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RESUMEN

Fundamentacién: La ciclosporina A, es le principio activo mas importante en la
terapia inmunosupresiva, pero su hidrofobicidad dificulta el disefio de formulaciones
de adecuada biodisponibilidad tras una administraciéon oral. Se desarroll6 un
procedimiento de obtencién de una nueva materia prima conteniendo cicplosporina
A como dispersion sélida de elevada solubilidad acuosa. No existiendo en la
literatura oficial ningiin método para la cuantificacion de la ciclosporina A en la
dispersion solida.

Objetivos: Validar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion
para cuantificar la ciclosporina A en la dispersion sélida.

Métodos: Los pardmetros fueron: Linealidad, exactitud, precision y especificiad. Se
emple6 una columna C-18 de 25 x 4 cm, con deteccién UV a 210 nm, fase movil
compuesta por agua, acetonitrilo, terc-butil metil éter y acido fosforico (520:430:50:1)
realizando la cuantificacion frente a una muestra de referencia, suministrada por el
Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos, por el método del estandar
externo.

Resultados: La curva de calibracion se realizd en el intervalo de 60 al 140 %,
siendo lineal con coeficiente de correlacion de 0,9986; la prueba estadistica para el
intercepto y la pendiente se considerd no significativa. Se obtuvo un recobrado del
99,86 % en el intervalo de concentraciones estudiado, las pruebas de Cochran y
Student resultaron no significativas. El coeficiente de variacion en la repetibilidad fue
0,49 % para las 6 réplicas, en la precision intermedia las pruebas de Fischer y
Student resultaron no significativas. No se observo interferencia de los excipientes
en la zona de elusién, demostrandose la especificidad.

Conclusiones: El método resulté lineal, preciso, especifico y exacto en el intervalo
de concentraciones estudiadas.

Palabras clave: ciclosporina A, dispersion sélida, cromatografia liquida de alta

resolucion, validacion.



INTRODUCCION

La ciclosporina A (CsA) es un polipéptido extraido del hongo Tolypocladium inflatum
Gams, insoluble en agua, muy soluble en disolventes orgénicos y lipidos® 2. Es el
principio activo mas importante de la terapia inmunosupresiva en los trasplantes de
organos sélidos, no obstante, su gran hidrofobicidad, hace que se dificulte el disefio
de preparaciones farmacéuticas, que exhiban una absorcion satisfactoria en la

circulacion sistémica después de una administracion oral. * %>

Una de las estrategias mas importantes de la industria farmacéutica en la actualidad
es el desarrollo de técnicas de solubilizacion de principios activos lipofilicos, para el
aumento de su biodisponibilidad oral. ® . Entre ellas la elaboracién de dispersiones
sélidas (DS) es una de las estrategias de solubilizacibn mas exitosas para el
aumento de la solubilidad de ingredientes farmacéuticos activos. ® °

Se desarroll6 un procedimiento de obtencién de una nueva materia prima en forma
dispersién sélida de ciclosporina A '° con mayor valor de transmitancia en agua que
la Sandimmun Neoral® microemulsién preconcentrada existente en el mercado cuya

absorcion oral, todavia es incompleta y variable. **

La literatura reporta métodos analiticos por cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR), para la cuantificacion de la CsA como materia prima, y en las formulaciones
liquidas orales y en tableta, no reportandose métodos por CLAR para su

cuantificacion en forma de DS. *?

La 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 meétodo separativo; lo que permite medir con gran selectividad el
compuesto deseado, siempre y cuando se encuentre un sistema cromatografico que

asegure una adecuada separacion.*® 4

La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas

de que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado esperado.

Entre los parametros analiticos que pueden ser considerados en la validacion de un
método analitico, segun se expresa en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP,
30), son exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, linealidad, rango, tolerancia y robustez.*? *°



El presente trabajo tiene como objetivo validar un método analitico para la

cuantificacion de la CsA en la dispersion sélida.
METODOS

Se utilizé un material quimico de referencia USP (Lote IOF343) de ciclosporina A de
pureza de 98,7%, muestras de la dispersion sdlida elaborada en el Departamento de
Materias Primas del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM).

Se empleo6 el método descrito en la USP 33 para la cuantificacion de CsA materia

prima. *2

Se utilizé un cromatografo liquido KNAUER compuesto con detector UV ajustado a
210 nm y un volumen de inyeccion de 20 pL. La separacion se realizd
isocraticamente empleandose una columna C - 18 (4 mm x 25 cm), a una
temperatura de 80 °C con un flujo de 1,2 mL/min, para lo cual se utilizé6 una fase
movil compuesta por una mezcla de agua, acetonitrilo, terc-butil metil éter y acido
fosforico (520:430:50:1) y como diluente una mezcla acetronitrilo y agua en relacion

1:1. Todos los reactivos fueron puros para analisis.

Para el andlisis se disolvi6 una cantidad exacta de la sustancia de referencia
guimica en diluente de modo que se obtuviera una solucion con una concentracion
final de 1.25 mg/mL.

Para el analisis de las muestras se pesaron exactamente 31,25 mg de muestra y se
trasvasd a un frasco volumétrico de 25 mL adicionandose diluente, se aplic
ultrasonido hasta dilucion y se completé volumen con diluente (concentracién de

trabajo 1,25 mg/mL)
Validacion del método analitico

La validacion fue realizada segun la categoria | (USP-33) y la Regulacién 41-2007
del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED),
para la validacion de métodos de analisis, en la que se evaluaron los parametros

que a continuacion se describen; 2+ 1

Especificidad: Se analizaron la sustancia de referencia de CsA, las muestras de
DS, el placebo de la DS, y muestras de DS sometidas a condiciones drasticas de
oxidacion (H»O;), hidrdlisis acida (HCI 3N), basica (NaOH 3N) a temperatura



ambiente y exposicion a la luz solar por 4 dias. Como criterio de aceptacion, se
acordd que no debian obtenerse sefiales del placebo y de los productos de
degradacion en la zona de elusion del principio activo a cuantificar. El area bajo la
curva del patron, asi como el tiempo de retencion de este y del principio activo a

cuantificar, en el producto terminado deben ser similares.

Linealidad: Se realiz6 el modelo de 3 determinaciones para 5 concentraciones
diferentes: 60, 80, 100, 120, y 140 %. Se determinaron las ecuaciones de las rectas,
los coeficientes de correlacién, las pruebas de significacion estadistica, de
significacion de la pendiente y los coeficientes de variacion de los factores de

respuesta

Precision: Se realizaron los estudios de repetibilidad y de reproducibilidad
trabajando a partir de una homogénea comun y realizandose el andlisis como
minimo por triplicado. Para el caso de la repetibilidad se trabajé sobre la base de
seis determinaciones y en el estudio de precision intermedia se compararon
valoraciones de dos analistas en tres dias diferentes, a tres niveles de
concentracion, que representaban el 80, 100 y 120 % de la concentracién tedrica. A
los datos obtenidos se les aplicaron la prueba de t de Student y la prueba de Fisher
con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas entre las medias
obtenidas y entre las precisiones alcanzadas por los analistas respectivamente, se
compararon los valores experimentales con los calculados para un limite de

confianza de un 95% de la media.

Exactitud: Se realizdé el modelo de 3 réplicas, para 3 concentraciones diferentes:
80, 100, 120 %, determinandose el % de recuperacion, la desviacién estandar y el
coeficiente de variacion. Se determinaron ademas las pruebas de Cochram con
vistas a comprobar si la variacion de la concentracion producia diferencias
significativas en los resultados y las pruebas de t de Student para la determinacién

de las diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 %.
RESULTADOS

La figura 1 muestra los resultados obtenidos del estudio de especificidad del
meétodo. En el cromatograma correspondiente a la dispersién sélida placebo (B), no
se obtuvo ninguna sefal en la zona de interés al ser comparado con la sefal

obtenida para la solucion estandar de referencia (A) y de la dispersion sdlida (G), lo



cual indica que los excipientes o sustancias auxiliares de la solucion no interfieren
en la determinacién del principio activo. En cuanto a las muestras sometidas a la a
condiciones drasticas de oxidacion, luz solar, hidrolisis acida e hidrdlisis basica
(cromatogramas C, D, E, F se aprecia degradacion por la disminucién de la altura
del pico del principio activo, no observandose picos adicionales en la zona de

elusién del producto principal.

En la tabla 1 se reportan los resultados del estudio de la linealidad del sistema,
donde los coeficientes de regresion y de determinacion fueron de 0,9986 y 0,9972
respectivamente. El coeficiente de variacion del factor de respuesta resulto igual a

1,55 %. En la figura 2 se muestra la curva de calibracion correspondiente.

En cuanto al estudio de precision, el resultado del estudio de repetibilidad del
sistema (tabla 2) presenta una media de 99,93 y un coeficiente de variacion de
0,49 %. Mientras que los valores de F y t calculadas fueron menores que los valores
tabulados para cada uno de los niveles estudiados segun los resultados del estudio
de precision intermedia (tabla 3), donde los valores tabulados para la prueba de
Fischer fueron por analistas 3, 44 y por dias 5,05, para la prueba de la t de Student
fueron por analistas 2,12 y por dias 2, 22 para un 95 % de confianza.

Los resultados estadisticos del estudio de exactitud se muestran en la tabla 4,
siendo la recuperacion media de 99,86 %, el valor de t calculada (2,181) y de G
calculada (0,63) resultaron menores que los valores tabulados, t tabulada 2.306
para un 95 % de confianza y G tabulada 0.797 para un 95 % de confianza, k= 3y
n= 3.

DISCUSION

Los resultados del estudio de especificidad (figura 1) demuestran la especificidad
del método al no presentarse interferencias de picos adicionales en la
determinacién de cada uno de los principios activos, no se evidencian interferencias

de los excipientes, ni de los productos de degradacion.

Los resultados de los estudios de linealidad muestran coeficientes de regresion y de
determinacion superiores a los exigidos, 0,99 y 0,98 respectivamente, lo que
demuestra con el valor del coeficiente de correlacién obtenido, cercano a la unidad,
la existencia de correlacion con una probabilidad elevada, asi como el grado de

relacion entre las variables concentracion y respuesta detectada por el equipo



empleado. También el coeficiente de variacion de los factores de respuesta y la
desviacion estandar relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como
maximo para estos indicadores: 5y 2 %, respectivamente; ambos son considerados
estimadores puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido de
los coeficientes de variacion de los factores de respuesta, permite demostrar que
existe variabilidad en la relacion respuesta y concentracion para cada nivel
evaluado. El intervalo de confianza del intercepto incluye al cero, lo que permite
excluir la significacion del error del intercepto. Demostrandose por tanto la linealidad

del método propuesto.

En los estudios de la repetibilidad (tabla 2) realizado a una misma muestra, por el
mismo analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se alcanzaron coeficientes de
variacion adecuados, lo que demuestra la buena precisién del método; se observa
una variabilidad de los resultados dentro de los limites establecidos para los

meétodos cromatograficos: CVd < 2,0 %.

Los valores que se obtienen en los estudios de precision intermedia, de las pruebas
de Fischer y t de Student, para el estudio de la precision intermedia demuestran que
no existen diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas por los
analistas en diferentes dias para un 95 % de confianza, ya que los valores de F
calculadas son menores que la F tabulada, estos resultados permiten establecer
gue las precisiones son similares tabla 3. Al realizar las pruebas de la t de Student,
los valores calculados resultaron menores que el tabulado, para un 95 % de
confianza, lo cual demuestra que no existen diferencias significativas entre las

medias alcanzadas, con un nivel de significacion de un 5 %.

El método fue exacto ya que el recobrado medio no excedié el limite de 92,0 -
102,0 %. En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los
resultados de la exactitud al aplicar la prueba de Cochran, se obtuvo que G
calculada fue menor que G tabulada para una probabilidad de 0,05, k=3 y n=3; por
lo tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes
indicando que la concentracion no influye en la variabilidad de estos. Por su parte, la
prueba de la t de Student corroboré la exactitud, ya que la t obtenida fue inferior a la
tabulada, por lo que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre el

recobrado medio y el 100 %.



El método analitico, validado por CLAR, para la cuantificacién de la ciclosporina A
en la dispersion solida resulto ser lineal, preciso, exacto y especifico, en el intervalo

de concentraciones estudiadas.
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ANEXOS

1.4 D

G

Figura 1. Resultados del estudio de especificidad del método. A) Cromatograma de

la sustancia de referencia, B) Cromatograma de la dispersion soélida placebo. C)



Cromatograma de la dispersion solida a oxidaciéon, D) Cromatograma de la
dispersion solida sometida a la luz. E) Cromatograma de la dispersion sélida
sometida a hidrdlisis acida, F) Cromatograma de la dispersién sélida sometida a
hidrélisis basica. G) Cromatograma de la dispersion solida.

Tabla 1. Resultados del estudio de linealidad

Parametros Resultados Limites
Ecuacién de la recta Y = 0,227995 X - | Y=bX+a
0.0166
Coeficiente de | r=10,9986 r 20,990
regresion lineal
Coeficiente de | ¥ =0,9972 r* > 0,980

determinacion
SIGNIFICACION ESTADISTICA DE LA VARIANZA DE LA PENDIENTE (b)

Desviacion  estandar | Sb rel(%) = 1.89 Sb rel(%) < 2%
relativa de la
pendiente
COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS FACTORES DE RESPUESTA
Coeficiente de | C.V=1,55% CVEe< 5%
variacion del factor de
respuesta
ENSAYO DE PROPORCIONALIDAD
Intervalo de confianza | 1,317; -0,985 Debe de incluir al cero
de la pendiente, a + t para P = 0,05
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Figura 2. Curva de calibracién del estudio de linealidad



Tabla 2. Resultados del estudio de repetibilidad del sistema

Réplicas ciclosporina A (%)

100,00
100,20
100,36
99,85
100,15
98,99

o O B~ W N| B~

X media =99,93
CV=0,49%




Tabla 3.

Niveles Primer dia
78,98
78,99
78,09
99,6
98,6
99,30

121,15
120,39
121,0

80 %

100 %

120 %

Prueba de significacion de
Fisher por analistas
(Ftab (8/8; 0,05)= 3,44)

80 % 1,95
100 % 1,25
120% 2.83

Prueba de significacion de

Student por analistas

(ttab (16; 0,05)= 2,12)
80 %
100 %
120 %

0,36
0,04
0,25

Niveles
80 %
100 %
120 %

Resultados del estudio de precision intermedia

Analista 1 (%)

Segundo dia | Tercer dia Primer
dia

78,08 79,01 78,54
78,68 78,87 78,25
79,12 78,65 79,03
98,8 99,3 98,75
99,01 99,01 98,80
98,76 98,97 98,60
119,9 119,99 121,05
120,65 120,65 120,80
120,89 120,47 120,50

Prueba de Fischer

Analista 2 (%)
Segundo

dia
78,9
79,1
78,56
99,3
98,65
99,35
120,5
120,6
120,5

Prueba de significacion de Fisher por dia

(Ftab (5/5; 0,05)= 5,05)

Niveles Dias 1/2 Dias 2/3
80 2,93 2,91
100 0,10 4,09
120 3,49 2,99

Prueba de la t de Student

Dias 1/3

3,60
3,07
2,27

Prueba de significacion de Student por dias

(ttab (10; 0,05)= 2,22)

Niveles Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3
80 0,45 1,06 0,03
100 1,35 1,30 0,22
120 1,46 0,36 1,78

Coeficiente de variacion

Analista 1 Analista 2
0,50 0,35
0,32 0,35
0,35 0,21

Tercer dia

79,3
78,2
79,11
99,25
98,9
99,8
120,3
120,2
121,01

Limites

Fexp < Ftab

Limites

texp < ttab

Limites

CVv<s20%



Tabla 4. Analisis estadistico del estudio de exactitud

Niveles Recuperaciéon Resultados Limites
(%)
80%
99,91 R media = 99,86 % 98,0 — 102,0 %
99,96 tcalc. =2,181
99,96 ttab. = 2,306 t exp. < ttab.
100%
99,63 G calc. =0,63
G tab. = 0,797 G exp. < G tab.
99,67
99,73
120%
99,97
99,94

100,00




