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RESUMEN

El 4cido valproico es un principio activo empleado en el tratamiento de crisis epilépticas,
desorden bipolar, demencia y prevencion de migrafias en seres humanos. En esta
investigacion, se desarrollé y validé un método analitico sencillo de aplicar, rapido,
menos toxico y mas econdmico para la determinaciéon cuantitativa de acido valproico en
tabletas por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase inversa (RP-HPLC). La
separacion se realizdé con una columna SunFire Cig (5 um, 150 x 4,6 mm), bajo una
elucién isocratica a temperatura ambiente, empleando una fase mévil compuesta por
etanol-agua (60:40 %v/v) ajustada a pH 3,5 con H3PO,4 al 85,7 %m/m; un volumen de
inyeccion de 5 pL; un flujo de 0,8 mL/min y una deteccién UV-visible con arreglo de
diodos a 212 nm.

El método propuesto resultd ser selectivo al no evidenciarse productos de degradacion
u otros componentes de la matriz de la muestra coeluyendo con el principio activo en
estudio. Los limites de deteccion y cuantificacion mostraron valores de 0,07 y 0,2
mg/mL, respectivamente. Se obtuvieron curvas de calibracion lineales con R > 0,999 en
un rango de concentracion de acido valproico entre 0,5 y 3,2 mg/mL, respectivamente.
Se encontrd que el método era exacto al obtenerse una recuperacién promedio cercana
al 100 %, ademas resulto ser preciso al proporcionar valores de CV menores al 2 %.
Finalmente, se demostré que el método no es robusto ante los cambios realizados en el

pH, porcentaje de etanol y flujo de las fases méviles analizadas.

La presente metodologia desarrollada y validada puede ser empleada en analisis de
rutina y control de calidad de &cido valproico; ya que proporciona resultados confiables

y cumple con las especificaciones establecidas en los parametros de validacion.
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1. INTRODUCCION

El sistema nervioso puede verse afectado por infecciones y diferentes trastornos
neurolégicos. Generalmente, estas enfermedades son producidas por la invasion de un
microorganismo, traumatismo craneoencefalico, tumores, interrupcién del flujo de

sangre al cerebro y desérdenes autoinmunes. 2

Entre los trastornos neuroldgicos mas frecuentes se encuentran las crisis epilépticas,
las cuales se definen como episodios inesperados producidos por descargas eléctricas
neuronales. Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera la
epilepsia como un importante problema de salud publica que requiere atencién
sanitaria, ya que dependiendo de la frecuencia de estos episodios es posible que se
afecte la productividad del individuo y en algunos casos puede causar la muerte. En
cuanto a su tratamiento, los impactos de la enfermedad pueden reducirse mediante
cirugias o con la administracion de farmacos antiepilépticos, correspondiendo estos

Gltimos los de mayor aplicacion nacional. 2

Uno de estos farmacos antiepilépticos es el acido valproico, que en la actualidad no
sélo es utilizado como antiepiléptico, sino también en el tratamiento de trastorno bipolar.
Siendo comun su administracion bajo la forma farmacéutica de tabletas; por lo tanto, es
de suma importancia la caracterizacién cuantitativa del mismo para garantizar la calidad

del medicamento y el beneficio terapéutico en cada trastorno neurolégico.

Debido a que las monografias oficiales no reportan ninguna metodologia para el analisis
de acido valproico en tabletas, el presente trabajo de investigacion se centrara en el
desarrollo y validacion de un método analitico para la determinacién de acido valproico
en tabletas, empleando la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia con

detector UV-visible de arreglo de diodos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Epilepsia
2.1.1. Definicion

La epilepsia es un trastorno cronico del sistema nervioso caracterizado por
contracciones repentinas, involuntarias, breves o prolongadas de los musculos,
asociadas a descargas anormales y sincronicas de las neuronas, con o sin pérdida de
la conciencia y control de esfinteres. Esta enfermedad puede afectar a personas de

todos los grupos sociales sin distincién de edades. 5 ©

2.1.2. Clasificacion

Las crisis epilépticas se pueden clasificar en dos grandes grupos: parciales o

generalizadas. >

2.1.2.1. Crisis epilépticas parciales o focales

Son aguellas que afectan una parte de cuerpo, comenzando por un area hemisférica
especifica y pueden ser: simples, complejas o con evolucion secundaria hacia crisis

generalizadas. >

Una crisis parcial es simple cuando no sé produce alteracion de la conciencia; mientras
qgue, una crisis parcial es compleja cuando estd asociada con la pérdida de la

conciencia. Una crisis parcial simple puede propagarse y evolucionar con el tiempo a
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una crisis parcial compleja 0 a una crisis generalizada, denominandose crisis parcial

secundaria a generalizada. "

2.1.2.2. Crisis epilépticas generalizadas

Se caracterizan por comprometer todo el cuerpo, ya que comienzan en ambos
hemisferios cerebrales de manera simultanea. Se componen por crisis de ausencias,

miocldnicas, ténico-clénicas y aténicas. &7

Las crisis de ausencias consisten en pérdidas breves del conocimiento (alrededor de 10
segundos), se perciben por parpadeos y expresiones faciales. En cambio las crisis
epilépticas mioclénicas son contracciones aisladas o mudltiples, irregulares e

involuntarias de los misculos del cuerpo, sin pérdida del conocimiento. 7

Por otro lado, se encuentran las crisis epilépticas tonico-clonicas que se caracterizan
por breves tensiones, contracciones y relajacion de los musculos, con pérdida de la
conciencia y con frecuencia causan la caida del paciente al suelo. La primera fase se
denomina ténica porque todo el cuerpo se pone rigido y la segunda fase clénica se
reconoce cuando el cuerpo de la persona sufre espasmos musculares. Durante esta
crisis la persona puede llegar a morderse la lengua, los labios e incluso experimentar
incontinencia urinaria. Finalmente, las crisis atonicas consisten en contracciones subitas
acompafadas por la relajacion de los musculos del cuerpo, pérdida de la conciencia y

caidas al suelo. "

Generalmente, las crisis epilépticas duran de uno a dos minutos y pueden estar

seguidas por un periodo variable de depresion cerebral, que se manifiesta por déficits
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neurolégicos, como lo son: la pérdida de fuerza en las extremidades, pardlisis,

alteraciones sensitivas, somnolencia, cansancio, delirio y cefalea. !

2.1.3. Causas

La mayoria de las crisis epilépticas pueden ser de tipo idiopaticas, es decir, aquellas
cuya causa organica no es identificable (origen genético y de fuerte caracter
hereditario), en cambio las de tipo sintomaticas pueden originarse por: tumores,
accidentes cerebrovasculares, traumatismo craneoencefélico, alteraciones genéticas
con malformaciones cerebrales, infecciones cerebrales, abstinencia o abuso en el

consumo de alcohol y/o farmacos.

Cuando la causa de las crisis sea de tipo sintomatica el diagnéstico clinico puede
determinarse mediante una evaluacibn médica completa, constituida por una
exploracién fisica, examenes de sangre, una tomografia axial computarizada vy
resonancia magnética nuclear; mientras que, con el electroencefalograma se detectan

las alteraciones generalizadas especificas.

2.1.4. Tratamiento

Las crisis epilépticas pueden ser controladas mediante farmacos antiepilépticos; en el
caso de los pacientes que no toleren el tratamiento farmacoldgico pueden recurrir a una

cirugia. ? En la figura 1, se muestran los farmacos antiepilépticos de mayor uso. !
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Antiepilépticos

)

Clasicos de primera
generacion

Fenobarbital

1 1

Clasicos de segunda generacion  Nuevos de tercera generacion

Carbamazepina Gabapentina

o H\fo 0O
HaC NH Q D
I N OH
A NH,
0~ "NH,
Fenitoina - . igi
H Acido valproico Lamotrigina
N : HoMe N _MNH
o o COOH 2 - 2
e D
O )
Cl
o]
Pr|m|dor:4a Estructura de las benzodiazepina Topiramatoo
Oy
o} N R Re =
N o] NHo
B S Wl
NH R7 N o2 W
CH =
H3C CH3 CH,

Figura 1. Antiepilépticos comunes

Los antiepilépticos clasicos de segunda generacion han sustituido a los de primera
generacion debido a su menor toxicidad y mayor tolerabilidad durante el tratamiento;
mientras que, los nuevos o de tercera generacion, en ocasiones son utilizados como

coadyuvantes de los antiepilépticos de segunda generacion. *!

Entre este grupo de farmacos antiepilépticos se ha seleccionado al acido valproico
como principio activo de estudio por ser un medicamento de amplio espectro empleado
en el tratamiento de crisis parciales y generalizadas, a diferencia de los nuevos

farmacos que cominmente son empleados en el tratamiento de crisis parciales. >
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2.2. Acido valproico (AVP)
2.2.1. Estructura quimica e importancia del acido valproico

El acido valproico (AVP) es un acido carboxilico o acido graso alifatico de cadena corta
ramificada, también conocido por su nombre 1.U.P.A.C. como acido 2-propilpentanoico
(Ver tabla 1). El &cido valproico fue sintetizado en 1882 por Burton; pero su actividad
anticonvulsiva fue descubierta de manera fortuita por Pierre Eymard en 1962, al
emplearlo como disolvente en el ensayo de nuevas formulaciones para las terapias de
epilepsia. En 1998, fue aprobada su administracion para el tratamiento de desérdenes
bipolares, prevencion de migrafias y como monofarmaco adyuvante en el tratamiento de

demencias. &

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del &cido valproico

PM P K

. o [11] o a Log P (octanol/

Sustancia/FM (g/mol) 1 Peb (°C) Prus (°C) (Q{EL) Rty agua) 12
coon 144,21 221; 120" 0,904%° 4,6 2,8

Aspecto fisico ®: Liquido incoloro o amarillo palido, transparente, ligeramente
viscoso y de olor caracteristico.

Solubilidad ®'%: Ligeramente soluble en H,O (1,3 mg/mL), soluble en
solventes organicos, como lo son: acetona, alcohol, cloroformo, éter, benceno,
Acidoo Valproico | n-heptano, en disoluciones de hidroxido de sodio 0,1 N; pero, es ligeramente
soluble en &cido clorhidrico 0,1 N.
(CSHlGOZ)

Toxicidad 1¥; Teratdgeno (promotor de ciertos defectos de nacimiento).

El acido valproico y sus diferentes sales valproato de sodio (CgHi5sNaOs), valproato de
magnesio (Mg(CgH150,),) y divalproato de sodio (CisH3iNaO,) se comercializan en
Venezuela bajo diversas formulaciones farmaceuticas, entre estos medicamentos se

encuentran: 41314


http://es.wikipedia.org/wiki/Teratolog%C3%ADa

DEPAKINE 50 mg/mL, 120 mL de jarabe
EQUIVAL 250 mg, 30 comprimidos

EQUIVAL 500 mg, 30 comprimidos

VALCOTE 100 mg/mL, solucion inyectable
VALCOTE 250 mg, 30 tabletas

VALCOTE 500 mg, 30 tabletas

VALCOTE ER 250 mg, tabletas de liberacion prolongada
VALPRON 200 mg/mL, 30 mL de solucién oral
VALPRON 50 mg/mL, 180 mL de solucién oral
VALPRON 260 mg, 30 y 50 tabletas
VALPRON 500 mg, 60 tabletas

2.2.2. Farmacocinéticay mecanismo de accién

20

El acido valproico se administra por via oral, su absorcion es rapida en el estébmago;

pero, en aquellos pacientes que sufren de irritacién gastrica suele administrarse durante

la ingesta de alimentos produciéndose una disminucion en la velocidad de absorcién de

este farmaco. Su biodisponibilidad es cercana al 100 % debido a su poder lipofilico,

ademas se une con facilidad a las proteinas. Se metaboliza en el higado y sélo el 1 al 3

% se elimina por la orina. ¥

Actualmente, no sé conoce con exactitud el mecanismo de accion del acido valproico

sobre el sistema nervioso central; sin embargo, se presume que durante las crisis

epilépticas se producen una serie de descargas neuronales repentinas que disminuyen

la concentracion del principal neuroinhibidor del sistema nervioso central (SNC), acido

y-aminobutirico (GABA).
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El acido valproico inhibe la enzima (GABA transaminasa) evitando la degradacion del
neuroinhibidor o el bloqueo de los transportadores plasmaticos de GABA en las
neuronas aumentando la concentracion de GABA; ademas el acido valproico se
encarga de bloquear los canales de sodio y aumentar la conductancia de los canales de

potasio. Los niveles terapéuticos oscilan entre 50-100 pg/mL en suero sanguineo. !

2.2.3. Indicaciones terapéuticas

El acido valproico se recomienda para el tratamiento de crisis epilépticas parciales y

crisis generalizadas, como se indica en la figura 2. 1°!

Crisis generalizadas Crisis focales

Ausencias

Mioclonias Carbamacepina
Fenobarbital
Fenitoina

A\

d— Acido valproico e

Figura 2. Medicamentos de eleccidn acorde con el tipo de crisis epiléptica tel

2.2.4. Interacciones con otros medicamentos

Dependiendo de la dosis de acido valproico administrada al paciente, puede darse un
aumento en las concentraciones plasmaticas de fenobarbital, bentazepam (otras
benzodiazepinas), primidona, etosuximida, felbamato, dimemorfano y loratadina,
cuando alguno de estos farmacos se administra conjuntamente con el acido valproico
se potencia el efecto depresor del sistema nervioso. De igual manera, se produce un

aumento de los niveles séricos (concentracién en suero sanguineo) de lamotrigina en
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presencia de acido valproico; mientras que, con tiagabina se produce un aumento del

10 % de la concentracion sérica de acido valproico.

Por otro lado, el &cido valproico acompafado de analgésicos como ketoprofeno o
ketorolac puede producir sangrados y problemas gastrointestinales; también, es posible
que ocurran hemorragias al interaccionar con antiagregantes plaquetarios o
anticoagulantes (salicilato, &cido acetilsalicilico) y finalmente, se han detectado un
aumento del efecto toxico de las fenitoinas (difenilhidantoina) con riesgo de aparicion de

convulsiones. ™

2.2.5. Efectos secundarios

El 4&cido valproico puede producir a nivel cognitivo y conductual: somnolencia, mareos,
alteraciones visuales, hiperactividad, agresividad, depresion, disminucion de la

capacidad de reaccion y en consecuencia dificultad para realizar tareas.

A nivel gastrointestinal puede producir dolor abdominal, nauseas, diarrea; aumento de
peso, alopecia transitoria, dafio hepético (principalmente en nifios) y cambios en
pruebas hepaticas, por ello se recomienda evaluar el funcionamiento hepatico durante
las primeras fases del tratamiento y luego cada 3 a 6 meses. Las afecciones en el
higado se agravan por la produccion de metabolitos hepatoxicos con la dosis y

combinacion con otros antiepilépticos.

Los efectos gastrointestinales causados por el acido valproico pueden minimizarse si sé
administra con la comida, debiendo considerarse que la velocidad de absorcién del

farmaco se ve disminuida con los alimentos. ™
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2.2.6. Impurezas o sustancias relacionadas del acido valproico y valproato de

sodio

La Farmacopea Britanica (BP) reporta un método por cromatografia de gases (GC) para
la determinacién de diez impurezas o sustancias relacionadas del acido valproico o
valproato de sodio. Este tipo de sustancias pueden estar presentes en la materia prima,
como resultado de su degradacién o como sustancias contaminantes provenientes de la
sintesis del principio activo. Las estructuras de dichas impurezas pueden ser

observadas en la figura 3: **!

Hat oH
HaC P e ACOOH \/><C
H CH ZCH 4
Acido pentanoico (acido wvalerco) Acido (2RS)-2-etilpentanoico
HaC
HaC oM o
H CHOCH 205 H 4CH 3 CH 4T CH 3CH 5CH 4
Arcido [ 2R5)1-2-i sopropil perntanoico Acido 2,2-diprapilpertanadico
]
1
|| !
HzC M H 4
H
H _H ECHECH a

FPentanamida (waleramidal 2- Propilpentanamida

i i

\/><-\N H o WN
HaTH 2 CTH 21T ZH 2 ZH 2CH &

5 2- dipropilpertanamida Pentananitriio

HaC ]
H3CH 2 CH 2O CH 2CH 2 CH 5
H CH 2CH CH 5 Fotaere
2-propilpentanonitrilo 2,2 dipropilpentanonitrilo

Figura 3. Impurezas o sustancias relacionadas del acido valproico y valproato de sodio™®!
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2.2.6.1. Técnicas empleadas en la determinacién de acido valproico

La mayoria de los andlisis de acido valproico y sus sales reportados hasta la fecha se
han realizado en matrices bioldgicas, tales como: plasma y suero por cromatografia
(Apéndice A), especificamente, cromatografia de gases y por cromatografia liquida de
alta eficiencia, en menor magnitud se encuentran estudios no menos importantes por
cromatografia de capa fina y cromatografia de intercambio i6nico con detector

conductimétrico.

Entre otros métodos aplicados para la determinacion de este principio activo se tienen:
electroforesis capilar con detector de fluorescencia, métodos potenciométricos, métodos
espectrofotométricos con violeta de genciana y por deteccién fluorimétrica con

anaranjado de acridina. !

Por otro parte, los métodos analiticos para formulaciones farmacéuticas deben ir
soportados por un protocolo de validacion que permita asegurar la calidad de los
procesos involucrados en la manufactura del medicamento; por esta razén, la etapa de

validacion es una exigencia legal en la industria farmacéutica.

2.3. Validacion del método analitico

La validacién de un método analitico consiste en la evaluacion de ciertos parametros
analiticos a través de pruebas de laboratorio; con el fin de garantizar que los resultados
obtenidos bajo este procedimiento son confiables, reproducibles y cumplen con los

demas requisitos para las aplicaciones analiticas disefiadas. *¢*"
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Los estudios de validacion constituyen una parte esencial en el andlisis de los
medicamentos y los métodos reportados por las monografias oficiales se consideran
validos; sin embargo, las diferencias entre las distintas formas farmacéuticas, tipo y
calidad de las materias primas empleadas por cada fabricante, hacen necesario validar
la metodologia para cada producto en particular, elaborado o semielaborado. En la
validacion de un método analitico para formulaciones farmacéuticas se consideran los

elementos descritos en la tabla 2. [*°*#

Tabla 2. Elementos requeridos en la validacién de un método analitico para
formulaciones farmacéuticas *°

p Categoria |l .
Elementos Catelgorla Categoria lll Catelz\g/ona
Cuantitativo | Prueba limite

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccién No No Si * No
Limite de cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Rango Si Si * * No

* Puede ser requerido, dependiendo de la naturaleza de una prueba especifica.

Categoria I: procedimientos analiticos para la cuantificacion del (los) principio(s)

activo(s) y demas componentes de la formulacién presentes en la muestra. 617!

Categoria II: procedimientos analiticos para la determinacién del contenido de
impurezas o de valores limites para el control de impurezas en las sustancias

medicamentosas a granel. Pueden realizarse pruebas cuantitativas o una prueba
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cualitativa para determinar si la impureza esté presente en la muestra por encima o por

debajo de un valor limite establecido. 1"

Categoria lll: procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
eficiencia o desempefio del medicamento. Ejemplos: sustancias relacionadas, prueba

de disolucion. 1617

Categoria IV: pruebas de identificacion se realizan para asegurar la identidad de un

analito en una muestra. 16171

Es necesario revalidar, es decir, volver a evaluar un método analitico que ha sido
previamente validado, cuando se realizan cambios en: la sintesis del principio activo, la
composicion del producto terminado y cambios en el procedimiento analitico, como lo
son: equipos o algun componente del instrumento, cambio en el tipo u origen de la

columna, etc. 8

2.3.1. Elementos o parametros de validacion
2.3.1.1. Linealidad del rango

Es la capacidad de un método analitico para arrojar resultados aceptables, a partir de
una relacion directamente proporcional entre la concentracion o cantidad del analito

respecto a una sefial medida dentro de un rango de trabajo establecido. [*°!

La linealidad puede ser evaluada por andlisis de regresion lineal, prueba de verificacion

de la pendiente y/o del intercepto. % Cuyos criterios de aceptacion son:
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Con la aplicacion del método de minimos el valor del coeficiente de correlacion

(R) debe ser mayor o igual a 0,999. °!

- La verificacion de la pendiente o de la linealidad cumple con la t de Student
cuando texperimental > trabuiado- Mi€ntras que, al verificar el intercepto o la
proporcionalidad con la t de Student el valor de t.xperimentar dEDE SEI Menor que
el tiapuwiado- También es posible verificar la pendiente, a través de la
determinacién del coeficiente de variacion de los factores de respuesta (area

obtenida/Concentracién del analito), cuyo %CV; debe ser menor al 5 %. 2

2.3.1.2. Especificidad

Consiste en evaluar la capacidad de un método de discriminar con precision la sefial del
analito en presencia de interferencias, como lo son: impurezas, productos de
degradacion y demdas componentes de la matriz de muestra. La especificidad

cominmente examina con: [1°*#

La interferencia del placebo: Cuando se dispone del placebo o matriz de la
muestra se suele evaluar su interferencia sobre la respuesta del analito, al

compararlo contra la sefial de un patrén control.[*!

— Estudios de degradacion: Se somete la muestra a condiciones de degradacion
artificial o forzada, con: calor, luz, humedad, hidrolisis acido-base y oxidacion;
con la finalidad de determinar su estabilidad mediante la comparacion de las
respuestas obtenidas contra una muestra y un patrén control. En general,
recomiendan que la degradaciéon no sea mayor del 20 % de la concentracion

inicial. (16 1819
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— Evaluacién de la pureza de la banda: Permite demostrar que la sefial obtenida
corresponde a un sélo componente o existe alguna otra sustancia superpuesta

con la banda del analito. 1®189]

2.3.1.3. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

El LOD se define como la minima cantidad o concentracion de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse con exactitud; bajo las condiciones
experimentales desarrolladas. Mientras que, el LOQ representa la minima
concentracion de analito que puede cuantificarse con una precisibn y exactitud
aceptable, bajo las condiciones experimentales desarrolladas. Tanto la determinacion
del LOD como LOQ se realizaron siguiendo la estimacion estadistica sugerida por Miller
y Miller, 2002. 11624

Este procedimiento consistio en emplear la ecuacion de larecta (1) Y = a + bX obtenida
con el método de minimo cuadrados para el estudio de la linealidad, cuya ecuacién 1 se
iguald con la ecuacién 2 para estimar por interpolacion el LOD y para determinar el LOQ

se iguald la ecuacion 1 con la ecuacion 3.

Y =a+bX Ecuacién 1. !
Srop = Yp +3Sp Ecuacién 2. 21
Stog = Yp + 108y, Ecuacién 3. 21

Conociendo que: a =y, Y Sp =Sy la estimacion estadistica del LOD y LOQ se

redujeron a las expresiones descritas en las ecuaciones 4 y 5 respectivamente.

Srop ¥ Sioq: Sefales correspondientes al LOD y LOQ), respectivamente
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a: Es el punto de corte en el origen

b: Es la pendiente de la recta

vpi: ES la sefial del blanco

S, : Es la desviacion estandar de las sefiales del blanco

Sy/x : Es la desviacion estandar de la regresion

LOD = 32%”‘ Ecuacién 4. 21

10S .,
LOQ = —2~ Ecuacion 5. 2!

2.3.1.4. Precision

Describe el grado de concordancia de los resultados individuales obtenidos bajo las
mismas condiciones experimentales. La precisibn se expresa matematicamente a
través de la desviacion estandar (s); pero comunmente se reporta en funcion de la
desviacion estandar relativa RSD o coeficiente de variacion (CV). Es posible estudiar la
precision mediante la evaluacién de la repetibilidad, reproducibilidad y la precisiéon

intermedia. 16 7]

Repetibilidad: Estudia la precisiébn de un grupo de determinaciones realizadas
tanto al patrobn como a la muestra a la concentracion de trabajo. Estas
mediciones son realizadas por un analista, en un mismo dia empleando los

mismos equipos. 7%

Precision intermedia: Mide la dispersion de una serie de medidas provenientes

de una muestra. Se realiza variando al menos una de las siguientes variables

analista, dias y equipos dentro de un mismo laboratorio. 1”2
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Reproducibilidad: Inspecciona el desempefio de procedimiento analitico cuando

se realiza en diferentes laboratorios. "]

2.3.1.5. Exactitud

Se refiere a la cercania entre los resultados obtenidos con el método analitico y el valor
verdadero o de referencia. La exactitud se calcula en términos del porcentaje de
recuperacion (%R) de la cantidad de analito presente en la muestra y debe encontrase
lo mas proximo posible a 100 %. ®'71 En la ecuacién 6, se describe la expresion
matematica para calcular el %R. En ella, se relaciona la diferencia de la cantidad total
de analito obtenida (thom-ﬂcada) menos la cantidad de analito presente en la porcion
de material de referencia interno pesada (Ctsp rortificar) €Ntre la cantidad conocida de

patron afiadido, por 100.

Ct ifi — Ctg; ifi ..
%R — fortificada smfortlftcarx 100 EcuaC|0n 6

Ctanadida de patron conocido

En cuanto a los criterios de aceptacion para el estudio de la exactitud, ICH (2005) y
Ahuja S., Dong M. (2005) recomiendan que el porcentaje de analito recuperado para
cada nivel de concentracion entre 70, 100 y 130 % se encuentre dentro del rango de
98% - 102 %.

Por otro lado, AEFI (2001) sugiere también evaluar la exactitud con la prueba t de
Student para el %R. Un valor de teyperimentar < trabuiado,INMiCa que no existen
diferencias significativas entre el promedio del porcentaje recuperado y el 100 % para
(n-1) grados de libertad, con un contraste de dos colas y un limite de confianza de 95
%. Bajo estas condiciones la exactitud se considera aceptable. "% 2% para determinar

el valor de t,.4;cu1ad0S€ recurre a la ecuacion 7.
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100—%R .,
tealculado = oxvn Ecuacion 7.

Siendo n el nUmero de determinaciones realizadas y s la desviacion estandar obtenida

para el %R.

2.3.1.6. Robustez

Este parametro mide la capacidad del método para continuar proporcionando resultados
confiables y permanecer inalterado frente a la realizacién de pequefios cambios en los

factores o variables de estudio. 1'* %

De acuerdo, con el articulo de Dejaegher, B. y Vander Y. (2007) existen numerosos
disefios experimentales para evaluar el parametro de la robustez, los mas comunes
son: el disefio factorial completo y el disefio factorial fraccionado. Estos disefios
permiten estimar la influencia de los cambios simultaneos, pequefios y deliberados,
sobre los factores principales de un mismo experimento. Ademas, es posible estimar los
efectos que producen las interacciones (combinacion de factores) sobre el método

analitico. 16 2% 22

En HPLC, los factores o variables que suelen modificarse son: pH de la fase movil,
composicion de la fase movil, flujo, longitud de onda, temperatura, lote y fabricante de la
columna (Ver tabla 3). Los efectos de los factores se interpretan a través de un
determinado método grafico o un método estadistico. Entre las respuestas que pueden
ser analizadas por esta via, se tienen: factor de retencion, resolucion, factor de cola,
namero de platos tedricos, concentracion hallada, areas y altura de la banda

cromatogréfica. 18 19
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Tabla 3. Rango de evaluacion de las variables de estudio por HPLC en la robustez ™!

Factores o variables Rango
Temperatura de la columna +5°C
Composicion del disolvente organico en la fase mévil +5%
Flujo de la fase movil + 0,2 mL/min
pH de la fase mévil + 0,2 unidades
Concentracién de la disolucion de amortiguadora de la fase mavil +5mM
Longitud de onda de trabajo +5nm

En esta investigacion, se evaluo la robustez mediante un disefio factorial completo (x*)
gue mide todas las combinaciones posibles en los niveles (x) de los factores (k) de
cada experimento, sin omitir ninguno y sin despreciar las interacciones de orden

superior. Siendo x un nimero primo (2, 3, 5, 7, etc.). 4%

Por otro lado, es conveniente aplicar un disefio x* cuando se desee estudiar tres o

menos factores, de manera que su ejecucion resulte practica y menos tediosa. ?%

Especificamente en esta investigacién, se utilizd un disefio factorial completo 2 a dos
(2) niveles y tres (3) factores con sus interacciones. En la tabla 4, se representa la
matriz ampliada para este disefio, donde las columnas dadas para las interacciones se
construyeron multiplicando los signos de los factores que intervienen en dicha

interaccion, para cada experimento. 2% 24 23
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Tabla 4. Matriz ampliada del disefio factorial completo 2% y sus interacciones

Factores principales Interaccidn de factores principales
N° Experimentos A B C AB AC BC ABC

1 - - - + + + -
2 - + - - + - +
3 - - + + - - +
4 + - - - - + +
5 + + - + - - -
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

A continuacion, se exponen los antecedentes consultados de diversas fuentes, como lo
son: monografias oficiales e investigaciones previas sobre las determinaciones de acido

valproico.
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3. ANTECEDENTES
3.1. United States Pharmacopeia - National Formulary USP 37 - NF 32. (2014). *°

La Farmacopea de Estados Unidos en ediciones anteriores sugeria realizar la
determinacién cuantitativa de acido valproico por CG; sin embargo, en la edicion (USP
37-NF 32, 2014) propone para este principio activo un método cromatografico por

HPLC, empleando las condiciones que se describen a continuacion en la tabla 5:

Tabla 5. Acido valproico materia prima y formulaciones farmacéuticas - condiciones del sistema
cromatogréafico 2

Equipo | Cromatégrafo de liquido con detector de UV a 215 nm

Columna | Octilsilano Cg (5 pum; 150 x 4,6 mm)

Mezcla compuesta por una disolucion acuosa de 3,5 g/L de
NaH,PO, ajustada a pH 3,5 con H3;PO, - acetonitrilo, en

Fase movil proporciones:

50:50 para materia prima.
45:55 para formulaciones farmacéuticas (capsulas y solucién oral).

Concentracion del analito | 0,5 mg/mL de &cido valproico disuelto en fase mévil

Flujo | 1 mL/min

Volumen de inyeccién | 20 uL

La adecuacion del sistema se determina con la disolucion patron de 0,5 mg/mL de acido
valproico, cuya desviacion estandar relativa entre las réplicas debe ser menor al 1 % y
el factor de asimetria menor a 1,5. Mientras que, la resolucion entre acido valproico (0,5

mg/mL) y acido (2RS)-2-(1-metiletil)-pentanoico (50 pg/mL) debe ser no menos de 2.

En el tratamiento de las muestras para la formulacion en capsulas: se debe pesar no

menos de 20 capsulas en un baldn aforado apropiado para obtener una concentracion
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0,5 mg/mL de &cido valproico, diluir y llevar a volumen con fase mdavil. Colocar en el
ultrasonido 5 minutos. Alternadamente agitar la solucion resultante por 1 h y finalmente,

centrifugar por 10 minutos una porcion de esta solucion. 2°

Por otro lado, para las formulaciones farmacéuticas en solucién oral, generalmente se
diluye con fase movil hasta obtener una disolucion de &cido valproico de concentracion

igual a 0,5 mg/mL. 2%

El criterio de aceptacion (Ver ecuacion 8) para las determinaciones de &cido valproico
por HPLC en materia prima y para formulaciones farmacéuticas (capsulas y solucion
oral) es de 98 - 102 % (materia prima) y 90 - 110 % (formulaciones farmacéuticas). >

Ry x Cs

Concentracion porcentual de AVP = x 100 Ecuacién 8. 1%

Rsx Cy

(Aplicable tanto a materia prima como a formulaciones farmacéuticas)

R, : Respuesta de la banda de AVP muestra
Rs: Respuesta de la banda de la disolucion estandar
Cs: Concentracion mg/mL de AVP patron USP

Cy: Concentraciéon mg/mL de AVP disolucion de la muestra

Acido valproico materia prima - preparacion de las soluciones para determinar la
pureza cromatografica ¢

Solucion de aptitud del sistema: Mezclar cantidades apropiadas de acido butirico,
acido valérico y el compuesto relacionado A del acido valproico USP (acido dialilacético
CgH120,) en acido valproico para obtener una solucibn con concentraciones de

aproximadamente 1,0; 1,0 y 0,1 pL por mL, respectivamente. ¢ 2°!
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Solucién muestra: Emplear &cido valproico materia prima. 16 2¢!

Condiciones del sistema cromatografico: Emplear un cromatografo de gases con un
detector de ionizacion a la llama, una columna de 60 m x 0,32 mm recubierta
internamente con una capa de 0,3 um de espesor de polietilenglicol esterificado con
acido tereftalico (conocido comercialmente como Carbowax 20M-TPA). Se emplea helio
como gas transportador con un caudal de aproximadamente de 150 mL/min y una
relacion flujo dividido de 100:1. Mantener el inyector y el detector a 240 y 260 °C
respectivamente. La temperatura de la columna se equilibra a 145 °C durante 48
minutos; posteriormente, se incrementa linealmente a razon de 5 °C/min hasta 190 °C,

mantener esta temperatura hasta el final de la corrida. 162!

Bajo estas condiciones inyectar 0,5 L de la solucién de aptitud del sistema y registrar
las respuestas de las bandas. Los tiempos de retencion relativos deben ser
aproximadamente 0,38 para acido butirico; 0,52 para acido valérico; 1,64 para el

compuesto relacionado A y 1,0 para acido valproico. 1 2°!

Asimismo, la resolucién Rs entre las bandas de &cido butirico y acido valérico no debe
ser menor de 23,0; la eficiencia de la columna para la banda de &cido valérico no debe
ser menor de 100.000 platos tedricos; el factor de asimetria para la banda de acido
valérico no debe ser mayor de 1,5. La banda del compuesto relacionado A debe eluir
entre los 41 y 50 minutos y debe tener una respuesta no menor de 0,01 % respecto a la

banda de acido valproico.

Finalmente, inyectar en el cromatografo aproximadamente 0,5 uL de la solucion
muestra, registrar el cromatograma, medir la respuesta de la banda y calcular el
porcentaje de cada impureza en la porcion de &cido valproico a través de la siguiente

ecuacion: 118
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Porcentaje de cada impureza en la porcion de AVP = :—‘x 100 Ecuacién 9. [*®
S

r;: Respuesta de la banda de cada impureza

rg. Suma de las respuestas de todas las bandas.

No debe contener mas de 0,1 % de cada impureza y no mas de 0,3 % de impurezas

totales.

3.2. British Pharmacopoeia BP. [CD-ROM]. (2009). [*°

Valproato de sodio solucion oral y para tabletas con o sin cubierta entérica —

analisis de pureza

Reporta para el andlisis de pureza de valproato de sodio un criterio de aceptacion de
98,5 a 101,0 %, tanto para formulaciones en solucién oral y para tabletas con o sin
cubierta entérica. La determinacion de la pureza en estas formulaciones farmacéuticas
se realiza disolviendo 0,1500 g en 25 mL de anhidrido acético. Valorar con &cido
perclérico 0,1 M. Esta determinacion se realiza considerando que 1 mL de &cido

perclorico 0,1 M equivale a 16,62 mg de CsHisNaOa.

Valproato de sodio solucion oral y para tabletas con o sin cubierta entérica -

preparacion de soluciones para la determinacion de sustancias relacionadas *°

Solucion estandar interno: Disolver 10 mg de acido butirico en n-heptano y diluir a

200 mL con el mismo solvente.
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Preparaciéon de la muestra (a): Disolver 0,500 g de la sustancia problema en 10 mL de
agua, afadir 5 mL de acido sulfurico diluido entre 9,5 a 10,5 %m/m, extraer con tres
porciones de 20 mL de n-heptano, afiadir 10,0 mL de la solucién de estandar interno.
Mezclar las fracciones de capa organica extraidas y secar con sulfato de sodio anhidro.
Filtrar y evaporar el solvente a temperatura ambiente, usando un rotaevaporador.
Recoger el residuo con n-heptano y diluir a 10,0 mL con el mismo disolvente. Diluir 1,0

mL de esta solucién a 10 mL con n-heptano.

Preparacion de la muestra (b): Disolver 40 mg de la sustancia problema en 100 mL de
agua. A 10 mL de esta solucién se afiaden 0,5 mL de acido sulfarico diluido entre 9,5 a
10,5 %m/m y se extrae con tres de porciones de 5 mL de n-heptano, secar con sulfato
sédico anhidro. Filtrar y concentrar a un volumen de 10 mL utilizando un

rotaevaporador.

Solucién de referencia (a): Disolver 0,250 g de acido 2-(1-metiletil)-pentanoico CRS
(sustancia de referencia certificada por BP como impureza C) en 5,0 mL con la solucion
de muestra (b) y diluir a 10 mL con n-heptano. 1,0 mL de esta solucién se diluye a 10

mL con n-heptano.

Solucion de referencia (b): Realizar esta preparacion siguiendo el procedimiento
previamente descrito para la muestra (b) empleando valproato de sodio CRS (sustancia

de referencia certificada por BP) en lugar de la sustancia problema (Ver tabla 6).
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Tabla 6. Sustancias relacionadas del acido valproico y valproato de sodio - condiciones cromatograficas
[15]

Equipo: | Cromatdgrafo de gases con detector de ionizacién a la llama

0,53 mm x 30 m de silice fundida, fase estacionaria: macrogol

Columna: 20.000 2-nitrotereftalato (espesor de pelicula de 0,5 micras).

Flujo del gas de arrastre: | 8 mL/min de He

De 0-10mina 130 °C

Temperatura de la columna ]
De 10 - 30 min de 130 — 190 °C

Temperatura del puerto de

inyeccion y del detector 220°C

Volumen de inyeccién | 1 yL

Realizar la adecuacion del sistema con la solucién de referencia (a). Entre las bandas

de la impureza C y acido valproico debe existir una resolucién minima de 3,0.

Limites:

Para cualquier impureza: el area de la banda para cada impureza debe ser menor a

(0,1 %) del area de estandar interno.

Impureza total: el &rea total de las bandas de impurezas no debe excederse mas de
0,3 % del area de estandar interno.

Limite despreciable de impurezas: el area de la banda de la impureza debe ser 0,1

veces el area del estandar interno (0,01 %).


https://www.google.co.ve/search?biw=984&bih=636&q=2-nitro+tereftalato&spell=1&sa=X&ei=TLDrUtmJCsWqkAfBoYDIAg&ved=0CCQQvwUoAA
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Acido valproico materia prima- andlisis de pureza **

El procedimiento establecido por BP para la valoracion de la materia prima de acido
valproico se realiza por método potenciométrico, disolviendo 0,100 g de AVP en 25,0
mL de etanol al 95 %, se afiade agua y se titula con hidroxido de sodio al 0,1 M y
finalmente, se determina el punto final potenciométricamente considerando que 1 mL de
hidroxido de sodio al 0,1 M equivale a 14,42 mg de CgH150,. Para la materia prima, la

BP reporta un criterio de aceptacion entre 99,0 - 101,0 %.

Acido valproico materia prima- preparacion de soluciones para la determinacion

de sustancias relacionadas

Solucién estandar interno: Disolver 10 mg de &cido butirico en n-heptano y diluir a

200 mL con el mismo disolvente.

Solucién de la muestra: Disolver 0,250 g de la sustancia problema hasta 5,0 mL con la
solucion de estandar interno. Diluir 1,0 mL de esta solucién a 10,0 mL con n-heptano.

Solucién de referencia: Disolver 20 mg de la sustancia problema, 20 mg de &cido 2-(1-
metiletil)-pentanoico CRS (sustancia de referencia certificada por BP como impureza C)
en n-heptano y llevar a 10 mL con el mismo disolvente. Diluir 1 mL de esta solucion a

10 mL con n-heptano.

Este analisis cromatografico se desarrolla bajo las condiciones previamente descritas

en la tabla 6.
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3.3. Antunes® V., Nagel* V. Linden® R., Orosco® H., Hermes® D. Centro
Universitario Feevale? Laboratorio Weinmann®, Brasil. (2009). #"]
Determinacion de acido valproico en suero por cromatografia liquida de alta eficiencia
con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), después de la derivatizacion con
bromuro de fenacilo. Este estudio lo realizaron con el propésito de monitorear la dosis
terapéutica de acido valproico en la sangre de 66 pacientes, para un control adecuado

de las convulsiones y evitar la toxicidad en los pacientes. 2"

Para ello, utilizaron una columna Shimpack CLC-ODS (5 pum, 150 x 4,6 mm), el sistema
cromatografico fue controlado por el programa VP clase 6.13 SP2 Shimadzu. La fase
movil estaba compuesta por una mezcla de disolucibn amortiguadora de fosfato
monobasico de potasio KH,PO, 50 mM ajustada a pH 2,3 con acido orto-fosférico 85
%m/m y acetonitrilo (40:60, %v/v), el flujo de la fase movil fue de 2,0 mL/min con una
elucién isocratica, durante el analisis la columna se mantuvo a 30 °C. La deteccion se

realiz6 a 246 nm.

La disolucion de derivatizacion se prepar6 disolviendo 100 mg de bromuro de fenacilo
en 10 mL de acetonitrilo; la disolucibn madre del patrén interno de acido 1-
ciclohexenoico se preparé disolviendo 470 pL de la sustancia en 10 mL de acetonitrilo,
100 pL de esta solucion se diluyé a 10 mL con acetonitrilo (solucién diluida del patrén

interno).

Las muestras de sangre fueron recolectadas de pacientes bajo tratamiento
farmacoldgico con acido valproico y de esta sangre tomaron 250 uL de suero al que le
afiadieron 50 pL de la solucion diluida del patron interno, 250 pL de acido sulfirico 1 M

y 2,2 mL de n-hexano. Agitaron la mezcla en un vértex durante 30 segundos y
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posteriormente, centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos. 2 mL de la fase orgénica
la transfirieron al tubo de evaporacion le agregaron 20 pL de trietilamina y 20 pL de la
disolucidon de derivatizacion. La mezcla resultante se homogeneiz6 mediante agitacion
con un vortex durante 30 segundos y fue llevada a la estufa por 1 h a 50 °C, bajo un
flujo ligero de aire hasta la evaporacion completa del disolvente. El residuo seco fue
disuelto en 200 pL de fase mavil, de ello inyectaron 25 pL en el sistema HPLC-DAD.

En la figura 4, puede visualizarse la actuacion del acido valproico como nucledfilo al
sustituir el bromo del bromuro de fenacilo. La catalisis de esta reaccion se llevo a cabo
en medio basico con trietilamina para facilitar la desprotonacion del acido y estabilizar al

grupo dejante Br'.

| +
OH 4 [ Y7 (CHLCHIN \-/"\J/'Jl SOy T+ (CHCHIRR
S ’

r C ~ ’

Figura 4. Reaccién de derivatizacion del acido valproico con bromuro de fenacilo, catalizada por
trietilamina "

El tiempo total para el analisis por HPLC fue de 9 minutos, la banda de acido valproico
mostré un tiempo de retencion medio de 7,4 minutos y el patrén interno mostré un
tiempo de retencién promedio de 3,5 minutos (figura 5). Al analizar la pureza espectral y
la similitud de las bandas con los espectros de referencias a través de las rutinas
disponibles en el sistema de HPLC —DAD, no observaron interferencias y demostraron

gue el método era selectivo.

Por otro lado, encontraron que las concentraciones de acido valproico eran estables
cuando se mantienen las muestras de suero refrigerado en un intervalo de 14 dias,
resultando una diferencia entre antes y después del almacenamiento por debajo del 5
%.
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Figura 5.Separacion cromatografica obtenida con monitoreo a 246 nm: (a) muestra de suero libre de acido
valproico, el patrén interno (PI), (b) muestra de suero de paciente con farmacoterapia de acido valproico
(61,9 pg/mL) 7

La curva de calibracion (Y = 0,0133X - 0,0025) la obtuvieron a partir de la relacion entre
las areas de las bandas del derivado fenacilo de acido valproico y el patron interno (Y) y
las concentraciones de acido valproico afiadido (X). EI método mostré una linealidad
adecuada con un R? = 0,9999 dentro de un rango de 2 a 300 pg/mL de &cido valproico.
Ademas, determinaron la exactitud entre 101 y 115 %, la precision intra-ensayo fue de
4,53 - 8,15 % vy la precision inter-ensayo estuvo entre 3,15y 6,77 % demostrando una
repetibilidad adecuada a partir de analisis de varianza ANOVA; mientras que, el limite

de cuantificacion fue de 2,0 pg/mL inferior a los niveles terapéuticos.
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Finalmente, encontraron que el método desarrollado y validado era preciso y exacto,
con una sensibilidad adecuada para la monitorizacion terapéutica del acido valproico, lo
que permite la determinacién fiable de este principio activo en laboratorios con equipo
de HPLC y detectores espectrofotométricos. Al comparar los resultados obtenidos por
HPLC y el método de la norma de inmunoensayo enzimatico competitivo (IEC) no

observaron diferencias significativas.

3.4. Gupta® R., Singh® U., Kumar® S., Moothan®, B. HIMT College of Pharmacy?,
Dr. K. N. Modi Institute of Pharmaceutical Education and Researchb,

Analytical Development Laboratory®, India. (2009). %8

Estos autores desarrollaron una metodologia para la determinacion de valproato de
sodio en tabletas por RP-HPLC sin previa derivatizacién. Para ello emplearon una
columna Nova-pak fenil (4 um, 150 x 3,9 mm) bajo una elucion isocratica con una fase
movil compuesta por acetonitrilo - buffer fosfato (30:70, %v/v) ajustada a pH 2,5 con
acido fosférico, a un flujo de 1,2 mL/min; tanto la disolucién del patrén de valproato de
sodio como las muestras fueron disueltas en fase movil, colocadas por 30 minutos en
ultrasonido y se inyectaron 50 puL de estas disoluciones a una concentracion de 1,0
mg/mL de valproato de sodio. Esta deteccion se realizé por UV a 210 nm a 45 °C,

monitorearon y controlaron el analisis con el programa Chem-Station.

A partir de estas condiciones cromatograficas obtuvieron un tiempo de retencion
alrededor de 5,37 minutos (figura 6). El método resulté ser preciso, reproducible y lineal
bajo el intervalo de concentracion de 50-1500 yg/mL con un R = 0,9999. La media de
las desviaciones estandar relativas inter e intra-ensayo (RSD) resultaron menos del 2,0
%; mientras que la recuperacion de valproato de sodio la encontraron en el intervalo de

99,3 a 101,1 %. Los resultados de la robustez demostraron que el contenido de este
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farmaco no se vio afectado por los cambios realizados; por ende concluyeron que el
método era robusto.

Cabe destacar, que el modo de preparacion de la solucion de buffer fosfato en esta
investigacion fue una mezcla de tampon A (0,0019 M de &cido citrico monohidratado y
0,028 M de Na;HPO,4 anhidro) y tampén B (0,05 M KH,PO, y 0,0425 M de NaOH) en
volumenes iguales.

- 5.366
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Figura 6. Cromatograma del valproato de sodio en la solucién de la muestra %
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3.5. Gupta® R., Singh® U., Kumar® S., Igbal® K., Sethia® S. HIMT College of
Pharmacy® Regional College of Pharmacy®, Dr. K. N. Modi Institute of

Pharmaceutical Education and Research®, India. (2010). >

Estimaron el contenido de acido valproico en capsulas de gelatina blanda a partir de las
condiciones cromatogréficas antes descritas para la determinacion de valproato de
sodio en tabletas. Obtuvieron que el &cido valproico eluyé aproximadamente a 5,38
minutos (figura 7); ademas observaron una buena relacién lineal (R = 0,9994) en el
rango de 10 a 1500 pg/mL respectivamente. La recuperacion del acido valproico se

encontré entre 98,6 y 100,5 %.
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Figura 7. Cromatograma de acido valproico, A) solucion del patron, B) solucion de la
muestra *!



47

Por otro lado, al someter el método a pequefios cambios de flujo, pH de la fase movil,
proporcion de la fase movil y la temperatura del horno de la columna, el método resulté
ser robusto con una RSD < 1,0 %. Con el ensayo del contenido de acido valproico
encontraron (100,100 + 0,282) % para n = 6. Destacando que este método ofrece
menor tiempo de ejecucion, debido a la simplicidad de la preparacion de la muestra sin
la formacién de un derivado que requiere un tiempo mas largo de andlisis y no hubo

necesidad de emplear patron interno.

3.6. De Souza® P., Machado® J., Mazzei® A., Costa® J., Leandro® K. Ministério da
Defesa - Comando da Marinha® Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro®, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde-Fundac&o
Oswaldo Cruz®, Escola Nacional de Satude Publica Sergio Arouca’; Rio de

Janeiro. (2013). #?

Desarrollaron y validaron un método para la determinacién de acido valproico en
formulaciones farmacéuticas por cromatografia de liquida de alta eficiencia y
establecieron los siguientes pardmetros cromatograficos: columna Lichrospher® Cqg (5
pum, 250 x 4 mm) usada en los estudios de validacion; mientras que, en la robustez
utilizaron una columna Hypersil BDS Cig (5 um, 250 x 4 mm). Emplearon un flujo 1,0
mL/min; bajo la elucion isocratica de una fase mévil compuesta por acetonitrilo y una
disolucién acuosa de acido trifluoroacético 0,05 %vl/v; (55:65) pH 2,3; volumen de
inyeccion 25 pL; longitud de onda 210 nm y la temperatura de la columna durante

analisis se mantuvo a 25 °C.

Tanto el patréon como las muestras de acido valproico 250 mg capsulas se disolvieron

en fase movil y fueron llevados a ultrasonido por 30 minutos, siendo la concentracion de
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trabajo aproximadamente igual a 1,00 mg/mL a un tiempo de retencion alrededor de 5,8

minutos (Ver figura 8).

Los datos fueron procesados con la version 5.5 del software (Varian ®) con estas
condiciones obtuvieron una adecuada linealidad (R* = 0,9998) a concentraciones de 0,7
y 1,3 mg/mL, las desviaciones estandar relativas (RSD) para la repetibilidad fueron 0,68
% y 1,23 % para la precision intermedia; la recuperacion se encontré entre 99,42 y
101,55 % (RSD 0,14 a 0,74 %). Finalmente, encontraron que el método es robusto al

someterlo a las pequefas variaciones.
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Figura 8. Cromatograma de acido valproico por HPLC, A) solucién patrén de
concentracion 1,03 mg/mL, B) solucion de la muestra de concentracién 1,00 mg/mL E°
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4. JUSTIFICACION

Debido a que el acido valproico es un farmaco empleado en el tratamiento de crisis
epilépticas y desorden bipolar, su cuantificaciébn es necesaria para garantizar la calidad

del medicamento y el beneficio terapéutico en cada trastorno neuroldgico.

La mayoria de las cuantificaciones de este principio activo se han realizado por
cromatografia de gases, ya que es una sustancia volatil. Actualmente, una de las
monografias oficiales como es la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 37 - NF 32,
2014) sugiere realizar la determinacion de &cido valproico materia prima y
formulaciones farmacéuticas (capsulas y solucion oral) por cromatografia liquida de alta

eficiencia. ?°

Esta instrumentacién resulta una alternativa viable para estudiar no sélo compuestos
volatiles, sino también aquellos no volatiles; mientras que, con el detector de arreglo de
diodos es posible determinar la presencia de productos de degradacion e impurezas

gue puedan estar coeluyendo con el analito de interés.

Por esta razén y debido a que se dispone de un cromatégrafo de liquidos con detector
de arreglo de diodos, se pretende desarrollar y validar un método para la determinacion
de &cido valproico en tabletas por HPLC, con la finalidad de ofrecer un método
alternativo que permita reducir el uso de disolventes toxicos para el medio ambiente y el

analista.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

- Desarrollar y validar un método analitico para la determinacion de acido valproico

en tabletas, utilizando la técnica de RP-HPLC con detector de arreglo de diodos.

5.2. Objetivos especificos

Establecer las condiciones cromatogréficas preliminares mediante la simulacién y

ajuste de las condiciones descritas en la literatura para el acido valproico.

- Optimizar las condiciones cromatogréficas y aplicar el procedimiento analitico a
la muestra de &cido valproico en tabletas.

- Validar el método analitico desarrollado por HPLC para acido valproico en

tabletas.

- Evaluar la pureza espectral de los cromatogramas obtenidos.

- Determinar el contenido de acido valproico en tabletas en dos medicamentos
diferentes.

- Comparar el método analitico desarrollado por HPLC con el método propuesto
por la USP 37 - NF 32, 2014.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.1. Equipos y reactivos

6.1.1. Instrumentacion

Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia, Waters formado por:

Bomba cuaternaria 600E.
Automuestreador 717 Plus
Detector de UV-visible con arreglo de diodos 996 PDA (Apéndice B).

Ll

La adquisicion y procesamiento de los datos del sistema cromatogréfico se

control6 por el programa Millennium®2,
En la etapa preliminar de esta investigacion se utiliz6 una columna pBondapak™
Cis (10 pm, 300 x 3,9 mm) serial 0206930223616, PAT N° WAT027324; mientras
que, en la etapa de desarrollo y validacién se empleé una columna SunFire™ Cag
(20 pm, 300 x 3,9 mm), PAT N° 186002559 Lote: 0150312221.
Espectrofotometro UV-Visible, Shimadzu modelo UV-1201.
Balanzas electrénicas, Mettler-Toledo, modelo AG245 de capacidad maxima
(210,0000 + 0,0001) g y marca Adventurer OHAUS, modelo AR3130 de
capacidad maxima (310,000 + 0,001) g.

pH-metro, Thermo Orion, modelo 420A".

Bomba de vacio Gast, modelo DQA-P104-AA.
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— Ultrasonido Branson, modelo 5200.

— Plancha de agitacion magnética y calentamiento Barnstead Thermolyne, modelo
sp131325.

— Agitador mecanico Vértex, modelo Genie 2 Daigger.

6.1.2. Reactivos y solventes

— Agua de 18 MQ ultrapura, NanoPure marca Barnstead abastecido por el equipo

purificador de agua cascada RO MK2- Pall Corporation.

— Acido orto-fosférico (HsPO,) al 85,7 %m/m, lote: 992844 suministrado por Fisher

Scientific.

— Acetonitrilo (CH3CN) al 100,0 %m/m grado HPLC; T (210 nm): 30 %, lote:
2856A51478 fabricado por Chrom AR®.

— Etanol absoluto (CH3CH,OH) al 99,8 %m/m grado HPLC Chromasolv®; T (210
nm): 20 %; lote: 7263A proveniente de Sigma Aldrich.

— Etanol (CH3CH,0OH) al 90,6 %m/m, clase 1b, grado HPLC; A (210 nm): 0,44; lote:
053546 proporcionado por Fisher Scientific.

— Metanol (CH30H) al 99,9 %m/m grado HPLC; A (210 nm): 0,04; lote: SZBA295M
fabricado por Sigma Aldrich.
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— Fosfato monobasico de sodio (NaH,PO,) al 98-100,5 %m/m; lote: 60040

fabricado por Riedel de Haén.
— Perdéxido de hidrégeno (H.O) al 35 %m/m, lote: 1019A marca Riedel de Haén.
Hidréxido de sodio (NaOH) con una pureza > 99 %m/m, lote: BO079398 716

elaborado por Merck.

— Acido clorhidrico al 37 %m/m, lote: 40490 marca Riedel de Haén.

6.1.3. Materiales

— Membranas filtrantes EM Nylon 0,45 pm.

— Equipo de filtracion de vidrio para fase movil marca Milipore.

— Equipo de filtracion metalico para filtrar muestras

6.1.4. Patrones

Patron de acido valproico al 100 % de pureza, suministrado por Global Pharma Care,
Lote: 0100000008984.
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6.1.5. Muestras

Se analizaron dos medicamentos que contenian como Unico principio activo al acido
valproico. Ambos productos se encontraban vigentes para la fecha de estudio, en actual
comercializacion y expendio en Venezuela. La declaracion de estos medicamentos es la

siguiente:

— Medicamento A, contiene &acido valproico 500 mg en tabletas recubiertas.

Fabricado y distribuido en Venezuela por Laboratorios A.

— Medicamento B, contiene divalproato acido de sodio que equivale a 500 mg de
acido valproico en comprimidos entéricos. Fabricado en Chile y distribuido en

Venezuela por Laboratorios B.

6.2. Condiciones cromatogréficas preliminares

Este ensayo de caracter preliminar, se realizé con el propésito de establecer si era
posible la retencién adecuada del analito de interés empleando los equipos e insumos
disponibles en nuestro laboratorio. Para ello, se combinaron informaciones de las
fuentes consultadas y sobre esta base se ensayaron diferentes eluentes, proporciones,

flujos, pH, etc.

Cabe destacar, que los ensayos preliminares se realizaron sobre una columna
cromatografica de largo tiempo de uso, con el objetivo de preservar la columna a utilizar

en las condiciones cromatograficas definitivas.
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6.2.1. Seleccién de los eluentes

En esta primera etapa, se realizaron pruebas de solubilidad de un patrén puro de acido
valproico en los diferentes eluentes recomendados por la literatura. Dichos eluentes son
aquellos frecuentemente empleados para la separacion de este tipo de compuestos por

HPLC, como lo son: agua, metanol, etanol y acetonitrilo.

Mediante una simple apreciacion visual, se encontré que el acido valproico resultd
soluble en los disolventes organicos mencionados anteriormente; mientras que, en agua
resultd parcialmente soluble con ayuda de agitaciébn mecénica y ultrasonido. La menor
solubilidad del acido valproico en agua se debe nimero de atomos de carbono que
impiden la solvatacion efectiva en este medio, resultando méas afin en disolventes de

menor polaridad que el agua.

En base a lo antes expuesto, se probo la solubilidad del &cido valproico en mezclas
compuestas por mayor cantidad de disolvente organico (metanol, etanol y acetonitrilo)
en comparacion con el acuoso. Para ello, se prepararon patrones de 12,5 mg/mL de
acido valproico disuelto en las mezclas 65:35 y 70:30 %v/v. Se observo solubilidad
completa para las mezclas: acetonitrilo-agua (65:35 %v/v) y etanol-agua (70:30 %v/v);
mientras que, en el resto de las mismas se observd turbidez, por lo tanto fueron

descartadas.

Debido a que el pKa del acido valproico es 4,6 se procedié a disminuir el pH de las
mezclas seleccionadas a 3,5 con H3PO,4 al 85,7 %m/m, con la finalidad de favorecer el
estudio del &cido valproico bajo la forma de su especie no disociada (protonada).
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Una vez escogidos los eluentes, fue necesario medir la longitud de onda de trabajo del

acido valproico para ambas mezclas de eluentes.

6.2.2. Seleccion de lalongitud de onda

Se realiz6 el analisis espectrofotométrico con la finalidad de determinar la longitud de

méaxima absorcion del acido valproico disuelto en las mezclas de acetonitrilo-agua

(65:35 %v/v) y etanol-agua (70:30 %v/v) ajustadas a pH 3,5. La longitud de onda

escogida fue empleada en la medicion por HPLC.

Para este estudio, se diluyeron cada una de las disoluciones madres de acido valproico

en sus correspondientes diluentes hasta conseguir un valor cercano a la absorbancia

ideal de 0,434%%. El valor de concentracién final obtenido para ambas disoluciones fue

de 0,7 mg/mL de &cido valproico y el barrido de longitudes de onda se muestra en la

figura 9.
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Figura 9. Espectro de absorcidn ultravioleta de acido valproico disuelto en: (a) acetonitrilo-agua (65:35
%v/v) ajustada a pH 3,5 y (b) etanol-agua (70:30 %v/v) ajustada a pH 3,5
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Debido a que, el acido valproico posee un grupo funcional carboxilo capaz de aportar
pares de electrones m no enlazante y sufrir transiciones electrénicas n —» *, el maximo
de absorcion generalmente se desplaza hacia longitudes de onda cortas conforme
aumenta la polaridad del disolvente; es decir, en la medida que el par de electrones no
enlazante esté mas solvatado por el disolvente, la energia del orbital n disminuye. En
consecuencia, se produce un aumento de la energia requerida para la transicion n - *

y la banda de absorcién se origina a menores longitudes de onda. 1*?

Sin embargo, los espectros de absorcion UV para ambas disoluciones dieron similares,
lo que indica que el efecto anterior es poco perceptible con los diluentes empleados,

resultando una longitud de onda de maxima absorcion de 212 nm.

6.2.3. Ensayos cromatogréficos

En la busqueda de condiciones cromatograficas preliminares se utilizaron patrones
puros de acido valproico. Para ello, se preparé una disolucion de 20 mg/mL de acido
valproico, disuelto en sus correspondientes fases maviles: acetonitrilo-agua (65:35
%v/v) y etanol-agua (70:30 %v/v) ajustadas a pH= 3,5 con H3PO,. En este ensayo, se
empleo una columna pBondapak Cig (10 pm, 300 x 3,9 mm) de largo tiempo de uso con

un nimero de platos teéricos de 1612 respecto al acenafteno.

Después de llevar a cabo diferentes corridas variando el flujo y gradientes de las
mezclas anteriores, se optd por una elucidon isocratica a temperatura ambiente, un
volumen de inyeccion de 10 pL, una longitud de onda de 212 nm y un flujo de 0,8
mL/min para el eluente acetonitrilo-agua (65:35 %v/v) y 0,5 mL/min para el eluente

etanol-agua (70:30 %v/v), las cuales denominamos condicion 1 y condicion 2,
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respectivamente. Los cromatogramas obtenidos en ambas condiciones se muestran en

la figura 10.

En la medicion de los tiempos de retencién (tz) , en la condiciéon 1 se obtuvo una banda
de &cido valproico a un t; de 4,97 minutos y con la condicion 2 se consiguioé un t de
8,46 minutos. En esta ultima condicion no fue posible obtener un menor tiempo de
retencién ya que a un flujo superior de 0,5 mL/min se obtenia una mayor elevacion de la
presion dentro la columna, lo que podria afectar algdn componente del equipo. Esta
elevacion de la presion se debe a la mayor viscosidad que presenta el etanol con
respecto al acetonitrilo; ademas de la posible pérdida de eficiencia de la columna. Esto
pudo confirmarse al apreciar lo ancho y asimétrico de las bandas cromatograficas para

ambos eluentes.

Au {a)

=] =]
¢ &
ACIDO VALPROICO - 4378
2ICO - ¢

000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 Mnulos

0,50
|
0,40 Sk
15
&
.}
=y
0,20 >
2 \
=]
0,00 / = \\\
.| iy sy

0,00 1:00 2:00 3,|00 4,Ioo 5,‘00 al,oo 700 8:(1] sl,oo 1I0,00 I“rljlas
Figura 10. Cromatograma del patron de acido valproico disuelto en fase movil, (a):
acetonitrilo-agua (65:35 %v/v) ajustada a pH= 3,5 [condicion 1]; (b): etanol-agua (70:30
%v/v) ajustada a pH=3,5 [condicion 2].
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De acuerdo con el resultado obtenido en el andlisis cromatogréfico preliminar, se
seleccion6 aquella condicion més acorde y responsable con el ambiente; es decir, una
fase movil compuesta por el disolvente organico de menor toxicidad y menos costoso.
Por esta razon, se descartd el uso de la fase movil que contenia acetonitrilo y se
continud el curso de la investigacion empleando la condicion 2, compuesta por etanol-
agua (70:30 %v/v) ajustada a pH 3,5. Seguidamente, se procedio a optimizar el método

cromatografico.

6.3. Optimizacién de las condiciones cromatograficas

Para la busqueda de las condiciones cromatograficas de trabajo, se emple6 una
muestra que contenia acido valproico en tabletas, con la finalidad de observar si algin

componente de la muestra coeluye con el analito de interés.

En funcion de los resultados obtenidos en la primera fase del analisis cromatografico, se
procedio a replicar la condicion 2 en una columna nueva, SunFire Cig (5 pm, 150 x 4,6
mm) con un nimero de platos tedricos de 13893 respecto al acenafteno.

A pesar de haber obtenido resultados satisfactorios con la condicidon cromatografica 2,
se considero6 realizar modificaciones del volumen de inyeccion, flujo y la proporcion del
disolvente organico para obtener mejoras en cuanto al factor de retencion (k) del
analito de interés y la resolucion del acido valproico respecto a los componentes de la

matriz de la muestra.

Después de diversos ensayos se optaron por las condiciones de trabajo expuestas en la
tabla 7 y el cromatograma de la muestra de &cido valproico en tableta se observa en la

figura 11.



Tabla 7. Condiciones cromatograficas de trabajo

Columna

SunFire Cyg (5 um, 150 x 4,6 mm)

Fase movil

Etanol-agua (60:40 %v/v) ajustada a pH 3,5 con H3PO, al 85,7 %m/m

Flujo de la fase movil

0,8 mL/min

Volumen de inyeccién

5uL

Longitud de onda

212 nm

Concentracién del analito

2,5 mg/mL de é&cido valproico

Temperatura

Ambiente

Presion de sistema

(1900 + 100) psi

Tiempo de corrida

10 minutos

En la figura 11, se evidencia una banda aguda y simétrica a un tz de aproximadamente
6,4 minutos atribuida al acido valproico. Una banda a 1,5 minutos posiblemente
atribuida a uno o varios compuestos de la muestra que eluyen a un tgcorto,
probablemente el tiempo muerto. Una segunda banda invertida a 2,1 minutos asociada
a un compuesto con un coeficiente de absortividad menor a la mezcla de eluentes.

Adicionalmente, aparece una tercera banda a un t; de 5,6 minutos, suficientemente

resuelta con la banda de interés.
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Figura 11. Cromatograma de la disolucién de una tableta de acido valproico disuelto en fase mévil etanol-
agua (60:40 %v/v) ajustada a pH= 3,5

En base a un tiempo muerto de 1,5 minutos se obtuvo un valor de k aceptable de 3,2
para un tiempo total de andlisis de 10 minutos, acompafiado de un factor de asimetria
promedio de 1,2.

Cabe destacar, que el eluente presenta absorcion a la longitud de onda de trabajo
(cutoff), sin embargo, la corrida comienza en un valor de absorcion cero, ya que el
equipo establece automaticamente el auto cero al momento de iniciar la elucién. Debido
a que etanol presenta un valor de absorbancia cercano a la longitud de onda de trabajo,
fue necesario apreciar cuanto podia ser la pérdida de la relacién sefial/ruido (S/N) por el
efecto de la absorcion del eluente. Para ello, se preparé un patrén puro de 2,5 mg/mL
de acido valproico y se evaluo el area de la banda, bajo las condiciones cromatograficas
anteriormente descritas. En la figura 12, se muestra el cromatograma obtenido en esta

prueba.
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Figura 12. Cromatograma del patrén de acido valproico disuelto en fase mavil etanol-agua (60:40 %v/v)
ajustada a pH= 3,5

En la figura 12, se observa que el patron de 2,5 mg/mL de acido valproico, posee un
area de banda grande respecto a la sefial de fondo del eluente, lo que implica que
pudiéramos medir concentraciones cuatro veces mas diluidas (z 0,5 mg/mL), cantidad

bastante inferior para una tableta al ser disuelta y diluida.
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6.4. Validacion del método analitico

Una vez seleccionadas las condiciones experimentales descritas en la tabla 7, se

procedio a realizar la validacion segun la USP 30- NF 25 (2007).

El protocolo de validacion para las formulaciones farmacéuticas, exige la verificacion
rutinaria de los siguientes parametros cromatogréaficos: area, tiempo de retencion,
nimero de platos tedricos, factor de retencién y factor de asimetria [**. El propésito es
asegurar que el sistema cromatografico se encuentre en 6ptimas condiciones para
realizar los respectivos estudios. Los valores de dichos parametros deben estar en el

orden del 2 % como coeficientes de variacion.

Por otro lado, la evaluacién de algunos parametros de validacion debe realizarse con
patrones puros de acido valproico, mientras que otros, deben estimarse con muestras,

cuyos valores de acido valproico se encuentren declarados por el fabricante.

En aquellos casos, donde se empleé muestra para la evaluacion de ciertos parametros
de validacion, se procedidé a preparar un material de referencia interno. Para ello, se
adquirié una cantidad suficiente de tabletas comerciales de acido valproico, cuyo rétulo
declaraba una posologia de 500 mg del principio activo en estudio. Se tomd una
cantidad representativa de las tabletas y sometio a molienda. Una vez homogeneizada

se guardé en un desecador hasta el momento de su uso.
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6.4.1. Linealidad del rango

Para evaluar la linealidad del sistema de medida, se prepararon tres curvas de
calibracion en diferentes dias. Cada curva estuvo compuesta por siete concentraciones
diferentes, ubicadas en un rango aproximado de 0,5 a 3,2 mg/mL de acido valproico
Finalmente, se inyectd en el cromatégrafo 5 pL de cada patrén por triplicado y se

construy6 cada curva de calibracion (Ver tabla 8).

Los resultados se analizaron por regresion lineal y con la prueba de verificacion de la
pendiente se estudio el %CV:. En el grafico 1, se muestran las curvas de calibraciones

(a, by c) obtenidas los dias I, Il y 1l respectivamente.

Tabla 8. Valores de las areas obtenidas para las concentraciones de acido valproico estudiadas

Concentracion del patron de Areas
AVP (mg/mL) Dia | Dia Il Dia Ill
0,502 98076 87449 96606
1,004 199832 174440 187989
1,505 289654 258664 272838
2,01 390721 352714 362316
2,51 484781 437704 454318
3,01 581655 514578 542237
3,21 613385 557040 569723




Gréafico 1. Curva de calibracion de acido valproico, (a) dia I, (b) dia Il y (c) dia lll
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Con estas curvas de calibracion se observa que el método propuesto es lineal en el

rango de concentracion establecido, ya que se obtuvieron coeficientes de correlacion >

0,999, [17:22]
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Por otro lado, es posible verificar la pendiente, a través de la determinacion del
coeficiente de variacion de los factores de respuestas (area obtenida del patron/

concentracion de analito cuyo %CV;no debe ser mayor del 5 %.

En la tabla 9, se muestran los %CV;, ver factores de respuestas en el Apéndice C. Para
cada curva de calibracion se obtuvo un %CV; menor al 5 %, en consecuencia, existe
una correlacion lineal significativa entre las areas obtenidas y la concentracion de acido
valproico, lo que indica que el método cumple con el criterio de aceptacién para este

analisis. 29

Tabla 9. Estudio de los criterios de aceptacion para la linealidad

parametro analitico Curvade calibracioén, analista |
de la linealidad Dia | Dia Il Dia Ill
y = 191619,4319x + y = 172809,4421x + y = 177877,8151x +
2920,3815 940,4155 5503,7637
Ecuacioén de la recta Sy=3477 Syx=3796 Syx=4174
Sp,=1122 Sp,=1226 Sp= 1349
S,=2287 S,=2497 S,=2746
R 0,9999 0,9998 0,9998
CVi<5% 1,4 0,9 2,8

Sy Desviacion estandar de la regresion, Sy: Desviacion estandar de la pendiente y S,: Desviacion
estandar del punto de corte.

Finalmente, la linealidad no se vio afectada por la variabilidad de las condiciones

operativas y ambientales dadas en los diferentes dias de estudio.
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6.4.2. Especificidad

Para determinar la especificidad, se pesé una cantidad determinada del material de

referencia interno con una precision del 0,01 mg, para someterlo a cada una de las

siguientes condiciones de degradacion forzada: *°*®!

Fotdlisis con luz blanca durante 7 dias.

- Termodlisis con bafio de agua a 75 °C durante 4 h.

- Hidrdlisis acida con 10 mL de una disolucién acuosa de HCI 4N y se dejo en

reposo durante 7 dias.

- Hidrdlisis basica con 10 mL de una disolucién acuosa de NaOH 4N y se dejo en

reposo durante 7 dias.

- Oxidaciéon con 10 mL de perdxido de hidrégeno al 35 %m/m y se dejé en reposo
durante 7 dias.

Una vez concluido el tiempo de exposicion para cada uno de los experimentos, se
transfirid a un balén aforado de 25 mL con ayuda de 10 mL de fase mévil. La mezcla
resultante se agitdé por 10 minutos en un vortex y luego 10 minutos en ultrasonido;
finalmente, se llevd a volumen con fase movil. Adicionalmente, se preparé dos muestras
y un patron control de 2,5 mg/mL de acido valproico para comparar los cromatogramas

antes y después de la degradacion artificial.

Posteriormente, una alicuota de la disolucién resultante se filtr6 por una membrana de

nylon de 0,45 pum y se analiz6 por duplicado en el cromatografo.
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En la figura 13, se puede visualizar en el cromatograma (a) del patron control la
ausencia de impurezas; a diferencia del cromatograma (b) de la muestra control que
presenta una impureza desconocida que eluye antes del pico de interés. La presencia y
ubicacion de esta impureza se mantienen en el cromatograma (c) de la muestra
sometida a calor; lo que indica que la impureza esta contenida en la matriz de la

muestra y el método es capaz de separarla de la banda de interés.
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos en el estudio de la especificidad a 212 nm: (a) patrén control
analizado de inmediato; (b) muestra control analizada de inmediato y (c) muestra en presencia de calor a
75 °C, analizada luego de 4 h de exposicion.
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En la figura 14, se presenta el cromatograma (a) de la muestra control expuesta 7 dias
en reposo. Al ser comparada esta imagen con la obtenida para la muestra control
analizada de inmediato (figura 13), se observa que la muestra es estable frente a las
condiciones estudiadas, ya que no se aprecian otras impurezas o productos de

degradacion.

En lo que respecta, a los cromatogramas (b y ¢) de las muestras sometidas a oxidacién
e hidrolisis acida, respectivamente, se evidencia que el reactivo empleado en cada una
de estas pruebas ocasiona un aumento en la sefial de la banda, obtenida a las
cercanias de tiempo muerto [Ver cromatograma (@) de la muestra control] posiblemente
esta impureza se ha degradado bajo estas condiciones. Sin embargo, la banda
correspondiente al acido valproico se obtiene en oOrdenes de areas similares a la

muestra control.

Por otro lado, en el cromatograma (d) de la muestra sometida a hidrélisis basica, no se
observa la banda caracteristica del acido valproico, debido a que los moles de este
acido se han neutralizado con los moles de hidréxido de sodio. Dando lugar a la
formacion de la sal de valproato de sodio y agua. Esta reacciéon se detalla en la figura
15.

Figura 15. Degradacion del acido valproico por hidrolisis basica

Finalmente, en el cromatograma (e) de la muestra expuesta a la luz durante 7 dias, se

puede observar que una de las impurezas presentes en la matriz de la muestra eluye
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cerca de la banda del acido valproico; sin embargo, esta impureza no coeluye con la
banda cromatografica del analito de interés. Hecho que se demostré al realizar el
analisis de pureza de esta banda. También se evidencia un aumento del area bajo la

banda debido a la ligera cola que conlleva a cierta asimetria de la misma.

Cabe destacar, que los detalles y resultados obtenidos con el analisis de pureza del
estudio de la especificidad, se describen a continuacioén:

Mediante el detector de arreglo de diodos, se obtuvieron los graficos de pureza de la
banda cromatografica correspondiente al &cido valproico. Estos graficos pueden
evaluarse hasta 4 pasos. Con la realizacion de cada paso se busca obtener diferencias
espectrales poco significativas, entre cada punto de la banda cromatogréafica y el

espectro del apice de la misma.

En los graficos de pureza obtenidos para las muestras sometidas a luz blanca, calor a
75 °C, H,0O; al 35 %m/m y HCI 4N, se obtuvo una constante aparicion de la linea del
angulo de pureza (Purity, PA) por debajo del angulo umbral (Auto Threshold, TH), lo
que indica la ausencia de impurezas coeluyendo con el analito de interés, en
consecuencias no existen diferencias espectrales significativas en la banda

cromatografica. Estos graficos se muestran en la figura 16.

A partir del estudio de este parametro analitico, se encontré que la respuesta obtenida
corresponde Unica y exclusivamente al principio activo de acido valproico; siendo el
método propuesto capaz de discriminar y separar la sefial del analito de interés de la

sefal de los otros componentes presentes en la matriz de la muestra.
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Figura 16. Analisis de pureza espectral del
primer paso, a 212 nm: (a) patréon control; (b)
muestra control; (c) muestra en presencia de
calor a 75 °C; (d) muestra control a los 7
dias; (e) muestra en presencia de luz; (f)
muestra con H,0,; (g) muestra con HCI.

| Purity (angulo de pureza, PA)

= Auto Threshold (Angulo umbral, TH) |

*Condicion aceptada valor del PA < TH

Por otra lado, no se aprecid una degradacion drastica del analito bajo las condiciones

de luz, calor, HCl y H,O;, ya que el contenido de acido valproico presente en la muestra

se encontro dentro del intervalo de 90 -110 % (Ver tabla 10); es decir, que la cantidad

de analito degradado no debe superar el 20 % respecto a la cantidad presente en la

muestra control.™® En consecuencia, el método es especifico y el medicamento

analizado es estable a las condiciones de degradacion forzadas por las que fue

sometido, exceptuando aquella que por su estructura quimica es neutralizado en medio

bésico.
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Tabla 10. Contenido de acido valproico 500 mg tabletas determinado en el analisis
de especificidad

ID Condicién de CAVp/tab Cavp/mrI £100
degradacion forzada (mg/tab) | Claectarado

(a) Patrén control

(b) Muestra control 504,2 100,8

(c) Calora 75 °C 530,2 106,0

(d) Muestra control a los 7 dias 505,9 102,2

(e) Luz 485,6 97,1

() H,O; al 35 %m/m 501,6 100,3

(@) HCI 4N 476,1 95,2

(h) NaOH 4N

CAVP/t ) Concentracién de &cido valproico por tableta. Esta determinacién se
a

realizé6 empleando la curva de calibracion del dia .

6.4.3. Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ)

A las curvas de calibracidén obtenidas en la seccion 6.4.1, se le determiné la pendiente y
la desviacion estandar de la regresion. Con estos valores se estimé estadisticamente la
concentracion minima detectable y la concentracibn minima cuantificable de &cido

[18,21]

valproico, empleando las ecuaciones 4 y 5 respectivamente. A partir de este

calculo, se encontré un LOD=0,07 mg/mL y un LOQ=0,2 mg/mL.

6.4.4. Precision

En esta investigacion, la precision se estudié mediante la evaluacion de la repetibilidad

y la precision intermedia.
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6.4.4.1. Precision de sistema o repetibilidad instrumental

Se evalud inyectando seis veces una disolucion patron de acido valproico de 2,5
mg/mL. Con ello, se obtuvo un (tz) de 6,28 minutos y un CV de 0,12 %; mientras que,

el promedio obtenido de las areas dio 479783 con un CV igual a 1 % (Ver tabla 11).

Segun la USP 37-NF 32, se considera que el método propuesto es preciso a nivel de la
repetibilidad, ya que valores de los coeficientes de variacién tanto del tiempo de
retencidbn como para las areas del patrén de acido valproico dieron menores al 2 %, lo

que representa una conformidad en este ambito.

Tabla 11. Precisién del sistema cromatografico

Réplica tg (Min) Areas
1 6,29 489372
2 6,29 482833
3 6,28 482137
4 6,27 476848
5 6,28 473553
6 6,29 473951
X 6,28 479783
s 0,01 6136

CV (%) 0,12 1

6.4.4.2. Precision del método o repetibilidad de método

Consistio en preparar seis réplicas con el material de referencia interno (al 0,01 mg) a

una concentracion de 2,5 mg/mL de &cido valproico en funcion de la posologia
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declarada por el fabricante del medicamento. Se transfirié a un balén aforado de 25 mL
con ayuda de 15 mL de fase mdvil. La mezcla resultante se agitdé por 10 minutos en un
vortex y luego 10 minutos en ultrasonido. Finalmente, se llevé a volumen con fase

movil.

Posteriormente, una alicuota de la disolucion resultante se filtré6 por una membrana de
nylon de 0,45 um y se analiz6 por duplicado, bajo las mismas condiciones de analista,
laboratorio, dia y equipos. La concentracion de acido valproico se determiné empleando

la curva de calibracion del dia I.

En la tabla 12, se muestran las cantidades pesadas del material de referencia, las areas
obtenidas y las concentraciones de &cido valproico encontradas para cada una de las
disoluciones preparadas. Ademas, puede evidenciarse que el método desarrollado
presenta una concordancia aceptable (CV < 2 %), cuando se inyecta repetidamente en

el cromatografo una determinada alicuota de cada réplica.

Tabla 12. Precisiéon del método analitico

Réplica |(Ctyg +0,01)mg | Areas | Cave; . (mg/mL) | Cavp, ~(mgitab) CV (%)
1 98,98 475127 2,46 4927 14
2 98,38 466558 2,42 483,8 0,7
3 98,40 460877 2,39 477,8 0,2
4 98,39 465100 2,41 482,3 1,9
5 99,46 473091 2,45 490,7 1,8
6 98,96 474988 2,46 492.6 1,2
X 486,7
S 6,2
CV (%) 1,3
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Ctyr;: Cantidad pesada del material de referencia interno

CAVP/MRIS Concentracion de acido valproico en la porcion empleada del material de referencia

6.4.4.3. Precisiéon intermedia

La precision intermedia se puede evaluar realizando variaciones en alguna de las

siguientes condiciones dias, analistas y equipos. !

En esta investigacion, se estudio la precision intermedia en diferentes dias. Para ello, se
prepardé por triplicado réplicas del material de referencia interno (al 0,01 mg) a una
concentracion de 2,5 mg/mL de acido valproico en funcién de la posologia declarada
por el fabricante del medicamento. Se transfirié a un balén aforado de 25 mL con ayuda
de 15 mL de fase mdvil. La mezcla resultante se agitd6 por 10 minutos en un vortex y

luego 10 minutos en ultrasonido, finalmente se llevé a volumen con fase mavil.

Posteriormente, una alicuota de la disolucién resultante se filtr6 por una membrana de

nylon de 0,45 pm y se analiz6 por duplicado.

A partir de la curva de calibracién del dia |, se determiné por interpolacién de las areas

la concentracion de acido valproico de cada réplica.

La concentraciéon promedio de acido valproico obtenida para cada dia de analisis fue de
505,1; 501,9 y 469,9 mg/tab, respectivamente. Los coeficientes de variacion asociados
a estas concentraciones dieron menor al 2 %, lo que indica que la metodologia

desarrollada para este principio activo es precisa (Ver tabla 13).
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Tabla 13. Estudio de la precision intermedia

Concentracion de acido valproico por tableta (mg/tab)
Réplica Dia | Dia ll Dia lll
1 506,0 507,5 467,9
2 509,6 496,1 472,7
3 499,8 502,0 469,2
X 505,1 501,9 469,9

s 50 5,7 2,4

CV (%) 1,0 1,1 0,5

A pesar que, se evidencian cambios en la concentracién de acido valproico por tableta
para los diferentes dias de estudio, se obtuvo una concentracién porcentual (porcentaje
de &cido valproico en base a lo declarado por el fabricante 500 mg) de 101,0 %; 100,4%
y 94,0% para los dias I, Il y Ill, respectivamente. Estos porcentajes se encuentran
dentro del criterio de aceptaciéon de la USP de 90 — 110 %, lo que indica que el método

es aceptable en este aspecto.

Ademas, el método no es afectado por variabilidades operacionales ni ambientales, al

realizarse el estudio de la precision intermedia en diferentes dias de trabajo.

6.4.5. Exactitud

Para determinar la exactitud se empleo el método de patrén afladido a una muestra que
previamente se le ha determinado su concentracion. Para ello, El material de referencia
interno se contamind con una cantidad determinada de un patron de concentracion

conocida y se midio el porcentaje de recuperacion.
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Para determinar la concentracion de &cido valproico en el material de referencia interno,
se empled el método desarrollado. Para ello, se pesdé nueve veces una cantidad
determinada del material de referencia interno (al 0,01 mg) y fue transferido a un balén
aforado de 25 mL con ayuda de 15 mL de fase movil. La mezcla resultante se agitd por
10 minutos en un vortex y 10 minutos en ultrasonido, finalmente, se llevo a volumen con

fase movil.

De acuerdo con el reporte del fabricante la concentracion de &cido valproico después
del tratamiento anterior debe estar en el orden de 5 mg/mL, en vista de ello se diluyé

5 mL en 20 mL, para inyectar por duplicado 5 pL en el cromatégrafo.

Se obtuvo una concentracion de 636 mg/g de acido valproico en el material de

referencia interno con un CV de 2 %.

Para la preparacion de las muestras fortificadas, se peso6 por triplicado una cantidad
determinada del material de referencia interno (al 0,01 mg) para cada nivel de
concentracion del 80 %, 100 % y 130 %. Seguidamente, se contamind con un patron de
acido valproico de 25 mg/mL afadiendo alicuotas de 3 mL, 5 mL y 8 mL para el nivel de
80 %, 100 % y 130 %, respectivamente.

Cada una de las cantidades fortificadas se transfirio a un balon aforado de 25 mL con
ayuda de 10 mL de fase movil. La mezcla resultante se agitdé por 10 minutos en un
vortex y 10 minutos en ultrasonido luego se llevé a volumen. Finalmente, se realizé una

dilucion de 5 mL en 20 mL, para la inyectar por duplicado 5 pL en el cromatégrafo.

En la tabla 15, se muestran para cada nivel de concentracién las cantidades de:
material de referencia interno (de 636 mg/g), acido valproico en cada réplica, acido
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valproico afadido con el patrén, acido valproico fortificado (ver valores de las areas en
el apéndice E) y los porcentajes de recuperacion obtenidos.

Se encontré un porcentaje de acido valproico recuperado entre 99,6 % y 100,2 % (Ver
tabla 14) cuyos valores se encuentran dentro de los limites de 98 - 102 %
respectivamente. De igual manera, al evaluar la recuperacion con la t de Student, se
obtuvo un tiapulado Mayor que el texperimental Para ocho grado de libertad, con un contraste
de dos colas y una probabilidad a= 0,05  En consecuencia, el valor obtenido con el

meétodo propuesto se aproxima de manera aceptable al valor de referencia de 100 %.

Tabla 14. Porcentaje de recuperacion obtenido con las cantidades de acido valproico
fortificadas y sin fortificar

. " _ o _
con'\(ile\:/r?tlrggién (()%1’\;%5 foiftic:/(Pr;mg) - A(\;TF;an)adldo fortiff:d:\zrn 9) R BR | CVOR)
197,87 125,8 75,03 199,46 98,2
80,1 % 197,82 125,8 75,03 202,31 102,0 100,2 19
197,84 125,8 75,03 200,98 100,2
197,52 125,6 125,05 251,09 100,4
99,7% 197,53 125,6 125,05 250,07 99,6 99,7 0,6
197,55 125,6 125,05 249,72 99,3
197,45 125,5 200,08 322,09 98,2
129,4 % 197,54 125,6 200,08 326,04 100,2 99,6 11
197,57 125,6 200,08 326,18 100,3
X 99,8
s 1,2
CV (%) 1,2
*texperimentat | 0,051
**trabulado 2,306
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*texperimental (n:9)

**trabulado (N-1, LC=95 % y 2 colas)

En lo que respecta, al estudio de la linealidad para la exactitud (Ver gréfico 2) se obtuvo
un coeficiente de determinacion de 0,9997 > 0,952%. Por lo tanto, las cantidades totales
de acido valproico (fortificada) son directamente proporcionales a las cantidades

afadidas de acido valproico.

Gréfico 2. Cantidad afiadida en funcién de la cantidad total de acido valproico
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X, Cantidad afiadida de acido valproico (mg)

6.4.6. Robustez

A partir de la matriz mostrada en la tabla 4, se estudié la influencia de los factores: flujo,
pH y composicion del disolvente organico (%etanol) en la fase movil, empleando el
disefio factorial completo 23, Para ello, se establecieron los dominios experimentales a
dos niveles, un nivel superior (+) y un nivel inferior (-) respecto al valor nominal o

condiciones originales del método analitico desarrollado (Ver tabla 15).



Tabla 15. Factores y dominios experimentales a estudiar

Variables o factores Valor nominal del método desarrollado Nivel (-) | Nivel (+)
A pH 35 3,3 3,7
B %Etanol 60 55 65
C Flujo 0,8 0,6 1,0
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Para el analisis de la robustez, se preparé un patrén y una réplica del material de

referencia interno a una concentracion 2,5 mg/mL de acido valproico. Se transfirido a un

bal6n aforado de 25 mL con ayuda de 15 mL de fase movil. La mezcla resultante se

agité por 10 minutos en un vortex y 10 minutos en ultrasonido luego se llevé a volumen

con fase mévil etanol-agua (60:40 %v/v) ajustada a pH 3,5. Se inyectaron cinco veces

5 uL tanto de la disolucion del patrén como de la muestra.

Este desarrollo cromatografico se llevé a cabo en una columna SunFire Cyg (5 um, 150

x 4,6 mm) a 212 nm empleando las condiciones experimentales de: fase movil y flujo

descritas en la tabla 16.

Tabla 16. Resumen de las condiciones experimentales para el estudio de la robustez

Flujo 0.6 1.0 Fase movil
mL/min | mL/min
1 3 Etanol-agua (55:45 %v/v) ajustada
pH=3,3 con H3PO, al 85,7 %m/m
(2]
S > 7 Etanol-agua (65:35 %v/v) ajustada
o pH=3,3 con H3PO, al 85,7 %m/m
S
Z’_ 4 6 Etano-agua (55:45 %v/v) ajustada
X pH=3,7 con H3PO, al 85,7 %m/m
5 8 Etanol-agua (65:35 %v/v) ajustada
pH=3,7 con H3PO, al 85,7 %m/m
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Por otro lado, se determind el efecto de cada factor (pH, %etanol y flujo) y sus
interacciones (Ver tabla 17) con la concentracion porcentual de &cido valproico respecto

a los 500 mg declarados por el fabricante.

Tabla 17. Interpretacion de los resultados obtenidos en la
evaluacion de la robustez

Factor (i) IEil Veredicto
A 0,57 conforme
B 0,63 conforme
C 0,11 conforme
AB 4,39 | No conforme
AC 1,64 conforme
BC 1,45 conforme
ABC 0,49 conforme
A: pH, B: %Etanol y C: flujo

Estos efectos fueron interpretados mediante la aplicacion del algoritmo de Dong (Ver
Apéndice D), cuyo criterio de aceptacion establece que el valor absoluto del efecto de

cada factor (E;) es significativo cuando es mayor o igual que el error critico (Ecrico). 2>2>)

Mediante la aplicacion del algoritmo de Dong se encontrd Egico= 2,34 determinado con

un teiico=2,447 para 6 grados de libertad, con un contraste de dos colas y un LC= 95 %.

De este analisis, se pudo interpretar que el efecto Eag dio mayor que el Egiico; €S decir,
gue la interaccion de los factores A y B es significativa. Por ende, el método no sé
considera robusto bajo las condiciones analizadas y el método no es capaz de continuar

proporcionando resultados confiables con esta interaccion.
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Para méas detalles en cuanto a los resultados obtenidos y modelo de calculo para la
robustez (Ver Apéndice D).

6.5. Determinacion del contenido de acido valproico 500 mg en los

medicamentos Ay B

El método desarrollo y validado se aplico en la determinacion del contenido de acido
valproico presente en los medicamentos A y B. De cada medicamento se tomd una
cantidad representativa de las tabletas y se sometid a molienda. Se peso por triplicado
una cantidad determinada del cada material de referencia interno (al 0,01 mg). Se
transfirié a un balén aforado de 25 mL con ayuda de 15 mL de fase movil. La mezcla
resultante, se agitd por 10 minutos en un vértex y luego 10 minutos en ultrasonido.

Finalmente, se llevd a volumen con fase movil.

Posteriormente, una alicuota la disolucion resultante se filtr6 por una membrana de

nylon de 0,45 pm y se analiz6 por duplicado.

Para esta cuantificacion, se establecié como criterio de aceptacién una concentracion
porcentual de acido valproico entre 90 - 110 %, obtenida a partir de la relacién entre la
cantidad de acido valproico encontrada y los 500 mg declarados por el fabricante del
medicamento por 100. Este criterio de aceptacion, se fundamentdé en las
especificaciones establecidas por la USP 37- NF-32 para la formulacion de capsulas y

solucién oral.

En la siguiente tabla, se puede evidenciar que la concentracion porcentual de acido
valproico tanto en el medicamento A como en el medicamento B se encuentra dentro

del criterio de aceptacion (Ver tabla 18). Quedando demostrado que el método analitico



84

puede ser empleado como procedimiento alternativo para el analisis de rutina y control

de &cido valproico bajo la formulacion de tabletas.

Tabla 18. Determinacion del contenido de acido valproico presente en los
medicamentos Ay B

Medicamento | (Ctyg; * - Cave/mri | Cayp Ctayp
A 0,01)mg | AT€S | (mg/mL) | (Ma/tab) | Ctrmmrads *100
A-1 99,36 455439 2,529 504,1 100,8
A-2 99,40 450244 2,500 498,1 99,6
A-3 99,54 455047 2,527 502,7 100,5
X 501,6 100,3
s 3,2 0,6
CV (%) | 06 0,6
i + _ Cc Ct
MR oot g | Areas | maimt) | maita) | Cpeamens
B-1 132,97 435123 2,415 482,6 96,5
B-2 132,96 434597 2,412 482,0 96,4
B-3 132,99 434390 2,411 481,7 96,3
X 482,1 96,4
s 0,45 0,1
CV (%) 0,09 0,1

6.6. Comparacion del método analitico desarrollado con el método propuesto por

la USP

Al momento de iniciar esta investigacion, se disponia de una monografia oficial USP 30-
NF 25 de 2007, que sugeria la determinacion de acido valproico en materia prima y

formulaciones farmacéuticas (capsulas y solucion oral) por cromatografia de gases.

Después de haber iniciado el desarrollo del método cromatografico para la

determinacién del acido valproico en tabletas, se pudo tener acceso a una edicion mas
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actualizada de la monografia oficial USP 37-NF 32 de 2014 descrita en los
antecedentes, en la que actualmente se orienta la cuantificacion de este analito por
HPLC.

No obstante, las condiciones cromatogréaficas recomendadas por la USP 37-NF 32 de
2014, no se encuentran establecidas para la formulacion farmacéutica de acido

valproico en tabletas.

Por esta razon, se procedio a tratar de replicar a modo comparativo las condiciones
cromatograficas dadas por esta monografia oficial, empleando la columna SunFire Cig
(5 um, 150 x 4,6 mm) en lugar de una columna Cg de iguales dimensiones; en vez de
una concentracion de 0,5 mg/mL de &cido valproico y un volumen de inyeccion 20 pL,
se inyectaron 5 pL de una disolucion de 2,5 mg/mL de acido valproico disuelto en una
fase movil compuesta por una disoluciéon acuosa de 3,5 g/L de NaH,PO, ajustada a pH
3,5 con H3PO, al 85,7 %m/m y acetonitrilo en proporciones 50:50 %v/v. Con ello se
obtuvo una presion de 730 psi, un t; de 6,799 minutos, con una area 362007 y una
intensidad de pico de 0,038 (figura 17).

Mediante una inspeccion visual de los cromatogramas obtenidos, se encontré similares
resultados entre el método desarrollado y el método reportado por la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP 37) para materia prima, capsulas y solucion oral. Sin
embargo, el método desarrollado ofrece un disolvente organico menos téxico para el
ambiente y el operador; ademas, que el etanol es mas econdmico que el acetonitrilo; sin
despreciar que el uso de disoluciones amortiguadoras disminuye la vida uatil de la

columna y se corre el riesgo de precipitaciones dentro del sistema.
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Figura 17.Cromatograma del patrén puro de acido valproico disuelto en la fase movil; (a) disolucion
acuosa de 3,5 g/L de NaH,PO, ajustada a pH 3,5 con H3PO, - acetonitrilo en proporciones 50:50 %v/v
(método USP). (b) Etanol-agua (60:40 %v/v) ajustada a pH=3,5
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7. CONCLUSIONES

- Se desarrollo un método analitico para la determinacion cuantitativa de acido
valproico en tabletas por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase inversa
(RP-HPLC). Las condiciones cromatograficas de trabajo fueron las siguientes:
una columna SunFire Cig (5 pum, 150 x 4,6 mm), bajo una elucion isocratica a
temperatura ambiente con una fase movil compuesta por etanol-agua (60:40
%v/v) ajustada a pH 3,5 con H3PO,; un volumen de inyeccion de 5 pL; un flujo de
0,8 mL/min y una deteccion UV-visible con arreglo de diodos a 212 nm.

- Se validé el método desarrollado para la determinacion cuantitativa de acido
valproico en tabletas por HPLC, resultando ser selectivo al responder Unica y
exclusivamente al principio activo determinado y la respuesta analitica del acido
valproico no se vio afectada por los productos de degradacién u otras especies

presentes en la matriz de la muestra.

- Se estimo estadisticamente el limite de deteccién y el limite de cuantificacion del
acido valproico, los valores obtenidos fueron: 0,07 mg/mL y 0,2 mg/mL,

respectivamente.

- La metodologia presentd una linealidad adecuada entre 0,5 mg/mL y 3,2 mg/mL,

con un coeficiente de correlacién mayor a 0,999.

- En el estudio de la exactitud con las muestras fortificadas y sin fortificar se
encontraron porcentajes de recuperacion dentro de los criterios de aceptacion de
98 - 102 %, para los niveles de concentracion de 80,1 %; 99,7 % y 129,4% de

acido valproico.
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El método desarrollado resulté preciso, ya que al evaluar la repetibilidad y la

precision intermedia se obtuvieron coeficientes de variacion menores al 2 %.

El efecto producido por las interacciones de los factores AB (pH - %etanol)
resultdé significativo. Por lo tanto, el método analitico no es robusto ante las

condiciones analizadas de pH, %etanol y flujo.

Finalmente, el método propuesto ofrece un tiempo de retencién aceptable con
una simetria adecuada para realizar analisis de rutina de acido valproico en
tabletas, siendo capaz de proporcionar resultados confiables. Ademas, resulta

sencillo de aplicar, rapido, menos toxico y mas econémico.
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8. RECOMENDACIONES

Repetir la evaluacion de la precision intermedia en diferentes dias y determinar la
concentracion de acido valproico por tableta con la curva de calibracion

preparada para cada dia de analisis.

Repetir la evaluacion de la robustez ajustando los niveles de los factores Ay B,

de manera que la interaccién entre ambos resulte insignificante.

Revalidar el método propuesto por la USP con la formulacion farmacéutica de

acido valproico en tabletas.
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10. APENDICE

Apéndice A: Cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion ampliamente usada en el estudio
cualitativo y cuantitativo de mezclas de sustancias que son distribuidas de manera
dinamica y diferencial entre dos fases. Consta de una fase mévil que puede ser un gas,
un liquido o un fluido supercritico en constante movimiento y es inmiscible con la fase
estacionaria que permanece fija dentro de un sistema (columna). La separacion
cromatografica de una mezcla de sustancias puede darse en una determinada direccion
bajo diferentes mecanismos basados en la capacidad de adsorcién, particidn,

solubilidad, presién de vapor, tamafio molecular o carga iénica. 1632

Debido a esta versatilidad la cromatografia es empleada por la industria farmacéutica y
demas entes gubernamentales asociados al sector salud, para el control de materias
primas, productos intermedios, medicamentos y demdas analisis de rutina que
garanticen la calidad de los medicamentos. Estos procedimientos analiticos se orientan
por las monografias oficiales USP, BP, entre otras que son normas de calidad para

diversas formulaciones medicamentosas. 162

Clasificacion de los métodos cromatograficos

La clasificacion de los métodos cromatograficos puede darse de acuerdo al tipo de fase
movil, fase estacionaria y los equilibrios dados al momento de separarse los

componentes de la mezcla entre estas fases (figura 18). Entre ellas se tienen:
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Figura 18. Aplicaciones de la cromatografia de liquidos

Cromatografia de adsorcién

Se basa en la separaciéon de una sustancia mediante una fase estacionaria sélida
compuesta por un adsorbente como: silica gel, alumina o tierras de diatomeas y una
fase movil gaseosa o liquida, cuya adsorcion se relaciona bajo las diferentes
interacciones entre las fuerzas intermoleculares establecidas por los componentes de
una mezcla con la fase estacionaria. Las isotermas de distribucion suelen ser con la

forma de Langmuir o anti-Langmuir (tipo exponencial). ¢
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Cromatografia de exclusion

También llamada cromatografia de penetracion por geles o filtracion sobre geles, esta
basada en las separaciones de compuestos de acuerdo a su tamafio molecular. Las
sustancias de menor peso molecular son retenidas por mas tiempo; mientras que, las
de mayor tamafio son excluidas de la fase estacionaria que es un material poroso o
inerte compuesto por particulas poliméricas o de silice con un tamafio de intersticios
caracteristicos que permite o excluyen la entrada en él de las moléculas de la sustancia

seglin su tamafio con ayuda de una fase mévil liquida. 632

Cromatografia de intercambio i6nico

Es un proceso de separacion para especies ionizables y solubles en agua (componente
de la fase movil), mientras que, la fase estacionaria es un sélido reticulado que posee
iones en sus nodos donde se intercambian los componentes de la mezcla con mas o
menos facilidad. La fase estacionaria es una resina organica sintéticas de tipo ionica:

catiénica (separa compuestos basicos), aniénico (separa compuestos acidos). 1632

Cromatografia de reparto

Implica la distribucion selectiva de una sustancia a través de su solubilidad entre dos
fases inmiscibles, donde la fase estacionaria es un liquido o una fase unida
guimicamente sobre una superficie sdélida y la fase movil puede ser un gas o un liquido,
donde el tiempo de retencion del soluto en la fase estacionaria depende de la constante
de distribucion, la isoterma de reparto de este tipo de cromatografia es lineal. 632
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Fundamentos de la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

En este trabajo se propone el desarrollo de un método analitico para la determinacion
de &cido valproico en tabletas por RP-HPLC, esta técnica pertenece al tipo de
cromatografia de reparto en fase inversa cuya fase movil es liquida y la fase
estacionaria unida quimicamente es de tipo fase reversa, a continuacion se describen

detalladamente cada una de esta modalidades cromatograficas.

La cromatografia de reparto puede subdividirse en funcion a la forma como se retiene la
fase estacionaria sobre un soporte sélido y en funcién a esto se tienen: la cromatografia
liquido-liquido donde la retencion de la fase estacionaria se realiza por adsorcion fisica,
pero implica pérdidas de esta fase por disolucion en la fase movil. Por ello, actualmente
se encuentra sustituida por la cromatografia de fase unida quimicamente, como su

nombre lo indica la fase estacionaria se une al soporte mediante una reaccién quimica.
(32]

La mayoria de los empaques de las columnas en cromatografia de fase unida
quimicamente se preparan con particulas de silice porosa de diametros de 3, 5 0 10
um, que se hidroliza por calentamiento con HCI 0,1 M formandose los grupos silanoles
8 umol/m? El 4 pmol/m? de los grupos OH de los silanoles son recubiertos por un
proceso de silanizacién con un organoclorosilano, esto le confiere a la columna cierta
polaridad haciendo que las sustancias basicas se retengan y sus picos tengan cola,
esto se reduce bloqueado los grupos silanoles no recubierto con clorotrimetilsilano (Ver
figura 19). 2
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Figura 19. Relleno de la fase quimicamente enlazada **

Cromatografia en fase normal

La fase estacionaria es un liquido de elevada polaridad (agua, glicol o f,
B oxidipropionitrilo) soportados en una superficie de silice o alumina, mientras que, en
la fase movil se utilizan disolventes relativamente no polares (n-hexano, éter dietilico o
cloroformo). En consecuencia, el componente menos polar de la muestra eluira mas
rapidamente que los mas polares. Los rellenos de este tipo de fase estacionaria estan
guimicamente enlazados a un grupo R, cuyo orden creciente de polaridad es el
siguiente: ciano (-C,H4CN) < diol (-C3HsgOCH,CHOHCH,0OH) < amino (-C3HgNH.) < los
dimetilaminopropil (-CsHeN(CHs),). B2

Cromatografia en fase inversa

Se emplea una fase estacionaria cuyo recubrimiento esta enlazado a grupos
funcionales apolares (hidrocarburos) y la fase maévil polar puede estar compuesta por
disolventes tales como: agua, metanol, acetonitrilo. Generalmente, los grupos R del
siloxano en estos recubrimientos son cadenas Cg (n-octilo) o Cjg (octadecilsilano): Por
ende, conforme aumenta la longitud de la cadena aumenta el tiempo de retencion de los

componentes de la muestra, ademas debido a la estructura fisico-quimica de este tipo
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de relleno se debe trabajar con intervalos de pH entre 2 y 8 ya que de lo contrario
puede producirse la hidrélisis o destruccion de los grupos siloxanos. ¥

En el andlisis cromatografico suele aplicarse una prueba de rutina denominada
adecuacion o aptitud del sistema en la que se determina la repetibilidad de la inyeccion
mediante la verificacién de los valores aceptados para cada parametro cromatogréafico
(factor de retencidn, factor de selectividad, resolucién, factor de cola y nimero de platos
tedricos) que indican la adecuada operacién del sistema cromatografico. A continuacién

se describen estos parametros cromatograficos: ¢

Factor de retencion (k): es una medida del grado de retencion o velocidad de
residencia de los analitos dentro de la columna. Generalmente, el valor aceptado es de
2 < k< 10, [22.32.33]

k = ((trR)a~tm) _ KVs
tm Vm

Ecuacion 10. B4

Factor de selectividad (a): Indica la posicion relativa entre una especie mas retenida

(B) y la especie menos retenida (A) en una columna a través de sus factores de

retencion. B2

&
o

Ecuacion 11. B4

KR

Il
5|
-
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Resolucidn (R,): Constituye la capacidad de separacién de dos analitos dentro de una

columna. Generalmente, el valor aceptado de R > 2. ¢

R. = 2l(tR)p=(tR)al Ecuacion 12
S WA+WB '

(18]

Factor de cola o factor de asimetria (T): Representa el limite maximo de asimetria
que puede presentar un pico cromatografico. Varia en la medida que el frente
(sobrecarga de la columna) o la cola (retencion del analito en la fase estacionaria) del
pico sea mas pronunciada. La asimetria del pico es responsable de una disminucién en

la resolucién, limites de deteccién y precision. Cuyo criterio de aceptaciéon es T < 2, [1®
22,33]

Wo,05
2f

Ecuacién 13.19

NUumero de platos teéricos (N): Representa el numero de equilibrios que el analito
establece con la fase movil y la fase estacionaria durante su recorrido por la columna.
Por tanto, es considerado una medida de la eficiencia de la columna. Generalmente, se
halla entre 2000 < N < 20000. 233!

Ecuacion 14. 34



Tiempo de retencion,

(tr)a, (tr)s:
especies Ay B.
ty: Tiempo de migracion, especies no
retenidas.

K: Coeficiente de distribucion

Vs: Volumen de la fase estacionaria

V). Volumen de la fase movil
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W,, Wg: Anchuras de picos, especies Ay B
Ws,05: Anchura del pico al 5 % de la altura
f: es la distancia entre el borde simétrico
del pico y el centro del mismo medida al 5
% de la altura del pico de la linea base

L: Longitud del relleno de la columna

H: Altura de plato

Instrumentacion para cromatografia de liquidos

Los instrumentos para el andlisis por HPLC presentan el siguiente esquema, el cual se

presenta en la figura 20:

Fuente reguladora
( em—
de helio

Vilvula de salida
~

!

Mg

|
Recipientes de los / \
1 disolventes Purga Filtro l
de
entrada

2

: : Al i {
Amortigunador desecho !
de impulsos o
T Valvula l

Vilvula de drenaje

de entrada rj

iy

Jeringa para ccbar

Vilvula de mezcla de los disolventes

= Al detector — R — 380
Columna apap

_,.-i)
—_—

Regulador de Filtro
contrapresion

Detector
de presion

Vilvuta del inyector

Figura 20. Esquema de un aparato de HPLC =
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A continuacién se describira cada uno de los componentes de un HPLC:

Recipientes para la fase movil

Son los reservorios donde se almacena la fase movil a emplear en el analisis
cromatografico. Es necesario garantizar que la fase movil esta libre de particulas en
suspensiéon y gases disueltos, ya que su presencia puede causar obstruccion del
sistema cromatografico, ademas de generar el ensanchamiento de las bandas. Por esta
razon, los solventes utilizados en la preparacion de la fase moévil deben ser reactivos
liguidos grado HPLC, filtrados por membrana 0,45 um. Los gases disueltos pueden ser
eliminados mediante filtracién al vacio, ultrasonido, calentamiento o desgasificacion con

un gas inerte de baja solubilidad como el helio.

También existen sistemas de desgasificacion en linea, los cuales cuentan con unas
membranas permeables que permiten la eliminacién de gases disueltos. Si se cuenta
con un solo reservorio, es necesario preparar la fase mévil previamente, lo cual obliga a
realizar una elucion isocratica, mientras que, en una elucién con gradiente se utilizan
dos o mas recipientes, el uso de este tipo de sistemas permiten la preparacion de la
fase movil in situ, lo cual permite variar la composicion de la fase movil en forma lineal

o exponencial en el tiempo. %3

Sistema de bombeo

Se encarga de promover el desplazamiento de la fase mavil por el sistema
cromatografico, mediante un flujo libre de pulsaciones a intervalos de flujo entre 0,1y 10

mL/min, siendo capaz de generar presiones por encima de 6000 psi. Las bombas deben
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estar construidas con materiales inertes, resistentes a la corrosion tales como: acero

inoxidable o teflén. A continuacién, se describen algunos tipos de bombas: 233!

Bombas reciprocas

Las bombas reciprocas consisten en una camara de volumen interno entre 35y 400 pL.
Poseen pistones que trabajan alternadamente con movimientos sincronizados, los
cuales permiten el llenado y el vaciado de la cdmara. La desventaja que presenta este
tipo de bombas esté relacionada con las pulsaciones del flujo, este problema se refleja
en una linea base inestable y eventualmente puede contribuir con la formacién de

burbujas de aire en algunos disolventes. #**°!

Bombas de desplazamiento

Las bombas de desplazamiento son cdmaras en forma de jeringa cuyo embolo realiza

movimientos a una velocidad constante, generando un flujo libre de pulsaciones. *?

Bombas neumaticas

Las bombas neuméticas presentan una cabina que contiene un gas comprimido capaz
de proporcionar altas velocidades de flujo libre de pulsaciones; sin embargo, es
dependiente de la viscosidad del disolvente y de la contrapresion de la columna.
Debido a esto su utilidad es limitada ya que no es recomendable su uso en la elucién

con gradiente. #%33
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Sistema de inyeccién de muestra

Debe proporcionar reproducibilidad en la introduccién de la muestra en la columna, para
evitar el ensanchamiento de las bandas. Antiguamente, se empleaba un sistema de
inyeccién manual con jeringas con bucles intercambiables de volumen entre 5 a 500 pL,
pero actualmente son poco usados ya que proporcionan una reproducibilidad de la
inyeccion mayor al 2 % por ello han sido reemplazados por sistema de inyeccion

automaticos. 5233

Columnas cromatogréficas

Las columnas cromatogréaficas representan el corazén de la cromatografia, ya que
portan a la fase estacionaria, en la cual se dara el proceso de separacion de los

componentes de una muestra.

Las columnas en HPLC se caracterizan por presentar longitudes de 10 a 30 cm con un
diametro interno entre 4 y 10 mm; mientras que, el relleno o empaque puede ser
pelicular o de particulas porosas. El relleno pelicular estda compuesto por bolas de vidrio
o de polimero no poroso @= 30 a 40 um constituidas por una capa delgada y porosa de
silice, alimina o una resina de poliestireno - divinilbenceno) este relleno generalmente
se utiliza en precolumnas. El relleno con particulas porosas se compone de
microparticulas de silice o alumina, de una resina de poliestireno - divinilbenceno @= 3

a 10 pm. 1@

En ocasiones la vida de las columnas cromatograficas puede alargarse o protegerse
empleando una precolumna, como su nombre lo indica se coloca delante de la columna
con el proposito de eliminar las particulas en suspension, contaminantes de los

disolventes o de la muestra. ¥ 33
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Detectores

Son dispositivos que identifican, registran e indican los cambios de una variable. Las
caracteristicas mas resaltantes que un detector debe poseer son: ¥4

- Adecuada sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad

- Respuesta lineal

- Tiempo de respuesta corto

- Manejo sencillo

- Respuesta selectiva y altamente predecible

- Volumen interno minimo para reducir el ensanchamiento de la banda

Tipos de detectores en cromatografia de liquidos

La clasificacion de los detectores en cromatografia de liquidos est4 basada segun la
propiedad medida en: la disolucién o en el soluto.
Detectores basados en la medida de una propiedad (np, €, p) de la disolucion, es decir,

gue responde a una propiedad de la fase movil se tiene:

Detectores de indice de refraccién

Son detectores universales que responden a casi todos los solutos, pero poseen baja
sensibilidad y requieren mantenerlo bajo temperatura constante debido a que son
sensibles a los cambios de temperatura.

Detectores basados en la medida de una propiedad (UV, fluorescencia) del soluto o de

la intensidad de la dispersion que no son propias de la fase movil.
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Detector de fluorescencia

Consta de un haz de excitacion que puede ser una fuente de mercurio 0 xenén
acompafiado de algunos elementos dispersantes de la radiacion (filtros o
monocromador) que permiten seleccionar la longitud de onda. Con ello se obtiene la
separacion y determinaciéon de los componentes fluorescentes de las muestras vy
aguellas especies que tienen baja absorbancia pueden detectarse mediante derivados
fluorescentes con la finalidad que absorban la radiacién electromagnética a una
determinada longitud de onda y emitan radiacion fluorescente a longitud de onda méas

larga. B2

Detectores electroquimicos

Aquellas especies que contienen grupos funcionales que pueden oxidarse o reducirse

son detectarse por amperiometria, voltametria y/o conductimetria. 1*?

Detector de luz dispersada tras evaporacion (ELSD)

La respuesta es practicamente la misma para todos los solutos no volatiles, es mas
sensible que el de indice de refracciéon. El eluyente de la columna se nebuliza y
después se evapora para obtener particulas finas del analito que pasan a través de un

haz laser. 32

Detector por espectrometria de masa

La muestra al salir de la columna es ionizada, luego estos iones son separados de

acuerdo a su relacién masa/carga. *?
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Detectores de absorbancia

Miden la diferencia de la cantidad de luz radiante absorbida entre la muestra y la fase
movil dispuestas en una celda de flujo. Un detector de absorbancia UV con filtros
cuenta con una longitud de onda de trabajo entre 195 a 370 nm, comUunmente la mas
utilizada es 254 nm. Otro detector de absorbancia UV con monocromadores abarcan la
radiacion ultravioleta y la visible de UV y VIS (195 - 700 nm) lo que permite realizar el
barrido de longitudes de onda de la radiacion de interés, en este tipo de detector UV/Vis

se encuentra el detector de arreglo de diodos. B2
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Apéndice B: Detector arreglo de diodos

Consta de una lampara de deuterio que sirve tanto para la region ultravioleta como para
la visible, esta luz atraviesa la muestra y luego incide sobre la red de difraccién
hologréfica que dispersa la luz y la dirige hacia el fotodiodo en serie, cada diodo reciben
una longitud de onda en patrticular; lo que permite realizar determinaciones simultaneas
de multiples componentes de una muestra; ademas ofrece mayor velocidad en la
obtencién de los espectros lo que se minimiza la posibilidad de fotodescomposicion de

la muestra. 13233

Debido a sus pocos componentes Opticos, hay menor pérdida de la radiacion. El
sistema no contiene partes en movimiento por ello no requiere calibracién constante.
Los equipos de HPLC dotados con este tipo de detectores se hallan conectados a una
computadora para almacenar rapidamente la informaciéon correspondiente al rango de

longitudes de onda. 22

El detector de arreglo de diodos proporciona informacién sobre la homogeneidad
espectral del pico y un espectro Unico para cada compuesto, siendo ampliamente
utilizado para el andlisis farmacéutico al momento de determinar contaminantes a bajas
concentraciones. Ademas que consta de un comando de andlisis de pureza de pico
capaz de detectar cualquier impureza que pudiese estar coeluyendo con el pico del

acido valproico. %
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Apéndice C: Factores de respuestas obtenidos con las curvas de calibracion

preparadas los diferentes dias de analisis de la linealidad

Tabla 19. Factores de respuestas asociados al cociente del area promedio obtenida y la concentracién

del patrén de acido valproico para la curva de calibracion del Dia |

del patrén de acido valproico para la curva de calibracion del Dia Il

Cpave (Mg/mL) Area Factores de respuestas
0,502 98076 195441
1,004 199832 199107

1,51 289654 192403
2,01 390721 194652
2,51 484781 193209
3,01 581655 193182
3,21 613385 190988
X 194140
s 2626
CVy (%) 1,4

Cpave (Mg/mL) Area Factores de respuestas
0,502 87449 174340
1,003 174440 173883

1,50 258664 171893
2,01 352714 175795
2,51 437704 174523
3,01 514578 170979
3,21 557040 173520
X 173562
S 1637
CVr (%) 1

Tabla 20. Factores de respuestas asociados al cociente del area promedio obtenida y la concentracién
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Tabla 21. Factores de respuestas asociados al cociente del area promedio obtenida y la concentracién

del patron de acido valproico para la curva de calibracion del Dia lll

Cpave (Mg/mL) Area Factores de respuestas
0,501 96606 192810
1,002 187989 187599

1,50 272838 181514
2,00 362316 180782
2,51 454318 181350
3,01 542237 180370
3,21 569723 177669
X 183156
s 5203
CVr (%) 2,8




Apéndice D: Modelo de calculo para la determinacion de la robustez
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Tabla 22. Areas obtenidas para el patron de acido valproico en la evaluacion de la robustez

_ Réplica S— cv
Experimento 1 5 3 4 5 Area %)
1 720615 716127 729246 713582 707691 717452,2 11
2 749430 741212 738724 796766 787460 762718,4 3,6
3 394268 416594 411336 425480 402908 410117,2 29
4 726645 731460 731026 734949 735597 731935,4 0,5
5 775402 776856 783372 782583 779787 779600,0 0,4
6 371804 380156 384673 385702 385388 381544,6 1,5
7 400898 396508 396222 399021 400048 398539,4 0,5
8 374808 379895 384252 375947 371766 377333,6 1,3

Tabla 23. Areas obtenidas para la muestra de &cido valproico en la evaluacion de la robustez

Muestra Réplica

Trea cv Cavp/tab
Experimento 1 2 3 4 5 (%) (mg/tab)

1 723308 | 727368 | 725422 | 721572 | 712828 | 722099,6 0,8 509,9

2 775820 | 784343 | 782669 | 780477 | 783903 | 781442,4 0,5 519,0

3 387947 | 386445 | 391184 | 415865 | 408051 | 397898,4 3,3 491,5

4 752583 | 752992 | 757288 | 759995 | 763122 | 757196,0 0,6 524,1

5 777389 | 750604 761903 776414 735977 | 760457,4 2,3 494,2

6 396010 | 396177 | 397191 | 396447 | 398438 | 396852,6 0,3 526,9

7 401343 | 404257 | 414921 | 407940 | 416811 | 409054,4 1,6 520,0

8 374808 | 379895 | 384252 | 375947 | 371766 | 377333,6 1,3 506,6

X 511,5

s 13,4

CV (%) 2,6
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Tabla 24. Matriz del disefio experimental 2° con los efectos asociados para cada factor

Factores principales Interaccior!es.entre factores
principales
Experimento A B C AB AC BC ABC 723';)"1/:;‘; x100
1 - - - + + + - 102,0
2 - + - - + - + 103,8
3 - - + + - - + 98,3
4 + - - - - + + 104,8
5 + + - + - - - 98,8
6 + - + - + - - 105,4
7 - + + - - + - 104,0
8 + + + + + + + 101,3
|E;| 0,57 0,63 0,11 4,39 1,64 1,45 0,49 X 102,3
A: pH, B: %Etanol, y C: flujo s 2,7
vV (%) | 3.8
Determinacion del efecto E; para cada factor del disefio experimental
E, =% _2re) Ecuacion 15. 5%

N/2 N/2
YY(+)y >Y(-) :Corresponde a la sumatoria de las respuestas del factor i para los niveles
superior (+) e inferior (-)
N: Numero de experimentos del disefio.
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Interpretacion estadistica del efecto (E))

Cuando el valor absoluto del efecto |E;| es mayor o igual que el efecto critico E tico » 12
influencia de este factor se considera significativa. Generalmente, el Eqqico S€ calcula

con un nivel de confianza al 95 % (a= 0,05) para un contraste de 2 colas.

Determinacion del efecto critico Egritico

Ecritico = teritico X (SE)e Ecuacion 16. [35]

teritico. Valor de t(l_; arS€ encuentra tabulado para un determinado un grado de

libertad (df)
(SE). = s;: Error estdndar o margen de error de los efectos

Determinacion del error estandar por el algoritmo de Dong

Se halla la mediana de los efectos y con este valor se calcula error inicial estimado (So)
en base a todos los efectos, s, = 1,5 xmedianalE;|. Todo aquel |E;| > 2,55, no es

considerado en la estimacion de (SE),

(SE), = Z(Ex) Ecuacion 17. 19

m

m = df: Namero de factores cuyos |E;| < 2,5s,

Y (E)?: Suma de los cuadrados del valor absoluto de todos aquellos efectos < 2,5s,



Apéndice E: Modelo de calculo para la determinacion de la exactitud

Tabla 25. Areas de las muestras fortificadas y sin fortificar

(Cppix 0,01)

Areas

mg fortificadas sin fortificar
197,87 389724 244606
80 % 197,82 390591 248685
197,84 388037 248704
197,52 483590 248851
100 % 197,53 482657 247319
197,55 480183 244166
197,45 619160 238218
130 % 197,54 637938 239475
197,57 622706 232767

Cyr;: Cantidad pesada del material de referencia interno. Esta determinacién se

realiz6 empleando la curva de calibracién, dia I.
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