,71 0,21%
100,5 100,64 0,14% 0,19%
Muestra 1
100,5 100,29 0,21%
99,4 99,22 0,18%
9 0,10%
Muestra 2 99,4 99,37 0,03%
99,4 99,5 0,10%

En el cuadro anterior se muestra la evaluacion de la exactitud a un
mismo nivel de concentracion (aproximadamente del 100%) para dos
estandares y dos muestras, en los cuatro casos se evidencia que no
existe diferencia entre ellos y que el método posee una adecuada
exactitud no importando la variabilidad entre estandares o muestras

ya que los errores promedio son inferiores al 1 %.
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6.2.3 Precision:

Para evaluar la precision del método se inyect6 por quintuplicado,
distintos porcentajes del estandar de Aciclovir. Los resultados se
enlistan en la tabla siguiente.

Tabla N° 12: Relacién entre valor tedrico, valor obtenido
y el coeficiente de variacion

% Teorico % Real Error %CV
25,00 24,92 0,32%
25,00 24,83 0,67%
25,00 24,89 0,44% 0,22%
25,00 24,95 0,21%
25,00 24,98 0,09%
W
50,00 49,95 0,10%
50,00 49,93 0,14% 0,05%
50,00 49,93 0,14%
50,00 49,99 0,02%
W
74,00 73,99 0,02%
74,00 73,96 0,06% 0,03%
74,00 73,97 0,04%
74,00 73,99 0,02%
99,00 99,26 0,26%
99,00 99,40 0,40% 0,09%
99,00 99,38 0,38%
99,00 99,42 0,43%
149,00 148,77 0,16%
0,04%
149,00 148,81 0,13%
149,00 148,68 0,21%
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En la tabla se puede observar que en cada nivel de concentracion se
obtuvo valores de coeficientes de variacion muy por debajo de 2%, que
es el limite superior de coeficiente de variacién. segun el Colegio

Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos de México.

Tabla N° 13: Relacién entre valor tedrico, valor obtenido vy el
coeficiente de variacion del Estandar sin degradar

% Teorico % Real Error % CV
99,50 99,68 0,18%
99,50 99,53 0,03% 0,22%
99,50 99,24 0,26%
%
99,90 99,93 0,03% 0,18%
99,90 100,08 0,18%

Evaluando la precisién al 100% de concentracion, los coeficientes de
variacion del estandar sin degradacion en ambos lotes fue de 0.22 % y
0.18 %, estando estos dos valores muy por debajo del valor permitido por
el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos de México, el

cual es menor o igual al 2% para métodos cromatograficos.
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Tabla N° 14: Relacion entre valor teorico, valor obtenido y el

coeficiente de variacion crema sin degradar

HLERIE) % Teorico % Real Error % CV
100,50 100,71 0,21%

1 100,50 100,64 0,14% 0,22%
100,50 100,29 0,21%
99,40 99,22 0,18%

2 99,40 99,37 0,03% 0,14%
99,40 99,50 0,10%

El valor de coeficiente de variacion obtenido del analisis de dos lotes
distintos de muestras de producto terminado estdn debajo del valor de

2% aceptado.

Tablas N° 15: Resultados del Tablas N° 16: Resultados del
andlisis del andlisis de la
estandar degradado crema degradada
Estandar degradado Crema degradada
% Tedrico | % CV % Tedrico | % CV
64,98 65,21
65,00 0,05% 65,39 0,17%
Aciclovir 64,94 Aciclovir 65,42
64,97 61,69
65,03 0,10% 61,53 0,14%
65,10 61,55
Promedio 65,00 Promedio 63,47

En las tablas anteriores se puede observar que el coeficiente de variacion
tanto en el estandar degradado como en la crema degradada son bajos

con respecto al limite.
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7. CONCLUSIONES

1. No es posible evaluar la estabilidad del Aciclovir por el método de
Cromatografia en capa fina, ya que esta la molécula de este farmaco
no presenta migracion debido a que en su estructura posee grupos
quimicos ionizables como Amino (NH;) y (OH). Estos grupos
interactian con los grupos silanoles de la placa cromatogréafica
produciendo una interaccion con elevada energia de adsorcion,
haciendo dificil la migracion del Aciclovir sobre la placa

cromatografica,

2. La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion es un método lo
suficientemente sensible y selectivo para detectar y cuantificar la
molécula de aciclovir en crema y su degradacion que sufriria durante

el tiempo que permanezca en el mercado.

3. El método analitica propuesto es capaz de detectar la degradacion
sufrida por la molécula de Aciclovir, y ademas de poder cuantificar esa
degradacion. Asi lo demuestran los datos obtenidos de los
cromatogramas, tanto del estandar como de la muestra de Aciclovir en
crema. Ademas el método es capaz de distinguir entre la molécula del

activo y la de su principal producto de degradacion, la Guanina.
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4. El estudio de las caracteristicas, linealidad, exactitud y precision del

método, demuestra que éste es:

- Lineal: porque la pendiente de la recta es distinta de cero, la
interpolacion del intercepto tiende a cero y el coeficiente de correlacion

multiple se aproxima a uno.

- Exacto: porque los valores de error obtenidos a diferentes niveles de
concentracion son inferiores al 1% muy proximos a los valores reales

del analito.

- Preciso: porque los valores del coeficiente de variacion a diferentes
niveles de concentracion estdn muy por debajo de 2, que es el limite

para coeficiente de variacion.

- Selectivo: porque permite distinguir entre el principio activo e

interferencias que lo rodean.

En base a lo anterior, se puede confiar en que el método indicativo de
estabilidad propuesto es capaz de producir los resultados esperados de

7

él.
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5. Luego de obtenidos los resultados experimentales se propone el

siguiente método indicativo de estabilidad:

Reactivos:
- Agua calidad HPLC
- Acetato de Sodio Anhidro

- Acido Acético

Fase movil:

-Acetato de Sodio 0.5 N, pH 3.

Preparacion de fase movil:

Pesar 4.1 g de Acetato de Sodio Anhidro, transferir a un frasco
volumétrico de 1000 mL. Agregar 500 mL de Agua Yy agitar hasta disolver.
Adicionar 300 mL de agua agitando y llevar a pH 3 con Acido Acético,

llevar a volumen.

Condiciones del equipo:
- Longitud de onda: 254 nm
- Flujo: 1 mL por minuto
- Columna: RP18 LICHROCART 125-4
- Volumen: 20 ul

- Temperatura 40 °C
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Preparacion de la solucion de Aciclovir en crema:

Pesar una cantidad de crema en equivalente a 25.0 mg de Aciclovir, esta
transferirla a un frasco volumétrico de 100 mL, adicionar 50 mL de &cido
clorhidrico 0.1 N y aplicar ultrasonido por 5 minutos para facilitar la
dilucién, luego aforar con &cido clorhidrico 0.1 N.

Inyectar la solucibn en el cromatégrafo, bajo las condiciones

especificadas.
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8. RECOMENDACIONES

1. Que el método propuesto indicativo de estabilidad, sea aplicado por
la industria farmacéutica, como método de rutina para evaluar la
calidad de la crema de Aciclovir, ya que demuestra la formacion de

su producto de degradacion, en presencia de la molécula intacta.

2. Que el método analitico propuesto pueda ser aplicado para evaluar

la estabilidad del Aciclovir, en sus diferentes formas farmacéuticas.

3. Por su simplicidad y economia, este método, puede ser utilizable
en docencia, para la realizacion de las practicas de las asignaturas
Quimica analitica 1ll y Control de Calidad de Productos

Farmacéuticos y Veterinarios.

4. Que el método analitico propuesta pueda ser adaptado para la

evacuacion de otros productos farmacéuticos.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

Guia de Entrevista para Investigacion de Campo con el fin de

Conocer la aceptaciéon de Aciclovir en el mercado.

1. Formas farmacéuticas de Aciclovir que se comercializan:

Crema Unguento Tabletas

jarabe inyectable

2. Laboratorios que fabrican el producto:
Nacionales:

Extranjeros:



3. ¢Cuél es el precio de las distintas presentaciones?

Precio de:

Crema: Jarabe:
Unguento: Inyectable:
Tabletas:

4. Aproximadamente, ¢cuantos tubos de Aciclovir en crema compra

un paciente para su tratamiento?

5. ¢Epoca del afio en que se vende con mayor frecuencia éste

producto?



ANEXO 2

MONOGRAFIA DE ACICLOVIR. MATERIA PRIMA

Aciclovir

0 ACICLOVIR
NH NN
0
NH,”” N~ N

L-0—™on

Formula empirica : CgHi11 NsO3; Peso Molecular : 225.20

Nombre  Quimico :  6H-Purin-6-ona, 2-amino-1,9-dihidro-9-[(2-
hidroxietoxi)-metil]-. 9[(2-hidroxietoxi) metiljguanina

Denominaciéon comun internacional : [59277-89-3].

Aciclovir contiene no menos de 98.0 % y no mas de 101.0 % de

CsH11N503, calculado en la base anhidra.

Empaque y almacenamiento: consérvese en contenedores bien

cerrados.

Estandar de referencia USP <11>: Aciclovir USP RS.



Identificacion.

A: Absorcién Infrarroja <197 K>

B: El tiempo de retencidon del pico méximo en el cromatograma de la
Preparacion del ensayo corresponde al del Preparacion del estandar

obtenido bajo Ensayo y limite de guanina.

Agua, Método | <921> : no més del 6.0%

Impurezas ordinarias <466>
Test solution: dimetil sulfoxido
Solucion estandar: dimetil sulfoxido
Eluyente: una mezcla de cloroformo, metanol e hidroxido de amonio
(80:20:2)
Visualizacion: 1.
Volumen de aplicacion: 5 pL.

Limite: 1%

Impurezas orgéanicas volatiles, método V <467> : ver requerimientos

Disolvente: utilizar dimetil sulfoxido como disolvente.



Ensayo y limite de guanina.

Fase movil: preparar un solucién filtrada y desgasificado de &cido
aceético glacial en agua (1 en 100). Hacer ajustes de ser necesario (ver
System Suitability bajo Chromatography <621>).

Preparacion del estandar de guanina: transferir aproximadamente 8.75
mg de guanina, cuidadosamente pesada a un balén volumétrico de 500
mL. Disolver en 50 mL de Hidréxido de sodio 0.1 N, aforar con agua y
mezclar.

Preparacion del estandar: disolver aproximadamente 25 mg de
Aciclovir USP RS, cuidadosamente pesado, en 5 mL de Hidréxido de
sodio en un balén volumétrico de 50 mL, aforar con agua y mezclar.
Transferir 10 mL de esta solucién y 2 mL de la preparacion del estandar
de guanina a un balén volumétrico de 50 mL, diluir con hidréxido de sodio
0.01 N hasta volumen y mezclar para obtener una solucién que contenga
una concentracién conocida de aproximadamente 0.1 mg de Aciclovir
USP RS por mL y 0.7 ug de guanina por mL.

Preparacion del ensayo: disolver aproximadamente 100 mg de
Aciclovir, cuidadosamente pesado, en 20 mL de hidréxido de sodio 0.1 N
en un balén volumétrico de 200 mL, aforar con agua y mezclar. Transferir
10.0 mL de ésta solucion a un balon volumétrico de 50 mL, aforar con
hidroxido de sodio 0.01 N y mezclar.

Sistema cromatogréfico (ver Chromatography <621> ): el cromatografo

liquido se equipa con un detector de 254 nm y una columna de 4.2 mm x



30 cm que contiene un empaquetamiento L 1. El rango de flujo es de 3
mL por minuto. Hacer cromatograma de la preparacion del estandar y
registrar los picos como se indica bajo Procedimiento: la resolucion, R,
entre el pico de Aciclovir y guanina no es menor de 2.0, el factor mayor
del pico del analito no es mas de 2 y la desviacidn relativa del estandar
por inyeccion replicacion es no mas del 2%.

Procedimiento: separadamente inyectar volimenes equivalentes
(cerca de 20 pL ) de preparacion del estdndar y dela preparacién del
ensayo dentro del cromatdgrafo, registrar los cromatogramas y medir las
respuestas para todos los picos. Calcular la cantidad, en pg, de guanina

en la porcién de Aciclovir a partir de la formula:

1000 C (ru/rs),

en donde C es la concentracion, en pug por mL, de guanina en la
preparacion del estandar, ry y rs son la respuesta de picos debidos a la
guanina en la preparacion ensayo Yy la preparacion estandar,
respectivamente: no mas del 0.7 % de guanina es encontrado. Calcular la
cantidad, en mg, de CgH1:NsO3 en la porcién de Aciclovir tomada de la

formula:

1000 C (ry/rs),



en donde C es la concentracion, en mg por mL, Aciclovir USP RS en la
preparacion del estandar, r, y rs son la respuesta de picos debidos a
Aciclovir en la preparacidbn ensayo y en la preparacion estandar,

respectivamente.
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